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1 Einleitung 

1.1 Phosphorylierung von Proteinen 

Die Phosphorylierung/Dephosphorylierung von Proteinen stellt ein wichtiges 

Regulationsprinzip in eukaryotischen Zellen dar. Mittels dieser post-translationalen 

Modifikation werden sehr viele Signaltransduktionswege moduliert, wodurch die Zellen in 

die Lage versetzt werden, auf eine Vielzahl sich verändernder Umweltbedingungen zu 

reagieren und sich anzupassen. Beispiele, bei denen reversible Phosphorylierungen eines 

Proteins zelluläre Ereignisse regulieren, sind Membrantransport und -permeabilität [1] 

[2], Metabolismus [3, 4], Stofffluss durch Ionenkanäle [5, 6], Wachstums- und 

Differenzierungsvorgänge [7, 8], Rezeptor-Aktivität und -Internalisierung [9, 10], 

muskuläre Kontraktilität [11, 12] oder die Transkription von Genen und die sich 

anschließende Translation [13, 14]. Die Phosphorylierung bzw. anschließende 

Dephosphorylierung von Serin-, Threonin- und Tyrosin-Resten erfüllt dabei die Funktion 

eines molekularen Schalters, der die enzymatische Aktivität eines Proteins bzw. die 

Bindung an andere Partner (z.B. Proteine, DNA oder niedermolekulare Signalstoffe) 

verändern kann [15, 16]. 

 

1.2 Übersicht und Einteilung der Proteinphosphatasen 

Obwohl die Phosphatgruppen-übertragenden Enzyme, die Proteinkinasen, von ebenso 

großer Wichtigkeit sind, soll im Folgenden auf die Proteinphosphatasen (EC 3.1.3.16) 

fokussiert werden. Die Proteinphosphatasen, welche von veresterten Hydroxyl-Gruppen 

der Aminosäuren Serin, Threonin und Tyrosin in Proteinen und Peptiden die Abspaltung 

von anorganischem Phosphat (Pi) katalysieren, werden demzufolge in die Tyrosin-

Proteinphosphatasen, die dualspezifischen Proteinphosphatasen und die Serin/Threonin-

Proteinphosphatasen unterteilt [17]. Im Gegensatz zu den Serin/Threonin- und Tyrosin- 

Proteinphosphatasen erkennen die dualspezifischen Proteinphosphatasen sowohl 

phosphorylierte Tyrosin- als auch Serin- oder Threonin-Reste. Die Serin/Threonin-

Proteinphosphatasen wurden erstmals von INGEBRITSEN et al. auf Grund ihrer 

biochemischen Eigenschaften, wie z.B. Substratspezifität und Inhibierbarkeit in zwei 

Klassen eingeteilt [18]. 
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Allerdings wurden in den vergangenen Jahren aber auch zahlreiche neue 

Proteinphosphatasen entdeckt, die sich aber nicht eindeutig in die bestehende 

Nomenklatur einordnen lassen [19, 20]. 

 

 

Abb. 1: Unterteilung der Proteinphosphatasen. 
Enzyme, die Phosphorsäureester-Bindungen in Proteinen und Peptiden hydrolysieren können, werden in Tyrosin-
Proteinphosphatasen, dualspezifische Proteinphosphatasen und Serin/Threonin-Proteinphosphatasen unterteilt. 
Letztere Gruppe beinhaltet die Familien PPP, PPM und FCP. Die PP2B (Calcineurin) ist ein Vertreter der PPP-Familie. 

 

Die aktuelle Unterteilung der Serin/Threonin-Proteinphosphatasen basiert auf 

Aminosäuresequenz-Vergleichen der katalytischen Untereinheiten und enthüllt darüber 

hinaus die Existenz einer dritten Familie (Abb. 1). Die zwei Hauptfamilien PPP 

(Phosphoprotein-Phosphatasen) mit der PP1 und die Familie PPM (Phosphoprotein-

Phosphatasen, Mg2+/Mn2+-abhängig) mit der PP2C als prototypischem Vertreter besitzen 

keine Ähnlichkeiten in der Aminosäuren-Abfolge und somit auch keine gemeinsame 

Konsensus-Sequenz. Obwohl sich die Aminosäuren-Anordnung um das aktive Zentrum 

der Enzyme unterscheidet, existieren doch Gemeinsamkeiten in der dreidimensionalen 

Struktur und im Katalyse-Mechanismus, was auf einen gemeinsamen evolutionären 

Ursprung hindeutet [21]. Die PPP-Familie hat sich aus einer Metallophosphoesterase 

entwickelt [22] und umfasst 7 Hauptstränge (ppp1-7) (Abb. 2). Interessanterweise gibt es 

in dieser Familie zwei Vertreter (ppp3c (Calcineurin) und ppp7c), deren enzymatische 

Aktivität durch Ca2+ positiv beeinflusst wird [23]. 



