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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Phosphorylierungvon Proteinen

Die Phosphorylierung/Dephosphorylierung von Proteinen stellt ein  wichtiges
Regulationsprinzip ineukaryotischenZellen dar. Mittelsdiese postiranslationalen
Modifikationwerdensehr viele Signaltransduktionswege moduli@vbdurch dieZellenin

die Lage versetzt werderauf eine Vielzahl sich verandernder Umweltbedingungen zu
reagieren md sichanzupassenBeispiele, bei denen reversible Phosphorylieemgines
Proteins zellulare Ereignisse regulieresind Membrantransport und ggmeabilitét [1]

[2], Metabolismus [3, 4], Stofffluss durch lonenkanale [5, 6], Wachstums und
Differenzierunggorgange [7, 8], RezeptoAktivitdit und internalisierung [9, 10]
muskuléare Kontraktilitdt [11, 12] oder die Transkription von Genen undie sich
anschlieBende Translation13, 14]. Die Phosphorylierung bzwanschliel3ende
Dephosphorylierungon Serin, Threonin und TyrosiARestenerfullt dabei die Funktion
eines molekularen Schalters, der die enzymatische Aktivitat eines Proteins bzw. die
Bindung an anderdePartner (z.B. f®teine, DNA oder niedermolekulareSignalstoffe

verandern kanrj15, 14.

1.2 Ubersicht und Einteilung der Proteinphosphatasen

Obwohl die Phosphatgruppaiiertragenden Enzyme, die Proteinkinasen, von ebenso
grofl3er Wichtigkeit sind, soll im Folgenden auf die Proteinphosphatasen (EC 3.1.3.16)
fokussiert werden. Die Proteinphosphatasen, welche von veresterten HyedBouplen

der Aminosauren Serin, Threonin und Tyrosin in Proteinen und Peptiden die Abspaltung
von anorganischem Phosphat )(Fkatalysieren, werden demzufolgm die Tyrosin
Proteinphosphatasen, die dualspezifisntferoteinghosphatasen und die Serin/Threonin-
Proteinphosphataseminterteilt [17]. Im Gegensatz zu den Serin/Threenind Tyrosin
Proteinphosphatasen erkennen die dualspezifischen Proteinphosphatasen sowohl
phosphorylierte Tyrosin als auch Serin oder ThreoninReste. Die Serin/Threonin-
Proteinphosphatasen wurden erstmalson INGEBRITSENet al. auf Grund ihrer
biochemischen Eigenschaften, wie z.B. Substratspezifitat und Inhibierbarkeiven

Klassen eingeteilt [18].
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Allerdings wurden n den vergangenen Jahren aber auch zahlreiche neue
Proteirphosphatasen entdeckt, die sich aber nicht eindeutig in die bestehende

Nomenklatur einordnen lassd@9, 20].

Abb. 1: Unterteilung der Proteinposphatasen.

Enzyme, die Phosphorsaurees&indungen in Proteinen und Peptiden hydrolysieren kénnen, werden in Tyrosin
Proteinphosphatasen, dualspezifische Proteinphosphatasen undn/BaeoninProteinphosphatasen unterteilt.
Letztere Gruppe beinhaltet die Familien PPP, PPM und FCP. Die PP2B (Calcineurin) ist ein VertretEadglid? PP-

Die aktuelle Unterteilung der SefirhreoninProteinphosphatasen basiert auf
Aminosauresequenyergleichen der katalytisen Untereinheiten und enthilltdariber
hinaus die Existenz einer dritten Famil (Abb. 1). Die zwei Hauptfamilien PPP
(PhosphoproteifPhosphatase) mit der PP1 und did-amilie PPM (Phosphoptein-
Phosphatasen, MdMn?*-abhangig) mit dePP2C alprototypischen Vertreter besitzen
keine Ahnlichkeiten in der Aminosaurébfolge und somit auch keine gemeinsame
Konsensussequenz. Obwohl sich die Aminosédurelnordnung um das aktive Zentrum
der Enzyme unterscheidet, existieren doch Gemeinsamkeiten in der dreidimensionalen
Struktur und im Katalys®lechanismus, was auf einen gemeinsamen evolutiondren
Ursprung hindeutet[21]. Die PPHramilie hat sich aus einer Metallophosphoesterase
entwickelt[22] und umfasst 7 Hauptstrangeppl-7) (Abb.2). Interessanterweise gibt es

in dieser Familie zwei Vertretepgp3x (Calcineurin) undopp79, deren enzymatische

Aktivitat durch C# positiv beeinflusst wird23].
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Abb. 2: Darstellung des PRPhosphatoms als phylogenetischer Baufmodifiziert nach24])

Die Abbildung zeigt die Beziehungen zwischen deim/J&reonin-Proteinphosphatasen der PPBmilie aus Homo
sapiens(Hs rot), Drosophila melanogastédm, blau) und Saccharomyces cerevigiBe braun), welche durch multiples
Alignment (http://www.clustalw.genome.ad.jp/) partieller Gensequenzen der ktasalgen Domanen generiert
wurden.Die Vertreter des pppZweiges (Calcineurin) wurden hervorgeholfsiehe Kasten)

Die FCHramilie verdankt inren Namen der THhteracting CTD lmpsphatase {FCP1),
welche nicht nur den Transkriptionsfaktor IIF (TFIIF) bindet, sondern auchelimiGale
Doméane (CTD) der RNPblymerase Il dephosphorylief5]. Vertreter der FGPamilie
unterscheiden sichinsichtlich inrer Aminosaur8equenz und des hydrolytischen Prinzips
deutlich von der PRPbzw. PPMFamilie. Sokatalysieren sie Mg?*-abhéngig die
Ubertragung einePhosphatGruppevom Substrat aufspartatReste im aktiven Zentrum
(DxDxV/MMotiv), so dassintermedidr ein Phosphéspartat entsteht. Als Zweig der
HaloacidDehalogenase (HAE§uperfamilie konnen sie dariber hinaasch Nichtpotein-

Phosphosubstrate umsetzg¢26].
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1.3 Calcineurin al$’roteinphosphatase

Die Proteinphosphatase 2B°P2B, auch Calcineurin (CaN) genannt, wurde im J1&m9
erstmals von Keeet al. als Calmodulibindendes Protein aus bovinem Hirn isolig2?].
Dabei wurde festgestellt, danicht nur CalmodulifCaM)mit hoher Affinitat C&" binden
kann (Kb <1 uM), sondern auch de@neurin Nur drei Jahre spatewurde von einer
anderen Arbeitsgruppe entdeckt, s& Cdcineurin eine Phosphataseist und die
%0 Z }* %o Z } E-CoteréBeit der Phosphorylad€inase dephosphorylierekann [28].
Zusatzlichkonnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit vorf' @ad Calmodulin
essentiell fur die katalytische Aktivitat des Enzygegenuber PhosphBeptiden und
PhosphoProteinen ist. Deshalb wird Geineurin auch als Cd/Calmodulirabhéngige

Proteinphosphatase bezeichn§29, 30].

/ katalytische Untereinheit A regulatorische Untereinheit B

E r E t E v CaN B1 CaN B2
Chromosom 4924 10g22.2 8p21.3 2pl4 9g31.1
Gen ppp3ca ppp3cb ppp3cc ppp3rl ppp3r2
aa 521 524 502 168 168
kDa 58.68 59.02 57.12 19.17 19.40
pl 5.58 5.60 6.81 4.64 4.73
Kofaktoren Fe", zif* Fe", zif* Fe", zif* ca’ ca’

Tab.1: Merkmale der humanen Calcineurisoformen.

Das phylogenetisch hoch konserviert€alcineurin konnte bereits in vielen niederen
Lebensformen (z.B. Saccharomyces cerevisigctyostelium discoiden oder
Cryptococcus neoformansals auch irhéheren Eukaryoten (z.B. Mammali&rosophila
melanogaster oder Caenorhabditis elegahsnachgewiesen werden[31-33]. Eine
Ausnahme stalen dabei lange Zeit di®flanzen dar, in denen dieses Enzym nicht
aufgefunden wurdeAllerdings zemgn neuere Befunde einer chinesischen Arbeitsgruppe,
dass sowohl in Nicotiana tabacynBrassica oleraceaund Arabidopsis thaliana
CalcineuriliHomologa vorkommen welche mittlerweile bereits isoliert und
charakterisiert werden konnte [34]. Zahlreiche Untersuchungen belegen, dass die

Proteinphosphatase in vielen Geweben ded&ugerorganismusin unterschiedlichen
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Varianten gebildet wrd (Tab. 1). So werden im Menschen von der katalytischen
hvs E JvZ ]S§ E ] /¢upEe uv~rA}v E E PUmeejEejteBZ v
zwei Isoformen1 und 2) mam Teil sehrgewebespezifisch exprimiert (Anhang AkB.bis
Abb.17)[35, 36].t Z&E v ]} pv -ksoformen vorwiegend im Gehirn und in Zellen
des Immunsystems gefunden werden U ] «ISofofm pevorzugt in den TestikelB/T-
Lymphozyten, natirlichen Killerzellen und dendritischen Zellen anzutreffen. Aufgrund des
Expressionsmusters kann aufRerdegeschlussfolgert werden, dass die Isoform 1
AJEA]I P v ul8 v /e}(}JEuU vr uv t puv -lsofbshpp@Eodinerds @&
Komplexeformt. ]  u]v}e HE « <p vsofor@E] ¢S Ip 01 9 pv -IdoformE v
Ip 66 9 ] v8]e Z u]l8 & -sofrnmv(AnhadigAbb. 18). Bei den beiden
Isoformen 1 und 2er regulatorishen Untereinheit wurde sogar eine Sequenzidentitat

von 84% gefundenAnhangAbb.19).

Intrazellul&rist Cdcineurin meist im Zytoplasmdokalisiert[37, 38]. Diese Beobachtung
konnten wir fur alle 3 Isoformen auch in mehreren eigenen Arbeiten machenUa®gr
bestimmten Umstanden, wie z.B. na8ktivierung der Zelle mit einem Calcidonophor
oder in MausSpermatozyten transloziedas Enzym allerdings auch in den Nucleds
41]. Wbn Assoziationen mit Bestandteilen der Zellmear{42], des Zytoskelett§43, 44]

bzw.neuronaler Mikrosomef45] wurde auch schon berichtet.