Einleitung  3
   
 

 
 

 

 

 
Abb. 2: Darstellung des PPP-Phosphatoms als phylogenetischer Baum. (modifiziert nach [24]) 
Die Abbildung zeigt die Beziehungen zwischen den Serin/Threonin-Proteinphosphatasen der PPP-Familie aus Homo 
sapiens (Hs, rot), Drosophila melanogaster (Dm, blau) und Saccharomyces cerevisiae (Sc, braun), welche durch multiples 
Alignment (http://www.clustalw.genome.ad.jp/) partieller Gensequenzen der katalytischen Domänen generiert 
wurden. Die Vertreter des ppp3-Zweiges (Calcineurin) wurden hervorgehoben (siehe Kasten). 

 

Die FCP-Familie verdankt ihren Namen der TFIIF-interacting CTD phosphatase 1 (FCP1), 

welche nicht nur den Transkriptionsfaktor IIF (TFIIF) bindet, sondern auch die C-terminale 

Domäne (CTD) der RNA-Polymerase II dephosphoryliert [25]. Vertreter der FCP-Familie 

unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Aminosäure-Sequenz und des hydrolytischen Prinzips 

deutlich von der PPP- bzw. PPM-Familie. So katalysieren sie Mg2+-abhängig die 

Übertragung einer Phosphat-Gruppe vom Substrat auf Aspartat-Reste im aktiven Zentrum 

(DxDxV/T-Motiv), so dass intermediär ein Phospho-Aspartat entsteht. Als Zweig der 

Haloacid-Dehalogenase (HAD)-Superfamilie können sie darüber hinaus auch Nichtprotein-

Phosphosubstrate umsetzen [26]. 

 



Einleitung  4
   
 

 
 

1.3 Calcineurin als Proteinphosphatase 

Die Proteinphosphatase 2B (PP2B), auch Calcineurin (CaN) genannt, wurde im Jahr 1979 

erstmals von KLEE et al. als Calmodulin-bindendes Protein aus bovinem Hirn isoliert [27]. 

Dabei wurde festgestellt, dass nicht nur Calmodulin (CaM) mit hoher Affinität Ca2+ binden 

kann (KD < 1 µM), sondern auch Calcineurin. Nur drei Jahre später wurde von einer 

anderen Arbeitsgruppe entdeckt, dass Calcineurin eine Phosphatase ist und die 

�‰�Z�}�•�‰�Z�}�Œ�Ç�o�]���Œ�š���� �r-Untereinheit der Phosphorylase-Kinase dephosphorylieren kann [28]. 

Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass die Anwesenheit von Ca2+ und Calmodulin 

essentiell für die katalytische Aktivität des Enzyms gegenüber Phospho-Peptiden und 

Phospho-Proteinen ist. Deshalb wird Calcineurin auch als Ca2+/Calmodulin-abhängige 

Proteinphosphatase bezeichnet [29, 30]. 

 katalytische Untereinheit A regulatorische Untereinheit B 

�����E�����r �����E�����t �����E�����v CaN B1 CaN B2 

Chromosom 4q24 10q22.2 8p21.3 2p14 9q31.1 

Gen ppp3ca ppp3cb ppp3cc ppp3r1 ppp3r2 

aa 521 524 502 168 168 

kDa 58.68 59.02 57.12 19.17 19.40 

pI 5.58 5.60 6.81 4.64 4.73 

Kofaktoren Fe3+, Zn2+ Fe3+, Zn2+ Fe3+, Zn2+ Ca2+ Ca2+ 

 
Tab. 1: Merkmale der humanen Calcineurin-Isoformen. 
 

Das phylogenetisch hoch konservierte Calcineurin konnte bereits in vielen niederen 

Lebensformen (z.B. Saccharomyces cerevisiae, Dictyostelium discoideum oder 

Cryptococcus neoformans), als auch in höheren Eukaryoten (z.B. Mammalia, Drosophila 

melanogaster oder Caenorhabditis elegans) nachgewiesen werden [31-33]. Eine 

Ausnahme stellten dabei lange Zeit die Pflanzen dar, in denen dieses Enzym nicht 

aufgefunden wurde. Allerdings zeigen neuere Befunde einer chinesischen Arbeitsgruppe, 

dass sowohl in Nicotiana tabacum, Brassica oleracea und Arabidopsis thaliana 

Calcineurin-Homologa vorkommen, welche mittlerweile bereits isoliert und 

charakterisiert werden konnten [34]. Zahlreiche Untersuchungen belegen, dass die 

Proteinphosphatase in vielen Geweben des Säugerorganismus in unterschiedlichen 
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Varianten gebildet wird (Tab. 1). So werden im Menschen von der katalytischen 

�h�v�š���Œ���]�v�Z���]�š�� ���� ���Œ���]�� �/�•�}�(�}�Œ�u���v�� �~�r�U �t und �v�•�� �µ�v���� �À�}�v�� �����Œ�� �Œ���P�µ�o���š�}�Œ�]�•���Z���v��Untereinheit B 

zwei Isoformen (1 und 2) zum Teil sehr gewebespezifisch exprimiert (Anhang Abb. 13 bis 

Abb. 17) [35, 36]. �t���Z�Œ���v���� ���]���� �r- �µ�v���� �t-Isoformen vorwiegend im Gehirn und in Zellen 

des Immunsystems gefunden werden�U���]�•�š�� ���]���� �v-Isoform bevorzugt in den Testikeln, B-/T-

Lymphozyten, natürlichen Killerzellen und dendritischen Zellen anzutreffen. Aufgrund des 

Expressionsmusters kann außerdem geschlussfolgert werden, dass die Isoform 1 

�À�}�Œ�Á�]���P���v�����u�]�š�������v���/�•�}�(�}�Œ�u���v���r���µ�v�����t���µ�v�������]�����/�•�}�(�}�Œ�u���î���u�]�š�������Œ���v-Isoform heterodimere 

Komplexe formt. ���]�������u�]�v�}�•���µ�Œ���•���‹�µ���v�Ì�������Œ���t-Isoform �]�•�š���Ì�µ���ô�ì���9���µ�v�������]���������Œ���v-Isoform 

�Ì�µ�� �ó�ó�� �9�� �]�����v�š�]�•���Z�� �u�]�š�� �����Œ�� �^���‹�µ���v�Ì�� �����Œ�� �r-Isoform (Anhang Abb. 18). Bei den beiden 

Isoformen 1 und 2 der regulatorischen Untereinheit wurde sogar eine Sequenzidentität 

von 84 % gefunden (Anhang Abb. 19). 

Intrazellulär ist Calcineurin meist im Zytoplasma lokalisiert [37, 38]. Diese Beobachtung 

konnten wir für alle 3 Isoformen auch in mehreren eigenen Arbeiten machen [39]. Unter 

bestimmten Umständen, wie z.B. nach Aktivierung der Zelle mit einem Calcium-Ionophor 

oder in Maus-Spermatozyten transloziert das Enzym allerdings auch in den Nucleus [40, 

41]. Von Assoziationen mit Bestandteilen der Zellmembran [42], des Zytoskeletts [43, 44] 

bzw. neuronaler Mikrosomen [45] wurde auch schon berichtet. 

 

1.3.1 Aufbau und Eigenschaften von Calcineurin 

Wie bereits erwähnt, ist Calcineurin aus einer großen katalytischen Untereinheit A 

(57-59 kDa) und einer kleineren regulatorischen Untereinheit B (19-20 kDa) aufgebaut 

(Abb. 3) [27]. Proteinchemische Untersuchungen zeigten, dass der N-Terminus der 

B-Untereinheit posttranslational myristoyliert wird und so in der Zelle vorliegt [46]. Zur 

physiologischen Funktion dieser Modifizierung war bislang wenig bekannt [47, 48]. Wir 

konnten allerdings beobachten, dass der Myristinsäure-Rest im Molekül zu einer 

erhöhten Stabilität gegenüber thermisch induzierter Denaturierung führt (unpublizierte 

Daten). Zwei integrale EF-Hand-Strukturmotive in der regulatorischen Untereinheit sind 

für die hochaffine Calcium-Bindung (KD = 100 pM) verantwortlich, wobei insgesamt vier 