1.3.1 Aufbau und Eigenschaften von Calcineurin

Wie bereits erwahnt, ist Calcineurin aus einer grof3en katalytischen Untereinheit A
(5759kDa) und einer kleirren regulatorischen Untereinheit B (2 kDa)aufgebaut
(Abb. 3) [27]. Proteinchemische Untersuchungen zeigten, da&s N-Terminus der
B-Untereinheit posttranslational myrisdyliert wird und so in der Zelle vorliegf46]. Zur
physiologischerfFunktion dieser Mdifizierung warbislang wenig bekann7, 48]. Wir
konnten allerdings beobachten, dass der Myristinsdgest im Molekul zu einer
erhéhten Stabilitdt gegentber thermisch induzierter Denaturierung fifbrtpublizierte
Daten) Zwei integrale EFHandStrukturmotive in der regulatorischen Untereinheit sind
fur die hochaffine CalciuBindung (K= 100 pM) verantwortlich, wdei insgesamt vie
Cd*-lonen pro ClineurinMolekiil binden kénneif49, 50].
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Abb. 3: Struktur des humanen Calcineurins.
(A) Modell der Struktur des heterotrimeren ®a
rl i/CaMKomplexes basierend auf PDB 1AUI
und 4Q5U.Die regulatorische Untereinheit B
interagiert mit einer Helix der katalytische
Untereinheit . Das aktive Zentrum des Enzyms
ist in der katalytischen Doméne lokalisiert,
welches im nichiktivierten Zustand durch die
autoinhibitorische Doméane abgeschirmt und
somit fur hdhermolekulare ospheSubstrate
unzuganglich istDas dort gebundene Béist als
und das Zf als dargestellt Die Lage der 8
cg’ ist mit  markiert. Der N-Terminus des
Enzyms ist am linken Rand der Abbildun
dargestellt. Die CaMindende Doméane der
Untereinheit A wurde separat mit CaM
kokristallisiert und analysiefPDB 4Q5U) inien
( )deuten fehlende Aminoséauren und damit
nicht vorhandene Strukturinformationen aiB)
Aminosauresequenz und Domanenstruktur der
r-Isoform des humanen Calcineurin A.
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In ruhenden Zellen betragt die intrazelluldre *Gdonzentrationcirca 100 nM. Wenn
diese Zellen durch physiologische Ereignisse oder Inkubation mit ein€htoS@phor
(z.B. lonomycin oder28187) aktiviert werden, stromt desecond messeng€ralcium aus
den zellularen Speichern des ER/SRs und erhdht die Konzentration auf unteqilhr
[51]. Dadurch wird neben anderen Téindenden Proteinen auch Calmodulin aktiviert,
welches an Qaineurin bindet und vermutlich durch Wechselwirkung mit der
A-Untereinheit das Enzym akieren kann [52]. Im aktiven Zentrum dBhosphatasest

ein Fé"¥/zn*-Cluster als Bestandteil eines ,Phosphoestedsisgivs® anzutreffen[53,

54]. Wenn das zweiwertige Eisen durch oxidative Prozesse zum dreiwertigen Eisen
verandertwird, sinkt die enzymatische Aktivitat allerdings sehr schrielAnwesenheit
einer anti-oxidativ wirkenden Superoxiddismutase kadiese Inaktivierungindessen
wirkungsvoll verhinddrwerden [55, 56]. VonHasHIMOTCet al. wurde berichtet, dss
Cdcineurinin vivoein Substrat fur die Casr+Kinase 2 (CK3zw. die Proteinkinase C
(PKC)darstellt und phosphoryliert wird. Uber die funktionellen Konsequenzen ist nur
wenig bekannt. Diese Phosphorylierung hat eine Verdopplung des®Wertes fur das
Phospho-Roteinsubstrat zur Folge, wobei die CalmodulBindung nachweislich
unbeeinflussbleibt [57].

1.3.2 Funktion von Calcineurin iphysiologischen Prozessen

Anfanglich vermuteteman noch dass dieses Protein vielleichein physiologischer
Inhibitor der Calmodulirabhéangigen cNMHPhosphodiesteaseist [58]. Durch die in den
letzten 35 Jahren durchgefihrten experimentellen Studiemurde jedoch immer
deutlicher, da&s Cdcineurin eire Schlusseblle in vielen Calciumvermittelten
Signalwege Ubernimmt und viele zellulare Vorgange regulieren kaba Cdcineurinin
der Lage ist, PhospheSubstrate in Abhangigkeit von der intrazellularen
Cd&*-Konzentration zu dephosphorylierefungiert es als SignalModulator. Dieser kann
ein CalciunSignal zu einer Anderung des Phosphorylierungsstatus von Proteinen oder
Peptiden konvertieren [59, 60Viele physiologischeEffekte werden dabeiiber den
Calcineurinhudear factor of activated T cells (NFAT-Signalweg vermittelt. Es gibt funf
humane NFATsoformen, die jedoch durchdifferentielles Splicing oder alternative

Initiation zahlreichesublsoformen hervorbringen.
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Die NFAZProteine sind eukaryotische Transkriptionsfaktoren, die mittels DNA-
Affinitatschromatographierstmals aus den Zellkernen aktivierteLyfmphozyten isolig,
mittlerweile aberauch in anderen Zellen nachgewieseurden [61-63]. Sie spielen nicht
nur eine zentrale Rolle bei der Transkription hiiger Gene im Rahmerder
Immunantwort[64, 65], sondern auch fur Wachsturmsd Differenzierungsrgangeu.a.

der Skelettnuskulatur und des Herzeri66, 67] Erstmals beschriebethiN et al., dass
phosphoryliertesNFATc2von Calcineurindephosphoryliert werden kan68]. In den
darauf folgenden Jahren wurdeallerdingsnochweitere Mitglieder der NFATFFamilie als

CalcineurirSubstrate identifizierf69-71].

Darlber hinausexistierenauch Hinweisedarauf, dass liber ein oxidationsempfindliche
Fe* im aktiven Zentrum des @aneurirs eine Verbindung zwischen zellularer Redox

Homdostase und der Auslosung von Apoptose bestehen kofate72, 73].

Transgene Musmodeleé, bei denen die Calcineurkodierenden Gene ausgeschaltet
wurden, sind nutzliche Tools zur Untersuchuleg physiologischie Funktionen. So sind in
der Literatur bereitsdie MausLinien:ppp3ca’/’, ppp3cb’/’, ppp3cc’/ , ppp3l / und
ppp3r2°/° undihre entsprechenda Phanotypen beschriebelm4-79]. Die Veranderungen
in den knockoutTieren sind zum Teil recht komplexnd mannigfaltig So ist die
Inaktivierung des Gengpp3caz.B.mit einem Defekt in der antigenspezifischerZdlt
Antwort und strukturellen Verdnderungen im limbischen System, speziell in der Formatio
hippocampiverbunden. Inppp3cb/ -defizienten Mausen wurden unter anderesine
Fehlfunktionin der Entwicklung einer kardialen Hypertrophie und Stérungerder
Differenzierungvon T-Lymphozytenbzw. der Immunantwort beobachtet.Méannliche
Mause, die entweder ppp3c¢E oder ppp3r2°/” waren, zeigten eine l@rtilitat, die auf
eine reduzierte Spermienotilitat zurickzufihren warlm TierModell, in dan das Gen
ppp3rl Prosencephalospezifischstillgelegt wurde, konnten iverhaltensexperimenten
Verédnderungen in der bidirélbnalen synaptschen Rastiatat und im Arbeitsgedéachtnis
bzw. episodischem Gedachtnis nachgewiesenden[80]. Nachfolgend soll exemplarisch

aufdrei Schwerpunktenaher eingegangen werden.
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1.3.2.1 Immunsystem

Zur Funktion von Calcineurin in den Zellen des Immunsystems, insbesondere wahrend der
Immunantwort, wurden bislang die meisten Erkenntnisse zusammengetragm liegt

NFAT im Zytoplasma nicht stimuliertelTLymphozyten in einer mehrfach
phosphorylierten Form vorApb. 4). Nach Aktivierung des Calcineuritisrch C&" und
Calmodulin bindet das Enzyan den Transkriptionsfaktprum dessen anschlieRende
Dephosphorylierung zu katalysierf8i]. Die Entfernung der Phosphatreste hat zur Folge,
dass sich die Konformation dedNFAT &ndett, wodurch eine bis dahin maskierte

Kernlokalisationssequenz zuganglich W8d).

Abb. 4: Der Calcineurin/NFASBignalweg.

Der NFATSignalweg wird in-Lymphozyten ibeden TCR aktiviertNachfolgendwird aus Membratipiden durch die
membranstandige PhospholipasevPLG) neben DiacylglycerolDAG)auch Inositoi3-phosphat (IP3) gebildet. IP3
offnet den ligand-gesteuertenCalciumKanal wodurch C& aus demER in das Zytosol diffundieramd dort an
Cdcineurin und Calmodulinbinden kann. NFAT erfahrt durch die Dephosphorylierung eine konformationelle
Veranderung und kann nun in den Nukleus transl@zieiDort bindet es amspezifische DN&equenzerund initiiert
dadurchdie Transkription von Genen (z.B-2)L Kinasen rephosphorylieren NFAT, wodurch seine Bindardje DNA
aufgehoben wirdund er durch das Expo#Protein Crm1 wieder in das Zytosol zuritreisportiert wird [83].

NFAT transloziert danim Komplex mit Calcineurim den Zellkernund bindet dort an
spezifische DN&equenzen[40, 84]. Solche zum Teil palindromis@ngeordnete

Basenfolgenwurden bereits in zahlreichen regulativen Bereichen, wie z.B. denen der
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Gene fur die Zytokine 4, I3, 14, I-AiU dE&rU&D /&EVV & B,u}l]v
MIP-irV E dE& velE]%S]}ve( IS}E v PEU K ST p¥amiieP & s
selbst gefunden [85-89]. Simultan wird die KerrExportsequenz des NFAT durdke
Proteinphosphatase maskiert, weshalb das nukledre Expofrotein Crml den
Transkriptionsfaktomicht wieder zurlickin das Zytosol transportieren kann [90ach

dem Absinken der intradelaren C&"-Konzentration wird das nufernstandigeNFAT
durch KinasennfdglicherweiseGSK3, INKg 16 pv ) wigder phosphoryliert, wodurch

es erneut eine Konformationsanderung erfahstpn der DNA abdissoziieund in das
Zytoplasma ausgeschleustird/ [91-93]. Die Kinasen werden jedoahicht durch den
sinkenden C4-Spiegel aktiviert,sondern esbesteht ein dynamischesGleichgewicht
zwischen Phosphorylierung und Dephosphoryliecumgelches durch Erhéhungder
CdcineurinAktivitat in RichtungDephosphorylierung verschoben wird [94}alcineurin
besitzt bei der Aktivierung vonZellen vermutlich eine Schliisselfunktion, obwohl dsese
Enzymnur eiren Bestandteil eines komplizierten Sigidgtzwerkesaus sich wechselseitig
beeinflussenden ProteinkinasgrProteinphosphatasemund anderen Faktoren darstellt

[95]. Wie Inhibitionsversuche mit einer JurkZlllinie bestatigen, ist die intrazellulare
Phosphatasé\ktivitat des Cdcineurins als limitierender Faktor derfTLymphozyten

Aktivierungnach AntigerKontaktanzuseherj96].

1.3.2.2 Nervensystem

Die Vermutung einer grol3en physiologischen Bedeutung in neuronalen Strukturen, wie
z.B. Striatum oder Formatio hippocampi liegt naha,ddrt «}A}Z o -alsrauch die
t-Isoform in Konzentrationehis zu 6 pg/mg, und damit fast f8ch hoher als in andene
Geweben, anzutreffen sind[97]. Zahlreiche neuronale Prozesse, wie z.B. Exzitation,
Freisetzung von Neurotransmittern, synaptische Plastizitdt und Gedachtnisbildung
werden nachweislich durch Verandergy des Cd-Spiegels und reversible Protein
Phosphorylierungen moduliert [9801]. Schon im Jahr 1984 wurden die phosphorylierten
Reaktionsprodukte der rBteinkinase A (PKA), Proteinkinase G (PKG), zyklischen
Nukleotidund-C&*-unabhangigen  Proteinkinase und “@&almodulinabhangigen
Proteinkinase (CaMK)in vitro als CalcineuriSubstrate mit l-Werten im einstelligen

mikromolaren Bereich identifiziert [102Mittlerweile existieren allerdingsStudien, die
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Calcineurin mit mehreren dieser oben genannten Ereignissegar funktionell in
Verbindung bingen[103-106]. Weitere gut untersuchte Beispiele sind die Regulation der
Adenylatzyklase (AC) [10DEw. neuronalen NO-Synthase NOS)[108, 109]. Dabei
korreliert die enzymatische Aktivitat der AC in Priméarzellen, wie auch immortalisierten
Zellendirekt mit der Proteinphosphatasaktivitat [110]. Zudem werden gleichzeitig die
Phosphodiesterasen, afsinktionelle Gegenspieler zur A@Qurch Calcineurin gehemmt,
was auf eine stringente Kontrolle des intrazellularen cABpiegel hindeutet [58]
DarUber hinauscheintdie Proteinphosphataséei der Entwicklung des Cerebellums, der
Reorganisation des Zytoskelettsd dem Untergang von Nervenzellen eine wichtige Rolle
zu spielen[111-113]. In epigenetischen Untersuchungen konntelaNNONet al. 2015
beweisen dass depolarisationsinduzierte Anderungen im Bihylierungsmusteron
Neuronen durch den G&Einstromiiber LTypCaV1Kanale und/odecCalcineurin bewirkt
werden[114].

1.3.2.3 Fortpflanzung

Das testikulare Calcineurin AJE A}Ev Zuo] Z uE Z -Isefoprh] def}v E
katalytischen Untereinheit mit der Isoform 2 der regulatorischen Untereinheit gebildet
(AnhangAbb. 15 und Abb. 17). MivaTaet al. konnten in einenvon ihnen etablierten
Mausmodell zeigen, dass sowohl beim pppBccals auch beim ppp3r2’-Genotypbei
mannlichen Tierenm Phanotyp ae Infertilitat beobachtet werden konnte. Dies ist auf
eine verminderte Flexibilitat des Mittelstiicks des Spermiums zurtickzufihren. Durch diese
Beeintrachtigung wirddie SpermierMotilitdt eingeschrankt undes gelingt dem
Spermatozoichicht, in die Epididymis zu wandern. im vitro-Fertilisationsexperimenten
konnte aul3erdem eine reduzierte Penetration der Zona pellucida festgestellt werden. Der
oben beschrieben@hénotyp liel3 siclkebensoin WildtypMausen durch die Applikation

von Calcineuriinhibierenden Substanzen nachahméieser Effekt war nach-8 Tagen

voll ausgepragt und 1 Woche nach dem Absetzen dealikééion vollstandig reversibel,

so dass der AutoCalcineuriAinhibitoren als viel versprechendefusgangspunkt fir die
Entwicklung kontrazeptiver Medikamentefir Manner erachtet [74] Die klinische

Relevanzdieser Beobachtung wurde 2016 in einer Metaanalyse Uberpr[ifi5].
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Calcineuridnhibitoren senken in der Tat die Fertilitit mannlicher Nierentransplantat-
Patienten, obwohl chronische Nierenerkrankungen ohnehiron einer verminderten
Fertiltat begleitet werden. Allerdings kehrt die Zeugungsfahigkeit meist nacB415
Monaten zuriick, wenn nur die niedrigste nochmunsuppressiveDosis gegeben wird.
Nichtsdestotrotz besteht noch ein massiveKlarungsbedarf durch prospektive
randomisierte doppekverblindete klinische Studien, da die momentane Studienanzahl

bzw-qualitat nicht ausreichend istim diesbeztigliclzuverlassige Aussagen zu treffen.

1.3.3 Bedeutung von Calcineurin im pathologischen Geschehen

Auf Grund der vorstehend erlauterten Schlisselstelludgr PP2B in vielen
physiologischen Prozessen, ergibt sich die Maoglichkeit, Uber die Beeinflussung der
intrazellularen CalcineuriAktivitat prophylaktisch oder therapeutisch ins pathologische

Geschehen einzugreifen.

1.3.3.1 Immunsuppression

Das Immunsystem eines nicht immunsupprimierten Organempfangers wird durch ein
Allo- oder Xenotransplantat (z.B. Nietderz Pancreasder Lungég aktiviert und reagiert

auf das korperfremde Gewebe mit einer starken und oft lebensbedrohlichen
AbstoRungsreaktionf116]. Durch kontinuierliche Gabe von Calcinetmimbierenden
Medikamenten kann die -Zellvermittelte Immunantwort so weit unterdrickt werden,
dass keine Abstol3ung stattfindet, der Organismus abwch in der Lage ist, viele
Krankheitserreger abzuwehren [117, 118\uch die gefurchtete GraftersusHost
Reaktion, die nach der Ubertragurgn allogenen Knochenmark auftritt, lasst sich mit
diesen Arzneistoffen ebensmsirksam verhinderri119]. Eine weitere Indikation fldiese
Substanzen sind sclane Autoimmunerkrankungen, bei denen Antigene auf Korperzellen
von selbstreaktiven Immunzellen erkannt und attackiert werden. Beispiele dafur sind
systemischer Lupus erythematosusheumatoide Arthritis, Psoriasis, Autoimnun
Hepatitis oder Myasthenia gras [120-124]. AuRerdem kdnnen igle Patienten mit
hyperreaktiven Immureaktionen wie z.B.atopischer Dermatitis oder Keratokonjunktivitis

von einer Calcineurd#nhibition ebensoprofitieren [125-127].
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1.3.3.2 Kardiale Hypertrophie

Es ist schorseit geraume Zeit bekannt, dass Calcineurin eine wichtige Rolle bei der
Entwicklungvon skelettalen Muskelfasern spielt [128]. Allerdings ist dd@deutung der
PP2B bei der Entstehung einer myokardialen Hypertrophie als Reaktion auf pathologische
Stimuli weitaus héher einzustufdti29]. DEWINDTet al. konnten im Mausmodell zeigen,
dass die Herspezifische Expression endogener Inhibitoren, wie z.Bnidie-kompetitiv
CalcineuriAnhibierende Domane desAkinase anchoring protein 79AKAP79)
Cain/Cabinl oder Regulator of calcineurin 1(R@&N1) zu eine Verminderung der
kardialen Hypertrophie nach Isoprenalrauerinfusion oder essure overloaddurch
abdominale AortenKonstriktion fihrt [130]. Die Anwendung von Calcineurin
inhibierenden Medikamenten fir diese Indikation ist unzweckmdaRig, da die
NutzenRisikeBewertung wegen dem  Auftreten zahlreicher unerwiinschter
Arzneimittelwirkungen (UAW) bei demotwendig hoh& Dosierungn negativ ausfallt
[131]. Durch Expression einer konstiitw aktiven Calcineurivariante im Mausderz liel3
sich eine massive kardiale Hypertrophie mit negativem ventrikularem oRelmg
nachweisen132]. Auf der anderen Seite waren dMyokardZellen dieser Tiere jedoch
vor Reperfusionsschaden nach Ischdmie gesch[it38]. Das Enzymscheint auch
adaptive und protektive Signalfunktionen zu besitzen, da MAuUus denen ein
Aktivitatsverlust aller kardialen Calcineutsoformen induziert wd, einen letalen
Phanotypentwickeln[134]. Der Calcineurin/NFASignalweg wird vermutlich auch nach
einem Myokardinfarkt aktiviert, wie eine tierexperimentelle Studie naheleg
Physiologgche Wachstumsstimuli (z.B. Ausdauertraining) scheinen den Signalweg
allerdingseher zu hemmen und die Expression fetaler ®eogramme, welche fir ein

pathologischefRemodelingessentiell istzusupprimieren135].

1.3.3.3 Neuronale Erkrankungen

Nach einem pathologischeRreignis wie z.B. nach einem Apoplefiihrt die massive
Ausschittung desexzitatorischen Neurotransmitters Gluta@t zu einem starken
Cd&™Influx durch den MMethyl-D-Aspartat NMDA-Rezeptor [136]. Dadurch wird

Calmodulin aktiviert und kann nwseinerseitgdie INOSstimulieren[137]. Darliber hinaus



Einleitung 14

wird das Enzym durch €aeurin dephosphoryliert, wodurch desselNO-generierende
Aktivitat weiter arsteigt[138, 139].Neben der verstarkten Neurotransmittdfreisetzung
fuhrt vor allem dese exzessive N®roduktion zueiner gesteigerten Apoptoserate von
neuronalen Zedéin [140]. Die Verminderung der Calcineuriktivitdt kannden Anteil an
phosphorylierter nNO®rhohen was ebenso wie der Einsatz von nN@t8bitoren zu
neuroprotektiven Effeken fuhrt [141]. So wird im Ischami®&odell das Infarktareal nicht
nur verkleinert ondern die Remission im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren
auch signifikant beschleunigt [142, 143Dartber hinaus ist bekannt, dass Calcineurin
sowohl mit preapoptotischen als auch mit ardpoptotischen Mitgliedern der bd-
Familie interagieren und damit direkt neuronale Apoptd&argangebeeinflussenkann.
So ist z.B. @& preapoptotischebcl2 in seiner phosphorylierten Form ein Substrat fur
Calcineurin [144]. Im RattenModell fur traumatische Hirnschadigung fihrte die
Applikation von Calcineurdmhibitoren im Hippocampus zu einer Normalisierung der
synaptischen Funktion und Wiedererlangung der neuronalen Plas{iz#&t Wie bereits
in Abschnitt 1.3.2.2ngedeutet, spielt neben der PP1 und PP2A vor allem R&B&ine
grof3e Rolle bei der neuronalen EntwicklUad?]. Die Ausbildung der Zellpolaritat bzw.
die axonale Elongation sind Prozesse, welahér anderemvon der korrekten Funktion
des Zytoskelets und damt des Mikrotubuli-assoziierten Protem Tau abhangn [146,
147]. Eine Hemmung der Calcineudktivitat kann die wahrend der normalen
neuronalen Entwicklung stattfindendél auDephosphorylierung partiell blockier¢h48].
Bei ultrastrukturellen Untersuchueg solcher Neuronenvurde festgestellt, das diese
nur kleine axonale Elongationen ausbilden konn{dd]. Neuere Studien schreiben
Calcineurin eine Schlusselrolle bei der Entstehung neurodegener&ikesinkingen zu
[149]. So ist bereits in frihen Stadien der mdaeit eine synaptische Dysfunktion und
neuronaler Zelltod nachweisbaim Gehirn vonMorbus Alzheimererkrankten Patienten
wurde postmortem ein abnormal hyperphosphoryliertes Tau nachgewiesesis neben

E llpupo 3]}v Alv  (JAdladPeiden (Plaques) nach heutigem
Wissensstandls unabdingbar fur die Entwicklung und das Fortschreiten der Erkrankung
anzusehen ist [150Lange Zeit lag der Taermittelte Pathomechanismusn Dunkeln.
Mittlerweile gibt es jedoch Hinweise, daske ohnehin schon erh6hteCalcineurin

Aktivitat die CaMKIXAMP response lementbinding protein (CREBYermittelte
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Signaltransduktion abschwacht und damit zu Fehlfunktionen der Synapsen und
Gedachtnisdefiziten fuhrt [151Wie PLeisset al. na@hwesen konnten ist die erhdhte
CalcineuripAktivitdt nicht auf eine gesteigerte Expression des Enzyms oder die
Abwesenheit inhibierender Bindungspartner zuriickzuftihren, sondern auf eine
proteolytische Spaltung Dabei werden vermutlich die autoinhibitorische Domé&ne und
eventuell auch Teile der CaBindungsdomanedurch Calpain entfernt[152-154]
Hyperphosphoryliertes TaBrotein spielt aber nicht nur bei der Pathogeness torbus
Alzheimer eine Rolle, sondern mdglicherweise auch bei der Entstehung deeaCho
Huntington. Bei dieserTauropathie induziert dagathologisch verédnderte Protein
Huntingtin eine Bwn-Regulation der PP2B, wodurch im R2/6nd Ql175Mausmodell
vermehrt hyperphosphorylierte TaBpezies auftratefl55]. Eiren weiteren Beitrag zur
t-Amyloidinduzierten Neurotoxizitéat liefert die Interaktion zwischen Calcineurin und
dem Transkriptionsfaktoiorkhead box class O family memt&(FOXO3J, deren Blockade

in Adrozyten zu einer Neuroprotektion fuh[iL56].

1.3.4 Endogene Calcineurtinhibitoren

Obwohl die Phosphatas&ktivitdt des Calcineurins hauptsachlich Gber die intrazellulare
Cd*-Konzentration und Komplexbildung mit Calmodulin reguliert wird, haben
Interaktionen mit anderen Bindungspartnern gleichfaiisen modulierenden Einflussuf
dasEnzym Soverfligen einige dieser Proteineie z.B. Regulator @hlcineurin (RCAN)L
oder NFATc2mit der Sequenzfolge PxIXIT und/odexVPuber definierte Cdcineurin
Interaktionsmotive [157, 158]. Produkte der RCANGene wurden bereits vor der
Entdeckung ihrer Calcineurmegulierenden Eigeschaften unter anderen Namen in der
Literatur erwahnt und in anderen Zusammenhangen untersiisighe Tab. 2). Im Jahr
2007 erfolgteauf Grund derbestehendenHeterogenitat eine Vereinheitlichung und
damit auch Vereinfachung der Nomenklat{&59]. Basierend auf den RCABEnen
entstehen jedoch durch alternatives Splicing oder differentielle Initiation der
Transkriptionmehrere Isoformen. Die verstarkte oder vermirette Expression dieser
Gene kann entsprechende Krankheitsbilder hervorrufen. Zum Beispiel stefitexxé al.
einen Zusammemng zwischen der chronischen Uberexpression des RG&N4

(z.B.bei Trisomie 2] und dem Auftreten von Morbualzheimerher [160].
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Aber auch dasklinische Erscheinungsbild des Doe@®yndroms oder die kardiale
Hypertrophiewerden mit der unphysiologischen Expressitiases Gers in Verbindung

gebracht[161].

Genfamilie Synonym Referenz
DSCR1 [162]
Adapt78 [160]

RCAN1 MCIP1 [163]
Calcipressin, Cspl, CALP1 | [164],[165], [166]
RCAN1 [161]

RCAN2 ZAK#4 [167]

RCA DSCRI1L2 [168]
RCAN3 [169]

Tab.2: Nomenklatur der humanen RCABene bzw. Genprodukte (modifiziert nach [159]
Die Bedeutung der verwendeten Abkirzungen ist im Abklrzungsverzeichnis aufgefiihrt, soweit das Akicdriym
schon im Text erlautert wurde.

Unabhangig davon wurde mit Hil&ner katalytisch inaktiven un@terminal trunkierten
Calcineurinvariante alsbait im HefeDihybridSystem das Protein Cabin1lCain als
Bindungspartner identifiziert[170]. Mehrere Arbeiten belegen, dass CabiGdih
Calcineurinin zwei zellularen Prozessen inhibiert. Zuinel fiihrt die Uberexpression
dieses Proteins in-DIymphozyten zu einer verminderten transkriptionellen Aktig
des IE2Promoters nach Stimulation der -ZellRezeptorSignaltransduktion durch
Phorbotl12-myristat13-acetat (PMA)und lonomycin[170, 171]. Dabei sind fir die
Interaktion zwischen Cabin1/Cain und Calcineurin sowohl d&rAdestieg, als auch die
Aktivierung der Proteinkinas€ (PKC) essentielCabinl/Cain ist ein Phosphoprotein,
welches in nichaktivierten FLymphozyten in einer hypophosphorylierten Form vorliegt
und erst durch PkKatalysierte Phosphorylierung eine Konformationsédnderung erfahrt,
wodurch sich die Affinitat zu Calcineurin drastisch erhoht. Dies konnte eveeineh
Sicherheitsmechanismus darstelleam die Calcineurtktivitat im Laufe der -Eelt
Aktivierung zu begrenze@um Anderen ist die synaptische Vesikadozytose der zweite
wichtige Prozes§l72]. Cabinl/Cain ist ein Multidoméndprotein, in dem neben einer

kurzenGterminal lokalisierten CalcineurdBindungsdomane zahlreiche Prelusterzu
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finden sind, welche tber Shomology 3(SH3-Domanen putativer Interaktionspartner
gebunden werden kdnnen. Amphiphysemthalt eine SH®omane und ist Bestandteil
eines groBen Proteinkomplexes, der fir die?'@bhéangige synaptische Vesikel
Endozytose undolgendeFreisetzung von Neurotransmittern an den Nervenendigungen
verantwortlich ist. Durch Uberexpression von Cabinl/Cain wiil HEK29Zellen die
TransferrinEndozytoseunterbunden, wie auch alternativ durch Inkubation mit PP2B
Inhibitoren. Uber die Interaktion mit Dynamih ist Calcineurinin den Endozytose
Proteinkomplex eingebundemnd Cabinl/Cain fungiert als negativer Regulator von
Calcineurin und der Neurotransmitt&ndozytose[173]. Neben den poteinischen
Modulatoren wurden mittlerweile auch nictgroteinische Effektormolekile beschrieben.
Beispielhaft soll hier ein Gangliosid aus dem Gehirn von Rattus norvesieésnt
werden, welchesaus einer fraktionierten MembraRréaparation isoliert und als

CalcineurirAnhibierend beschrieben wurdd. 74].

1.3.5 Therapeutisch relevanteCalcineurinlnhibitoren

Obwohl es mehrere Substanzen gibt, die zielgerichtet als Calcidabibitoren
entwicket oder deren PP2Bemmende Eigenschafteeher zufallig entdeckt wurden
[175], sind aus dieser Arzneistoffgruppe der EU momentan nur 3 Substanzen
zugelassenCiclosporifSandimmun® und Generika), Tacrolirffiograf®Protopic&nd
Generika)Jund PimecrolimugElidel®)Diese werden je nach Indikatidapischund/oder

systemisch angewandt.

1.3.5.1 Cyclosporine

Die ersten beiden Vertreter der Cyclosporine (CyclospofidsAund C(CsQ)wurden im
Jahr 1976 von einer Arbeitsgruppe der damaligen Sanéd@éz in Basel aus
Kulturiberstéandereines Pilzes isoliert, deélchlicherweise als Trichoderma polysporum
bestimmt wurde. Der Mikroorganismus wurde aus Bodenproben vermehrt, die aus
Wisconsin (USA) und Hardanger Vidda (Norwegen) stammten. Erst im Jahkoh@®en
SrIMBERG et al. mittels elektrophoretischem  Karyotyping charakteristische
ChromosomenlangeRolymorphismen bestimmen undlen Feéiler bei der Stamm-

Bestimmung aufdecken. Bei dem Cyclospéhinduzenten handelt es sich eigentligin
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den SchlauchpilZlolypocladiumnflatum Gams der heute immer noch zur Gewinnung
dieser Sekundarmetabolite herangezogen witchd grof3technisch in bellfteter

Submerskultuwéchst

Abb.5: Struktur von Cyclosporin A
Dargestellt ist die zyklischer@ktur des Cyclosporin-Molekiils mit Nummerierung der 11 Aminosduren. Die Namen
der einzelnen Bausteine sifidb.3 zu entnehmen.

Die Cyclosporine sind cyclische Undekapeptide mit mehreren -protéinogenen
Aminosauren (BFAla, Sar oder MeBmt) und partiellen N-Methylierungen der
PeptidbindungenAbb.5). Obwohl CsA und CsC bei der Aufreinigung mengenmaig d
Hauptanteil darstellen, konnten in den darauf folgenden Jahren noch zahlreiche weitere
Cyclogporine isoliert und zum Teil auch chemisch und zellbiologisch analysiert werden
(Tab.3). Auf Grund der nichproteinogenen Aminosauren in den Molekulen ist davon
auszugehen, dass die Cyclosporine nicht durch ribosomale Proteinsynthese gebildet
werden. Im Jahr 1990 wurde voawENet al. aus dem Pilz eine CyclospeBynthease
(Uniprot: Q09164, Gen: simA) aufgereinigt und untersucht [1T8s hochmolekulare
MultidomanenEnzym (15281 aa, 1,69 MDa), welches mehrere Einzelaktivitaten (z.B.
PolyketidS/nthase AMPabhangige Ligase und SAMabhangige Methylase) in sich
vereint, biosynthetisiert alle natlrlich vorkommenden Cyclosporine und kann durch
gezielte Zufuhr ausgewahlter Precurddolekile die Bildung bestimmter Metabolite

fordern.
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So kann B. die Ausbeute an CsA durch Zufuhr von PAbu von 77 % auf 100 %
gesteigert oder die Synthese von CsG durch Anreichaieagkulturmediumsnit LNva

Uberhaupterst ermdglicht werden [177].

Cs

Tab.3: Auflistung der Aminosaureabfolgen in den Cyclosp@tmA bis Z(modifiziert nach178])
Die Aminosauresequenz des CsA bildet die Basis fiir den Vergleich der andargge2BinigtenPilzMetabolite. Vom
CsA abweichende Ringglieder sind blau dargesBatit= (4R)-4-(E)}2-Butenyl)-4-methytL-Threonin

Dreizehn derin Tab. 3 aufgeflhrten Substanzerzeigen eine starke bis schwache
immunsuppressive Aktivitat, dign vivo mit einer Calcineuriinhibition in Verbindung
steht [178]. Obwohl CsAoft als Calcineurhinhibitor bezeichnet wird, ist diese
Bezeichnung streng genommen nicht richtigdiversenPhosphatasé\ktivitatsassays mit
rekombinant hergestelltem oder aus Geweiseliertem Calcineurin ish Gegenwart von
CsAkein Hemmeffekt nachweisbalEine Hemmung kommt nur zustande, wenn ein

Lvermittler-Protein* zugegen ist.
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Solch ein Protein ist zumeBpiel Cyclophilin 18§Cyp18), welches als Mitglied der
CyclophilinFamilie zur Enzymklasse der Peptidgblylcis/transisomerasen(PPlasen)

(EC 5.2.1.8) gehdort und im Komplex mit CsA die katalytische Aktivitat des Calcineurins in
einer als ,gain-of-functiont’ bezeichneten Weise inhibieftL79]. Es ist demzufolge ein
bifunktionelles Molekll mit einer Bindungsdomane fir Calcineurin und einer fur Vertreter

der CyclophilineAbb.6).

Abb. 6: Cyclosporin A als bifunktionelles Molekiil.
Die Aminosauren bBis 8 (gelb) sind ader Interaktion mit Calcineurin beteiligt und die Aminosaurer2,110 und 11 an
dermit Cyp18 (grtin)

PPlasen kommen ubiquitar sowohl in prokaryotischen als aucleukaryotischen
Lebewesen vomund katalysieren dortdie cis/translisomerisierungder Peptidbindung
N-terminal von ProlifResten in Oligopeptiden und Proteingh80-182]. Die PPlasen
werden entsprechend ihrer AminosauszgienzHomologie und Inhibierbarkeitlurch
CsA oder Tacrolimus (FK506) in die Familie der Cyclophiline (Cyp), debifidé@fen
Proteine (FKBP) und die der Parvuline (Par) eingei# PeptidyProlylcis/trans
Isomerisierungsaktivitat des prototypischen Cypl18 wird duBihdung anCsA nt
K-Werten im einstelligen nanomolaren Bereich gehemfi8l]. Zur FKBFFamilie
gehorten urspringlich Proteine, wie z.B. FKBP12, welik806 mit vergleichbar hoher
Affinitat binden l6nnen, wodurch sich deren PPla&ktivitat ebenfalls verminderl83].
Mittlerweile existierenaber auch Mitgliederdie konstitutiv PRiseinaktiv sind (FKBP38
[184] oder FKBP3g185, 186]) Im Gegesatz dazu sind Vertreter der Parvulingeder
alleine, nochin Komplexen mit bislang identifizierten Inhibit@n in der Lage, Qaneurin

zu inhibieren(eigene unpublizierte Arbeiten)
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1.3.5.1.1Cyclosporin A

CsA(INN: Ciclosporin) ist aufgrund seiner grof3en medizinischen Bedeutung das am
besten charakterisierte Cyclosporifeine Einfihrungn die klinische Therapibat vor

allem dieErfolge und~ortschritte der Transplantationsmedizin in den letzten Jahrzehnten

befligelt, wenn nicht sogar erst erméglicht.
Ciclospain ist in Deutschland fur folgende Indikationemgelassefil87]:

x Prophylaxe der TransplantdtbstoRung nach allogenen Transplantationen von Niere,
Leber, Herz, Heszunge, Lunge und Pankreas sowie Behandlung der Transplantat

AbstoBung bei Patienten, die zuvor andere Immunsuppressiva erhalten haben

x Prophylaxe der TransplantdtbstoRung nach Knochenmarfkansplantationen;

Prophylaxe und Therapie der GratrsusHostKrankheit

X schwere endogene Uveitis
- manifeste, nicht infektiése Uveitis intermedia oder posterior mit Erblindungsgefahr,
(soweit die Ubliche Therapie nicht anspricht oder unvertretbare UAW auftjeten

- Behgt-Uveitis mit rezidivierengkntziindlicher Mitbeteiligungler Retina

X schwerste therapieresistente Formen der Psoriasis, insbesondere vom Plggudie mit

einer konventionellen systemischen Therapie nicht ausreichend behandelbar sind

x steroidabhangiges und steroidresistentes nephrotisches Syndrom infolge igilGmes
Krankheiten wie glomerularer Minimalver&dnderungen, fokaler segmentaler
Glomerulosklerose oder membrandser Glomerulonephritis bei Erwachsenen und Kindern,
bei denen Gloowrticoide oder Alkylanzien entweder nicht ausreichend wirksam oder

aufgrund ilver Risiken nicht vertretbar sind

X schwere aktive rheumatoide Arthritis bei Patienten, bei denen sich eine konventionelle
Therapie einschliel3lich mindestens eines stark wirksaBesistherapeutikums &.
Sulfasalazin, parenterale Goldverbindungen, niedogjertes Methotrexat) als

ungeeignet erwiesen hat

X schwere therapieresistente Formen einer langer bestehenden atopischen Dermatitis, die

mit einer konventionellen Therapie nicht ausreichend behandelbar sind
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Dabei kommt de Arzneistoff in unterschiglichen Darreichungsformen zum Einsatz:
Weichkapsel,Losung zur Einnahme, Augentropfeorzentrat zur Zubereitung einer
Infusionslésung und eispeziell formuliertesPrakonzentrat(Sandimmun Neoral@ur
oralen Einnahmebzw. in einer Weichkapsel,aus d&en in vivo eine Nanoemulsion
entsteht. Die im Gastrimtestinatrakt gebildete Emulsion hat gegenibeden
konventionellen Oralia mehrere Vorteilebeziglich der Pharmakokinetik Die
Verabreichung von Sandimmun Neora&Bultiert in einer 59 % hodheren,g und einer
ca. 29 % hoheren Bioverfugbarkails Sandimmu®. Dabei wird gax Schon nach 2 h
erreicht Die Beziehung zwischen Dosis und area under the ¢AV€) von Ciclosporin ist
im therapeutischen Dosisbereich linear, obwdld interindividuelle und intraindividuelle
Variabilitat fur AUC undnaxetwa 1020 %betragt[187].

CsAstellt nicht nur galeniscleine Herausforderungdar (BCXKlassell), sondern bsitzt

auch eine relativ geringe therapeutische Breite. Deshalb mussen die Wirgglefjel
engmaschig kontrolliert werdenum das Auftreten und die Starke von UAW zu
minimieren und gleichzeitig eine ausreichende Immunsuppression zu gewahrleisten. In
der Transplantationsmedizin wird CsA bei nierentransplantierten Patienten manchmal als
Monotherapeutikum, oft aber auch in Kombination mit Glucocorticoiden oder
Azathioprin/Mycophenolat bzw. in der Tripeltherapie mit Glucocorticoiden und
Azathioprin  eingesetzt Ein Absetzen des Ciclosporins fuhrt gehauft zu
AbstoRungsreaktionen und damit zu einem geringerem Transplantatiiberleben. Fir die
meisten Indikationen werdeWollbut-Spiegel voril50-300 ng/mlangestrebt wobei die
TalSpiegel im Regelfall nicht unter 5050 ng/ml sinken durfen [187]. Die
Metabolisierung erfolgt zu einem grof3en Teil tUber CYPRBAZYP2C8 und CYP268

dass zahlreiche Pharmaka oder Nahrungsbestandteile die Pharmakokinetik verandern
kénnen. Dartber hinauwird der Arzneistoff sehr effizient durch den AB@nsporter
P-Glycoprotein P-gp) beférdert. Experimentell hat man versucht,diesen Umstand
auszunutzen, um di®-gp-vermittelte multidrug resistenc MDR) von Tumorzellen zu
unterlaufen und @ren Sensitivitat gegeniber Zytostatika zu erhéhen [188, 189]
Mittlerweile wurden auf Grund detiberzeugenderErgebnisseauch mehrere klinische

Studien initiiert, derervorlaufige Auswertungen positiv ausen [190-193].
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Allerdings birgt das immunsuppressive Csfuch selbst ein Tumorpromovierendes
Potential in sich, da entartete Zellen vom Immunsystem night mehr so effizient
bekampft werden konnerund die Inzidenz fur bestimmte Tumorerkrankungen steigt
[194, 195].AuBerdem aktiviert die $istanz dertransforming growth factor betal(GR
Signalweg, der mit der Prferation und der Differenzierung voiiTumor)Zellen in
Verbindung steht. ] IS]A] EpvP W& adchdls eine wiekulare Ursache fiir
das Auftreten einer Reihe von UAWNskutiert, wie z.B. @r renalen Fibrosierung oder
gingivalen Hyperplasie[196]. ]v d 'fdutralisierender Antikorper war hingegen im

Tiermodellin der Lage, die Entwicklung degschiebenen UAWs aufzuhalten197].

Bislang wurden erst zwei Kristallstrukturen dehumanen Calcineurin/CsA/Cyp18
Komplexs veroffentlichnt (PDB 1M8& und IM63), welche im Jahr 2002 von zwei
Arbeitsgrupp@ unabhangig von einandeaufgeklart werden konnten [198, 199]. In
beiden Modellen bindet der CsA/Cypk®mplex nicht im aktiven Zentrum des Enzyms,
sondern nur in dessen Néhe, so dassmutlich auch sterische Effekte zur Inhibition
beitragen.Die Bindung findet dabei in der so genannten laRdgion de Phosphatase
statt, die durch Interaktion der regulatorischedntereinheit mit der katalytischen
Untereinheit geformt wird Abb. 7). So ist es gut vorstellbar, dass die gezielte
Modifikation des CsMolekils, speziell in den Kontaktregionen zum Cyclophilin bzw.
Calcineurin Derivate mit neuen pharmakodynamischétigenschften hervorbringen
sollte. Von Seiten der biochemischen bzw. pharmakologischen Grundlagenforschung,
aber auch klinischnteressant waren z.B. monofunktionelle Inhibitoren, die entweder
Cyclophiline oder Calcineurin inhibieren kdnnen oder deren Aktibitét. Lokalisation
modulierbar ist. Die Entwicklung Cyclophgiezifischer CsBerivate war bereits
mehrfach erfolgreicj200-202], die Veranderung zu anderen Wirkqualitatan ist nach
eigenen Erfahrungen weitaus schwierigem realisieren, aber méglichkAuch in den
nachsten Jahren und Jahrzehnten werden sieheitere neue Derivate synthetisiert und
charakterisiert, die entweder nebenwirkungsarmer sindein verbesserts
pharmakokinetische Profil besitzen oder ganzlich neue Eigenschafariweisenund

damit neue Indikationeteanspruchen.
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Abb. 7: Ausschnitt aus der Rontgelristallstruktur des CaN/CsA/Cypi8omplexes (PDB: M63)

Das Bild zeigt CsA (grau) im Komplex minanem o ]Jv p @& ]wveyanfBl-(griin) und humanem Cypl8 (gelb)
basierend auf den Daten vorul et al. [198]. In der VergréRerung sind die PositiofgiMeBmt; violett) 3 (L-Sar; rot)
und 8 (DAla; blau) des CsA farblich hervorgehohén, die Orientierung des Molekiils im Komplex zu verdeutlichen.

En weiterer spannende pharmakodynamischeAspekt des Csist dessen Wirkung auf
das Human immunodeficency virugHI\). Schon 1992 entdecktenakPaset al., dass
sowohl CsA, als auch FK506 das Wachstum von Hi1HIV2infizierten CD4Zellen
inhibieren koénnen [203]Die Idee der Entwktung neuer Hantiviraler Medikamente
wurde von Forschern der damalig&andoz AG aufgegriffen, die daraufhin SDZ NIM811
(Melle4CsA siehe Abb.12) als nicht immunsuppressives Derivat entwickelten und
ausgiebig testeten [204]Es stellte sich heraus, dass dumbrartige Cyplnhibitoren
vermutlich die Cyplgaginteraktion beeinflusst wird und deshalb die Vermehrung des
Virus zum Erliegen kommt [205]Der genaue molekulare Mechanismus der
Wechselwirkung war lange Zeit unbekannt. Erst neuere Arbeiten belegen, dass Cypl8
vermutlich das Viru€apsid stabilisiert, den nuklearen Import férdert und damit die

Replikationseffizienz erhdht [206, 207].
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1.3.5.2 Tacrolimus

FK506 (INN: Tacrolimus) wurde im Jahr 1987 von Wissenschaftlern der Fujisawa
Pharmaceutical QGopany in Osaka ausKulturiiberstdnden des gramegativen
BakteriumsStreptomyces tsukubaenssoliert und detailliert untersuchtEs zeigte sich
schnell, dass die immunsuppressive Wirkung der nederbindung dem CsA in nichts
nachstand, wie in mehreren in vitrand in vivoTestnodellen beobachtetwurde [208
213].Im Gegenteil, FK506 erwies sich sagfaials diepotentere Substanj214, 215].

A B

(0]
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Abb. 8: Struktur von Ascomycin und Tacrolimus.
Darstellung der chemischen Struktur voA) (Ascomycin(FK520; FR00520) und @) Tacrolimus FK506) Der
strukturelle Unterschiedum AscomyciAlly- statt EthylGruppe)in Position 21 ismarkiert.

o

Strukturell leitet sich FK506 vom Naturstoff Ascomycir{Adib. 8), wobei letzterer schon

in den frihen 1960er Jahren als vermeintliches Antibiotikum aus Streptomyces
hygroscopicussoliert wurde[216]. Im Jahr 1988 reinigtenAfANAK et al. eine Substanz
(FR900520) ausFermentationsiberstdanden auf, die immunsuppressive Eigenschaften
hatte [217]. Durch NMRUntersuchungen konnte deren chemische Struktur aufgeklart
und die Ubereinstimmung mit Ascomycin festgestellt werd@n8]. Daraufhin wurdemi

den folgenden Jahren zahlreiche Derivateneist durch Substitution in Position 32
synthetisiert und in Hinblick auf ihr therapeutisches Potential geteg$gito-222].
Ascomycin wurde bislang nicht als immunsuppressives Medikament zugelakserdie

mdoglichen Grinde kann nur spekuliert werden. So konnte fir Ascong@n im
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Tiermodell eine nichlineare Pharmakokinetikc€ilingEffekt) vermutlich durch limitierte
Resorption nach oraler Applikatiofestgestellt werden[223]. Dariiber hinaus ist das
Immunsuppressive Potential imurinenGraft-versusHost- bzw. Herztransplantaodell
im Veagleichmit FK506 geringd@24].

Abb.9: Tacrolimus als bifunktionelles Molekul.
Gezeigt ist die MablactamStruktur des Tacrolimus mit seiner Calcineurin-Bindregien (orange) und dem FKBP
Interaktionsmotiv (blau).

Im Mikroorganismus wird FK506 mit Hilfe einer multifunktionellen Polykeywthase aus
entsprechenden Vorstufen gebildet [225Pas finale Molekil hat ebenso wie CsA
bifunktionelle Eigenschaftenneben einem Bindemotiv fir Calcineurin sime&hrere zim
Teil heterozyklische 6-Ringstrukturen als Interaktionsmotiv fir FKBP in einem
Makrolactam vereint(Abb. 9). In den letzten Jahren wurdeibereits mehrere 3D
Strukturen furdiverse FK506/FKBfomplexe(nicht gezeigtlund eine fir den bovinen
Calcineurin/FK506/FKBRK2mplex (Abb. 10) aufgeklart Auch bei FK506haben
Medizinalchemiker versucht, die FKkBRibition strukturell von der Calcineurimhibition
abzutrennen. Dabei wurde vor allem auf die spezifische Hemmung der FKBP fokussiert.
Die in Analogie zu den @gphilinen ebenfalls ubiquitar vorkommenden FKBP, sind im
physiologischen und pathologischeesghehenvon Bedeutung. Neben Hsp70 und 90 ist
FKBP52 Bestandteil des nigMtivierten MineralocorticoieRezeptorKomplexes[226].
Aber auchdie HormonBindungund die nukleare Translokation des Gluadicoid-

RezeptorKomplexes wird durch FKBP52 gefordert, wahreridBP51darauf eher
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hemmend wirki[227]. FKBP51 scheint vorzugsweisenaaronalen Prozessen beteiligt zu
sein Dieses Protein wirdnter anderem mitder Regulation des SchigfachRhythmus

und der Entwicklung psychischer Erkrankungen, wie z.B. Depressionen in Verbindung
gebracht[228].

Abb. 10: Ausschnitt aus der Rontgeiiristallstruktur des CaN/FK506/FKBPK&mplexes (PDB: TCQ
Abgebildet ist FK50@rau) im Komplex mit bovinem o Jv p&E]v r ~ C vel boviRe@EPKBPidporange),
basierend auf den Daten vo@riFriTHet al. [229]. Die Bindungsstelle fir den FK506/FKBRatplex liegt am
CalcineurirMolekiletwas oberhalb der des CsA/Cyp8mplexes und lUberlapphit dieser nur partiell (vglbb.7).

Zusatzlich zeigen niedermolekulateKBHnhibitoren in verschiedenen Tiermodellen
neuroprotektive und regeneative Eigenschaften[230]. GPI1046 ist eine solche
experimentelle Substanz, die z.Bn vitro primédre dopaminerge Neurone vor einer
Schadigung durch die neurotoxischen SubstanzenMethyl-4-Phenyil,2,3,6
tetrahydropyridin  (MPTP) und -Bydroxydopamin (6HODA) schitzn kann [231].
Mittlerweile konnten diese Wirkungen bereits in vivo in mehreren Rattenmodellen
bestatigt werderf232, 233].Die Nachfolgersubstanz GR85zeige in praklinischen Tests
ahnliche Effekte fur die Behandlung des Morbus Parkinson [28%].der Firma Vertex
Pharmaceuticalvurde mit V10367eine Verbindungentwickelt, welche in Rattenmodellen
fur Ruckenmarksund periphere Nervenverletzungen die Wiedererlangung der Funktion

und eine Nervenregeneration beschleunigt [2237].
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Zugelassen ist Tacrolimus in Deutschland fur folgende Indikationen:

Oralia bzw. Parenterali238]:

x Prophylaxe der TransplantatabstoRung bei Lekdrererr oder Herztransplantat

Empfangern

x Behandlung der Transplantatabstol3ung, die sich gegenlber anderen Immunsuppressiva

als therapieresistent erweist

Dermatikal239]:

x Behandlung des Ekzemschubs
Erwachsene und Jugendliche (ab 16 Jahren)
Behandlung des mittelschweren bis schweren atopischen Ekzems bei Erwachsenen, die
auf herkbmmliche Therapien wie z. B. topische Kortikosteroide nicht ausreichend
ansprechen oder diese nicht vertragen
Kinder (ab 2 Jahren)
Behandlung des mittelschweren bis schweren atopischen Ekzems bei Kindern, die nicht
ausreichend auf eine herkémmliche Therapie wie z. B. topische Kortikosteroide

angesprochen haben

x Erhaltungstherapie
Behandlung des mittelschweren bis schweren atopischen Ekzems zur Vorbeugung von
Ekzemschiiben und zur Verlangerung der schudrfréitervalle bei Patienten mit
haufigen Exazerbationen (d. h. $ro Jahroder 6fter), die initial auf eine Behandlung mit
zweimal taglicher Applikation von TacrolirfBalbe nach spatestens 6 Wochen

ansprechen (Ekzeme abgeheilt, fast abgeheilt oder naghreichte Lasionen)

Im off-lable-usewére FK506 z.Bwch zur symptomatischeBehandlungler Psoriasis gut
geeignet, wie mehrere experimentelle Ansétze und mittlerweile auch eine klinische
Pilotdudien belegen[240-242]. Mogliche Darreichungsfmen fur den Arzneistoffsind:
Hartkapseln, Retardtabletten, Konzentrat zur Herstellung einer Infusionsiésung und

hydrophobeSalbe.
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Je nach transplantiertem Organ und individueller Situation (Alter und Gesundheitszustand
des Patienten bzw. Komedikation)rf@gt die Dosierung des Tacrolimus, wobei
Konzentrationen im Vollblut zwischen 5 und 20 ng/ml angestrebt werdenjndiger

Erhaltungstherapi@beroft reduziert werderkénnen.

Aufgrund seiner schlechten Ldslichkeiber guten Penetrationwird Tacrolimg auchin

die Klasse Il des BCS eingeordf223]. Bereits in den Enterozyten wird ein Teil des
Arzneistoffsdurch CYP3Aretabolisiert, wie auch nachfolgend der LeberEs wurden
bereits mehrere Metabolite mit geringer oder fehlender immunsuppressiver Wirkung
nachgewiesen, wobei im systemischen Kreislauf allerdings nur ein inaktiver Metabolit
aufgefunden wurde Smit kann davon ausgegangen werden, da die
Metabolisierungsprodukte nicht zu derpharmakodynamischen Wirkungernvon
Tacrolimus beitragenDer Arzneistoffist aber nicht nur Substrat, sondern auch ein
Inhibitor desCYP3A4€nzymsDaraus lasst sich ein bedeutendageraktionspotential mit
anderen Arzneistoffen und Nahrungsmitteln ableiten, welches dadeairtigrol3es Risiko

fur Uber und Unterdosierungen in siclbirgt. Unterdosierungen filhren zweiner
unzureichenda Immunsuppressin und Uberdosierungen zu einem gehauften Auftreten
von UAWSs. Diese betreffen nahezu alle Organsystaund sind im Folgenden
auszugsweise aufgefuhrt: Blutbildungsstérungen (Anamie, l-eukaind
Thrombozytopenie), hyperglykdmisch Zustande, Hyperkaliamie, Krampfanfalle,
Parasthesien, Tremor, Tinnitus, Ischamie der Koronargefal3e, Hypertbepatitis mit
Ikterus undNierenfunktionsstérungen (Oliguri@ubulusnekroseakutes Nierenversagen)
[238]. Gleichzeitig ist die Inzidenz fur bakterielle, virale, mykotische und protozoale
Infektionen erhoht, wie auch fur benigne umdalighe Neoplasien einschliel3lich $gin-

BarrVirus(EBVJassoziierte lymphoproliferative Erkrankungen und Tumore der Haut.

Pharmakokinetische Untersuchungen haben ergeben, dagsnach 13 h mit einer
durchschnittlichen BV von 286 % erreicht wird Bei den meisten Patienten wird
innerhalb von 3 d eine steaebtate-Konzentration erreicht. Der Nahrungsmitigffekt ist
stark ausgepragtso konnte im Vollblut nach einer Mahlzeit mit moderatem Fettgehalt
(34 %) eine Reduktion der AUC um 27 % yaduen 50 % , sowie eine Erhdhung vendt
auf 173 % beobachtet werdenDie Verteilung von Tacrolimus kann nach einem

2-KompartimentModell beschrieben werden, wobei der meiste Arzneistoff im Blut an
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Erythrozyten gebunden vorliegt. Nur 20 % liegen im Plasma amm&lumin und
ri-saures Glycoprotein adsorbiert vor, was letztendlidu einem apparenta
Verteilungsvolumen von 1300und bei gesunda Probanden zweiner Gesamtkérper-
Clearance von 2t fuhrt [238]. Experimentell wurde in gesunden Individuen eine HWZ
von 43 h bestimmt. Weniger als % des applizierteiacrolimus wird unverandert tber
den Urin und Fazeausgeschieden, wobei die hepabdliare Elimination derHauptweg

darstellt.

1.3.5.3 Pimecrolimus

Der Arzneistoff Pimecrolimu&lide®; SDZ ASM 98list ebenfalls ein halbsynthetisches
AscomycirDerivat (Abb.11) und wurde 19940n Wisenschaftlern deNovartisPharma
AG synthetisiert[244]. Er weid ebenfalls immunsuppressive Eigenschaften auf, wird

allerdings momentamur topisch in Form einer 1 %igen Of¥eme angewandt.
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Abb.11: Struktur von Ascomycin und Pimecrolimus.
VergleichendeDarstellung der chemischen Struktur va¥ Ascomycin (FK520; BR0520) und(B) Pimecrolimus. Der
strukturelle Unterschiedum Ascomycin in Position 32 (Chlor statt Hydr&@ylppe) ismarkiert

In zahlreichenTiermodellen derallergischen Kontaktdermatitis konnte flr Pimecrolimus
eine anti-inflammatorischeAktivitat nachgewieserwerden [245]. Diese war aquipotent

im Vergleich mit Clobetasolt7-propionat, dem starksten topisch wirksamen
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Glucocorticoid.Im Gegensatz zu diesem haufig verordne@ortisotDerivat verursacht
Pimecrolimus jedoch keine Atrophie der Hauid beeinfluss auchnicht die Funktion der
Langerhan<ellen der Epgiermisbzw. dendritischen Zelleder Dermis[246]. Verglichen

mit Tacrolimus zeigt es nactopische Anwendung weniger systemische Effekte
vermutlich durch Anreicherung in den oberen HautschichieriVerbindung miteiner
verminderten transkutanen Resorption [247]. Somit rUckt die antinflammatorische
Wirkung - speziell bei atopischer Dermatitisdeutlich in den Vordergrungl248, 249]
Auch eine langerfristige Behandlung (bis zu 24 Monaten) dieser Erkrankung mit
Pimecrolimus ist moglich und nicht durch abnehmende Wirksamkeit oder das Auftreten
zusatzliche UAWs limitiert [250]. Ein weiterer Aspekt ist die Hemmung der Degranulation
von aktivierten Mastzellen durch den Arzneistq#51]. Mehrere Kklinische Studien
konnten zusatzlich den therapeutisch&dert von Pimecrolimus in dédehandlungder
Psoriasibelegen[245, 252].

In Deutschland istifecrolimus fur nachfolgende Indikationen zugelassen [253]:

X Behandlung von Patienten ab 2 Jahren mit leichtem oder mittelschwerem atopischem
Ekzem, wenn eine Behandlung mit topischen Kostixmiden entweder nicht
angebracht oder nicht moéglich ist, wie z. B. bei:
- Unvertraglichkeit gegentber topischen Kortikosteroiden
- mangelnder Wirksamkeit von topischen Kortikosteroiden
- Anwendungm Gesicht und Halsbereich, wo eine intermittierende Langzeitbehandlung

mit topischen Kortikosteroiden nicht empfehlenswert ist

Das Praparat Elidel® soll zwei Mal taglich auf die betroffenen Hautareale aufgetragen
werden, wobei eine Okklusion zu vermeiden @bwohl Pimecrolimus ausschlief3lich uber
CYP3A4 metabolisiert wird, sind Wechselwirkungen mit anderen Pharmaka aufgrund der
minimalen Wirkstoffspiegel im Blut unwahrscheinlich. Als UAWSs tratenhast&nlokale
Reaktionen, wie z.B. Hautinfektionen (Follikulitis) und ein Brennen an der
Applikationsstelle auf. Allerdings wurden nach der Markteinfihrung akéhe von
Malignitat (kutane und andere Lymphome bzw. Hautkrebs) und Lymphadenopathie
bekannt [253]. Die BV betrug nach dermaler EinnAgdplikation nur0,03 % (22 h,

Semiokklusion, Zwergschwein)
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Aufgrund der Hautselektivitdt sind die Blutspiegel von Pimecrolimus nach topischer
Anwendung sehr niedrig, so dass zur Metabolisierung in kénoe validen Daten flr
groRere Patientenkollektive verfliigbar sinder Arzneistoff weist mit 99,6 % eine sehr
hohe PlasmaroteinBindung auf, wobei er vornehmlich an Lipoproteine adsorbiert
vorliegt. Die Elimination vomadioaktivmarkiertem Pimecrolimusgrfolgt zu 784 % Uber

den Féazes und nur zu 2,5 % lber den W& &0,9 % Gesamtwiederfindungsrate), wobei
unverandertes Pimecrolimus zu weniger als 1 % im Fazes und im Urin gar nicht
nachgewiesen werden konntdlach oraler Gabe einer Einmaldosigrden hauptsachlich
mafig polare Metabolite, wie z.B.-@emethylierungsund Oxidationsprodukte im Blut

gefunden[253].
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3 Zusammenfassung

Die vorstehend aufgefihrten Publikationen spiegelm Auszigen meinen
wissenschaftlicherBeitrag auf dem Gebiet der Calcineus{inhibitor)-Forschung wider,
wobei einige interessante Veroffentlichungen aus Platzgrindenumerwéhnt bleben.
So konnten wir z.B. zeigen, dass &eolinreiche N-terminale Bereich im CalcineurintA
maf3geblich zur Bindung déthosphoproteifSubstrate beitrag{39]. In einer anderen
Arbeit wurden von uns die Ergebnisse einer umfangreickemparativen Calcineurin
Inhibitionsstudie mit FK506mi Komplex mit verschiedenehumanen FKB#soformen

vorgestellt[254].

In einem initialen Ubersichtsartikeburde ein umfassendetberblick tber alle zum
damaligen Zeitpunkt publizierten Calcineuhmhibitoren gegeben (Publikation 1; [175]).
Dabei fanden niedermolekulare Verbindungen ebenso Eingang wie peptidische
Strukturen und ProteineNeben den chemischen Strukturen und IUR&Gformen
Bezeichnungender Verbindungen sind ergénzendie Inhibitionsdaten -je nach

Verfugbarkeit- als K, K- oder 1G-Werte aufgelistet.

Mit Hilfe eines Phosphataséssays im Hochdurchsat¥/erfahren (HTPS)wurden
umfangreiche Substanzbankendie Naurstoffe und synthetische Verbindungen
enthielten, auf das Vorhandensein putativer Calcinedmimbitoren getestet
(Publikation2; [255]). Unter anderem wurden dabenehrere hetrozyklische Synthetika
als Hemmstoffe identifiziert. Dabei stellten sich -Bgrylsubstituierte Pyrimidin
Derivate als besonders potent lars. Die Verbindung CN58%vurde fur eine
weiterflhrende enzyrkinetische und zellbiologische Charakterisierung ausgewdatst
zeigte sich, dass CN584&r eine geringe Zytotoxizitat aufwies und weder PPlasen, noch
eine der anderen getesteten Proteinphosphatasen inhibieren konnte. Die
immunsuppressive Eigenschaften der Verbindung konntén NFATTranslokatios-,
ZytokinProduktions und Proliferatiosassay Uberzeugend nachgewiesen werden.
CN585 ist schon seit mehreren Jahren ber Firma Merck-Millipore kommerziell
erhaltlichund steht damit der wissenschaftlichen Gemeinschatft fir Forschungszwecke zur
Verfiigung Daraus resultierten in den letzten Jahren unter anderem ZPHi®nte und

zahlreiche Publikationen in hochrangigen Zeitschrifteie z.B. Naturel.eukemiaund
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Human Molecular GeneticsSicher werden diesen Vero6ffentlichungen noch weitere
folgen.Umweitere wissenschatftliche Fragestellungen zu kléaren, ko@t&85n Zukunft
durchausauch in Tiermodellen eingesetaterden Sine gemge Zytotoxizitat sollte dies

auf jeden Fall&egtinstigen.

Die anfangliche Euphorie, mit der die Markteinfihrung von CsA als immunsuppressives
Medikament begruf3tvurde, ist mittlerweile abgeebbt. Grinde dafir sind zumda die
grole Anzahl schwerwiegende UAWSs, als auch die Verflugbarkeit neuer
Immunsuppressivawie z.B. Mycophenold#ofetil mit einem giinstigene Nutzen/Risike
Verhéltnis Das Hauptproblem stelfedochdie hoheCsAassoziierteNephrotoxizitatdar,

die gerade in der LangzeéMedikation einen grof3en Stellenwert einnimnj256-259]
Diese kann sicldurch eine eventuell erforderliche Komedikation noch weiter erh6hen
[260-263]. Allerdings sind die molekularen Mechanismen der Nephrotoxizitéth
weitestgehend unbekannt. Es gibt aber mittlerweile einige Hypothesen und
Erklarungsversuché&o wird in renalen Epithelzellen die PKIGivitat durch CsA in einer
konzentrationsabhangigen Weise inhibiert, was voaLWéret al. als mogliche Ursache
der Nierenschadigung angesehen wif264]. Die Arbeitsgruppe um WANO et al.
hingegen macht reaktive Sauerstoffspezies (ROS) daflr verantwortlich E26&]neuere
Arbeit von DamADIet al. stellt zur letzteren Hypothese eine Verbindung her: die mRNA
und das phagozytaren NADPHOxidase 2 (NoxZBrotein selbst werden nach CsA
Applikation verstarkt und TGRabhangiggebildet, wie in vitraund in vivo(Tiermodell und
klinische Studie) nachgewiesen wurf266, 267].Von einigen Arzneistoffen, wie z.B.
Verapamil Dihydropyridinen, Enalaprilatder Phophodiesterase 5 (PDEB)hibitorenist

bekannt, dass sie im Tiermodell nephroprotektive Eigenschaften be$268R271].

Moglicherweise ist egaber nicht die CsAnduzierte CalcineursHiemmung, sondern die
simultanelnhibition der ubiquitdr vorkommendeg@yclophiling die zu einer irreversiblen
Schadigung der Nierefilhrt. Aus diesem Grund haben wir in einem ersten Schritt
versucht, ein CsMolekil zu entwicken, dessen Aktivitat sich modulieren lasst
(Publikation 3, [273] Mit mehrerenan Position 8 modifizierten CsBerivatenkonnten

wir demonstrieren, dass uber die Einfihrung verschiedener Substituenten in dieser
Zwischenkontaktregiorsowohl die Inhibition von Calcineurin, als auch Cypdfektiv

beeinflusst werden kann. Zusatzlich konnten wir ein photodeaktivierbares
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cagedcompound Csl11) synthetisieren und durch Lichteinwirkungh situ dessen
immunsuppressie Wirkung irreversibel abschalten, wie wir eindrucksvoll in einem
Zelproliferationstest und  2- TAX /- ®Bduktionsasay mit peripheren

mononuclearerZellen des Blutes (PBMC) belegen konnten.

In einem zweiten Schritt haben wir versuckin CsADerivat zu entwickeln, welches die
Proteinphosphataséktivitatt des Calcineuris direkt, also ohne vorherige
Komplexbildung mit einem Cyclophilin, hemmen kann. Die in Position 3 veranderte
Verbindung [DATSar]-CsA erfiillte diese Forderung (Publikation 4; [273JesDwar
allerdingsein relativ Uberraschender Befund, da bis zu diesem Zeitpumk&llgemeinen
davon ausgegangen wurde, dass fur die Inhibition immer ein Cyclophilin zugegen sein
muss.Auch dieses Derivat wurde detailliemtersucht.Leider war [DABar]-CsA immer
noch in der Lage, humanes Cyp@8unteren nanomolaren Bereich zu hemmen, obwohl
der dabei gebildete Komplex Calcineunicht mehr inhibiert Deshalb konnte i dieser
Verbindungnur in vitro eine Calcineuriinhibition erzielt werden, welche sich aus den
vorstehenden Griinden in vialerdingsnicht realisieren lieR[DATSar]-CsA ist aber ein
erfolgversprechender Ausgangspunkt fir die Entwicklung neuer <©sAierender
monofunktioneller Calcineurdmhibitoren mit hohe Spezifitdtt und eventuell auch

weniger UAWSs

Eine weitere Herausforderung war die Herstelluhgxylierter CsADerivate und deen
Verwendung als molekulareSonden fir die Untersuchung von Protein/Ligand-
Interaktionen (Publikation §274]). Humanes Cyp18 hat im aktiven Zentrum in Position
121 einen TryptopharRest, dessen Fluoreszeimtensitat sich mit der Bindung von CsA
erhoht, wahrendgleichzeitig eirkonzentrationsabhangigeBlue-shift gemessen werden
kann Das Maximum deUV-Absorption des Tryptophans liegt um die 280 nm und das der
thioxylierten Amidbindung bei ungefahr 275 nm, woduméssenBindungam Protein
einen  Quenchingeffekt  hervorruft. Dieser kann ausgenutzt werden, um
fluoreszenzspektroskopisch zu verfolgen, wie CypdilBundenes CsA durch eim
Position 7thioxyliertes CsADerivat (Csj kompetitiv aus dem Komplex verdrangt wird.
Mit Hilfe dieser Daten war es anschlieRendglich die kgWerte verschieden gebildeter

Cypl8/CsAKomplexe experimentellu bestimmen.
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CsA ist- wie bereits erwahnt -ein sehr lipophiles Molekll und kann deshalb auch gut
Lipidschichten durchdringetnd sich intrazellular anreichern, zumal viele Cyclophiline als
CsABindungspartner dort lokalisiert siné&inZiel eines ambitionierteProjektes war es,
CsADerivate zu etwickeln, deren Lipophilielurch die Einfihrung hydrophiler Reste
weit gesenkt wird, dasdie Permeation der Zellmembran verhindert wird (Publikation 6;
[275]). Ausgangspunkt war auch hier -E2f]-CsA, in das eine hydrophile Hexa-
D-GlutamylKette und zur visuellen Detektion des Derivats zusatzlich noch eine
TetramethylrhodamirGruppe eingefuhrt wurde. Die Verbdung 3 inhibiert Calcineurin
invitro zwar um den Faktor 30 schlechter als CsA, vedarch die Modifizierung
allerdings in vivo ganzlich seine Calcineurirvermittelten immunsuppressiven
Eigenschaften. razellulare Cyclophiline konntewon ihm jedochimmer noch potent
und exklusiv inhibieriverden, was zuvor als Hauptziel definiert wurdBiese Enzyme
spielenunter anderembei der NeuroprotektionEpithelDifferenzierung und Leukozyten-
Migration durch Interaktion mit dem ZelloberflachdRezeptorCD147eine wichtige Rolle
[276-278]. In einem durchgefiihrten Leukozytdviigrationsassay mit murinen CbD4
TLymphozytenkonnte die Verbindung die CypEbhangige Chemotaxis der Zellen fast
auf Basalniveau reduzierenn kinftigen Studien koénnte mit solchen Derivaten die
Beceutung de extrazellularen Cyclophiline z.B. bei Entziindungsreaktionen besser

erforscht undeventuelldie Basis fir neue Medikamengeschafferwerden.

In Kooperation mit der Firma SCYNBKtSkonnten wir mit SG835 einen nicht mehr
immunsuppressive CyclosporirAbkémmlingentwickeln, er die Hepatitis 6/irus(HCV)-
Replikation hemmt (Publikation 7; [279Klinische Befunde zeigtdrereits dass der Cyp
Inhibitor CsA die RNReplikation und Pretinproduktion des HCV wirksam senkemn
[280]. Dieser Effekt liel3 sich jedoch mit nialhimunsuppressiverDerivaten, wie z.B.
Alisporivir Debio 025) und SDZ NIM811Abb. 12) ebensoreproduzieren, so dass die
Inhibition von Calcineurin als Wirkprinzip ausgeschlossen werden kann. Seit wenigen
Jahren ist bekannt, dass die viralen nistrukturierten Proteine 5A und B (NS5A und
NS5B)Mit dem Cypl8 der Wirtszelle Komplexe biideie essentiell fir die Replikation
des HCV sindWie die Arbeit von @ATTERJt al. nahelegt, scheint dabei die PPlase
Aktivitat desCyclophilis eine entscheidende Rolle zu spie]281]. Auf diese Erkenntnis

aufbauend wurde von SCYNEXIS zahlreiche in Position 3 und 4 modifizierte Verbindungen
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synthetisiert und SC835aus diesenSubstanz”ool ausgewahlDie Verbindungnhibiert

Cyp18 etwas potenter als CsA und zeigt im Komplex mit dieser PPlase bis 2 uM keinen
Hemmeffektauf CalcineurinEire geringeimmunsuppressive Wirkung wurawir bei sehr

hohen Konzentrationen beobachteDaruber hinaus zeichnet sich SCY0635 durch eine
vorteilhafte Pharmakokinetik audDer oral gut verfigbare Wirkstoff induziert weder die
Bildung von CYP1A2, noch CYP2B6 oder CYP3A4 nmdeast schwacher Inhibitor bzw.
Substrat fur da®-gp.

Abb. 12: Strukturausgewahltemicht-immunsuppressiver CsPerivate.
Dargestellt sind die Strukturen von SDZ NIM811 (Modifikation in Position 4), Alisporivir (Modifikation in Position 3 und
4) und SG¥35 (Modifikation in Bsition 3 und 4)im Vergleich mit CSA

In einer in vitre<}u Jv S]}veeSpu ] -Inteiféromr 2b zeigte die Verbindung
synergistische und midem NukleosidAnalogon Ribavirin additive Effekte in einem
Luciferasegekoppelten subgenomic replicon assaynit 72 h Inkubationsdauer
Mittlerweile wird in der Cyd84nhibition auch einwirksamesPrinzip fur die Behandlung
von Hepatitis B/irus (HBV) und HI\-Infektion bzw. Koinfektionen gesehefo wirde

der neue Cypnhibitor CPi431-32 speziell fir die Behandlung von HCV/HIV1
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Koinfektionen entwickel{282]. Auch die kirzlich publizierte Verbindung SII%5 zeigt
bei allen HCMGenotypen (lala) eine exzellente antivirale Aktivitdt im unteren
nanomolaren Bereich, wie auch in Kombinationsstadbei HCV, HBV und HIV1 im
einfachen, zweifachen oder dreifachen Infektionsmodalll basierietztendlichebenfalls

auf einer potenten CypX&hibition[283].

In einem zweiten Reviewekden Mdglichkeiten und Anwendungater PhoteSchaltung
beschriebenmit deren Hilfesowohldie Struktur als auch die Funktiomon Proteiren
reversibelbeeinflus$ werden kann(Publikation 8; [284])Dabei bietet dieNutzungder
Photo-Schaltung mehrere Vorteile gegentber anderen Verfahi#&im Enen kdnnen
selektiv Zellen oder subzellulare Strukturen adressiert werden und zum Anéaren
durch Variation der Intensitat ein gradueller Effekt hervorgerufen werden. Ein weiterer
Vorteil kann bestehen, wenn NalR Strahlung (Bereich 76800 nm) verwendet wird, da
viele Gewebe fur dieseWellenlangabereich nahezutransparenterscheinen und mit
dieser 2-PhotonenAnregungstchnik sogar Tieenwirkungen erzieltwerden konnen.
Exemplarisch @rden in der Arbeit diestrahlungsabhangigd@ktivierung/Deaktivierung
von bakteriellen Rhodopsinen in murinen Neuronewd die lichtinduzierte Offnung von

ionotropen GlutamatRezeptorenvorgestellt

Die Etablierung eines pho#chaltbarenCsA/Cygystemswnurde in einer eigenen Arbeit
verwirklicht(Publikation 9{285]). Dafiir wurden drgiSef]-CsADerivate synthetisierthei
denen uber Position 8 einAzobenzen als mo-sensitives Element in das Molekdl
eingefuihrt wurde. Deriva enthielt zusatzlich einen BiotiRest, welcher mit hoher
Affinitat Avidin bzw. Streptavidin binden kann. Das AzoberEement kann durch
Einwirkung von IRStrahlung (740 nm2-PhotonerAnregung oder durch UVStrahlung
(370 nm 1-PhotonAnregung von dertrans in die cisKonformation tberfluhrtwerden.
Dadurch andert sich folglich auch die raumliche Ausrichtung desT€lsAzu dem des
Biotins.Allerdings wird @ inhibitorische Aktivitat des Molekufgiméar durch die Phote
Schaltung nur marginal verandeund zeigt incisKonformation eineetwas starkere
Inhibition. Der Effekt der Phot&chaltung kann jedoch sekunddurch Bindung eines
hochmolekularen Ligandenwie z.B. Streptavidiriiber die Biotin-Gruppeim Sinne einer
Protein borrowing strategy- dramaisch erhoht werden. Diese Beobachtung konnte

sowohl im PPlasAssay, als auch bei Messungen der Calcinepazifischen
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Proteinphosphatasé\ktivitdtt gemacht werden. Darlber hinauskonnte die
transacisPhotolsomerisierung auch in siteealisiert und damit die NFAdbhangige
Reportergenaktivitdt und Proliferation in zwdiLymphozyteAModellen beeinflusst
werden Daraus kann geschlussfolgert werden, dams durch die licht-induzierte
Veranderung der Konformation einer Bindung die A#dtv des 14kDa grof3en
Calcineurin2/Cyp18/StreptavidirKomplexesn vitro und in vivomoduliert werdenkann.
Dabei ist die Photéssomerisierung ein reversibler Prozess und das gebildetksanser
wandelt sich durch thermische Isomerisierung spontan atlech Einstrahlung von Licht
einer anderen Wellenlange wieder in das entsprechende ttaosier um.Obwohl die
Biotin/Streptavidininteraktion eingut funktionierendesModellsystem istkonnte durch
Wahl eines physiologischen Interaktiongpas (Ligand/abundantes intrazellulares
Protein)aucheine therapeutische Anwendunméglich werden. Als Indikationen sind z.B.
psoriatische Hautveranderung oder auch eine Uveitis denkbar. Daoei die Wirkung
Uber das Vorkommen des jeweiligen Proteins sag#rbestimmte Zelltypen beschréankt

werden

Aufbauend auf den vorherigen Untersuchungen haben wir das Konzept der-Photo
Schaltungin Bezug auf da®rotein borrowingerweitert (Publikation 10; [286] D&ftr
wurde folgende Voruberlegung angestellt: wemie Bindung eing 17 kDagrol3en
Liganden (Streptavidir) den Effekt der Photésomerisierungerhéht, dann konntedie
Interaktion des CsMerivats mit einem noch groen Makromolekil oder einer
Oberflache zu einer weiteren Verstarkung fihren. Deshalb wdedeProtein borrowing
experimentellzu einem Surface borrowingeiterentwickelt, bei dem das Derivat auf
Matrixpartikeln ~ immobilisiert  vorlag. Die  Hypothese wurde in Ko
Préazipitationsexperimente und enzymkinetische Messungeniberprift und es zeigte
sich, dass diéunktionellen Unterschiede beider Phetsomeredurch eine Erhéhung der
sterischaé Hinderungim Gesamtkomplexochweiter gesteigert verden. Dartber hinaus
konnten wir nachweisen, dassie Photoelsomerisierung des verwendeten Azobenzen
Systems nicht nur durch U\bzw. IRStrahlung zu eaielen ist, sondern auch durch
kurzzetige Einstrahlung von Licht im sichtbaren Bereibtit Hilfe konplexer Molecular
modelingbzw. docking Technikerkonnte erstmalssowohl flr das transals auch das cis-

Isomer ein Strukturmodell des CalcineuBf€ypl8/StreptavidilKomplexes erstellt
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werden Damus konnte abgeleitet werden, dass dieLichtinduzierte
Konformationsanderung in der Seitenkette drastische Auswirkungen auf das
Gesamtmolekdl hat undler CsATeil des Molekiline unvorteilhafte Konformation
einnimmt, welche schondie Interaktion mit Cypl8 und erst recht mit Calcineurin
beeintrachtigt. Somit bietet das von uns aufgestelliodel eine gute Erklarung fir die

experimentellen Beobachtungen den Publikationen 9 und 10.
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5 Anhang

Abb. 13: mRNAExpressionsmuster human Calcineurin A alpfRPBCA)

Beispiel de Gewebespezifischa mMRNAExpressionsmusteder Zpuu v v o ]v pEdferm basierend auf dem

Dataset: GeneAtlas U133A, gcrmad dem Probeset: 202490 _s_at, welcheg Hilfe von biogps.org ausgewertet
wurde.
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Abb. 14: mRNAExpressionsmuster human Calcineurin A beta. (PPP3CB)
Beispiel dessewebespezifischa mMRNAExpressionsmustsider humanen CalcineuriA t-Isoform basierend auf dem
Dataset: GeneAtlas U133A, gcrma und dem Probes8820 at,welches mit Hilfe von biogps.org ausgewemtatrde.
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Abb. 15: mRNAExpressionsmuster human Calcineurin A gamma. (PPP3CC)
Beispiel des Gewebspezifischa mRNAExpressionsmustsider humanen Calcineurin Alsoform basierend auf dem
Dataset: GeneAtlas U133A, gcrma und dem Probeset: 32544¢elahes mit Hilfe von biogps.org ausgewemeirde.
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Abb. 16: mMRNAExpessionsmuster human Calcineurin B Isoform(BPP3R1)
Beispiel des Gewebspezifischa mRNAExpressionsmustsider humanen Calcineurin Boform 1, basierend auf dem

Dataset: GeneAtlas U133A, gcrma und dem Probeset: 20458(7 veelchesmit Hilfe von biogps.org ausgewertet
wurde.
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Abb. 17: mRNAExpressionsmuster human Calcineurin B Isoform 2. (PPP3R2)

Beispiel desGewebespezifischa mMRNAExpressionsmusterder humanen Calcineurin Boform 2 basierend auf dem

Dataset:GeneAtlas U133A, gcrma und dem Probeset: gnf1h05168 webthesmit Hilfe von biogps.org ausgewertet
wurde.
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Abb. 18: Alignment der Aminosaur&equenz der humanen Calcineurin A Untereinheit.
Die AminosaureSequenzen der drei humanen Isoformen defc®e&urin AUntereinheit wurdenin silicomiteinander
verglichen (egende: L
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