Ca2+-Ionen pro Calcineurin-Molekül binden können [49, 50].   
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Abb. 3: Struktur des humanen Calcineurins. 
(A) Modell der Struktur des heterotrimeren CaN 
���r�l���í/CaM-Komplexes basierend auf PDB 1AUI 
und 4Q5U. Die regulatorische Untereinheit B
interagiert mit einer Helix der katalytischen 
Untereinheit . Das aktive Zentrum des Enzyms 
ist in der katalytischen Domäne  lokalisiert, 
welches im nicht-aktivierten Zustand durch die 
autoinhibitorische Domäne  abgeschirmt und 
somit für höhermolekulare Phospho-Substrate 
unzugänglich ist. Das dort gebundene Fe3+ ist als

 und das Zn2+ als  dargestellt. Die Lage der 8 
Ca2+ ist mit  markiert. Der N-Terminus des 
Enzyms  ist am linken Rand der Abbildung 
dargestellt. Die CaM-bindende Domäne der 
Untereinheit A  wurde separat mit CaM  
kokristallisiert und analysiert (PDB 4Q5U). Linien 
(     ) deuten fehlende Aminosäuren und damit 
nicht vorhandene Strukturinformationen an. (B) 
Aminosäuresequenz und Domänenstruktur der 
�r-Isoform des humanen Calcineurin A. 
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In ruhenden Zellen beträgt die intrazelluläre Ca2+-Konzentration circa 100 nM. Wenn 

diese Zellen durch physiologische Ereignisse oder Inkubation mit einem Ca2+-Ionophor 

(z.B. Ionomycin oder A23187) aktiviert werden, strömt der second messenger Calcium aus 

den zellulären Speichern des ER/SRs und erhöht die Konzentration auf ungefähr 1 µM 

[51]. Dadurch wird neben anderen Ca2+-bindenden Proteinen auch Calmodulin aktiviert, 

welches an Calcineurin bindet und vermutlich durch Wechselwirkung mit der 

A-Untereinheit das Enzym aktivieren kann [52]. Im aktiven Zentrum der Phosphatase ist 

ein Fe2+/3+/Zn2+-Cluster als Bestandteil eines „Phosphoesterase-Motivs“ anzutreffen [53, 

54]. Wenn das zweiwertige Eisen durch oxidative Prozesse zum dreiwertigen Eisen 

verändert wird, sinkt die enzymatische Aktivität allerdings sehr schnell. In Anwesenheit 

einer anti-oxidativ wirkenden Superoxiddismutase kann diese Inaktivierung indessen 

wirkungsvoll verhindert werden [55, 56]. Von HASHIMOTO et al. wurde berichtet, dass 

Calcineurin in vivo ein Substrat für die Casein-Kinase 2 (CK2) bzw. die Proteinkinase C 

(PKC) darstellt und phosphoryliert wird. Über die funktionellen Konsequenzen ist nur 

wenig bekannt. Diese Phosphorylierung hat nur eine Verdopplung des Km-Wertes für das 

Phospho-Proteinsubstrat zur Folge, wobei die Calmodulin-Bindung nachweislich 

unbeeinflusst bleibt [57]. 

 

1.3.2 Funktion von Calcineurin in physiologischen Prozessen 

Anfänglich vermutete man noch, dass dieses Protein vielleicht ein physiologischer 

Inhibitor der Calmodulin-abhängigen cNMP-Phosphodiesterase ist [58]. Durch die in den 

letzten 35 Jahren durchgeführten experimentellen Studien wurde jedoch immer 

deutlicher, dass Calcineurin eine Schlüsselrolle in vielen Calcium-vermittelten 

Signalwegen übernimmt und viele zelluläre Vorgänge regulieren kann. Da Calcineurin in 

der Lage ist, Phospho-Substrate in Abhängigkeit von der intrazellulären 

Ca2+-Konzentration zu dephosphorylieren, fungiert es als Signal-Modulator. Dieser kann 

ein Calcium-Signal zu einer Änderung des Phosphorylierungsstatus von Proteinen oder 

Peptiden konvertieren [59, 60]. Viele physiologische Effekte werden dabei über den 

Calcineurin/nuclear factor of activated T cells (NFAT)-Signalweg vermittelt. Es gibt fünf 

humane NFAT-Isoformen, die jedoch durch differentielles Splicing oder alternative 

Initiation zahlreiche Sub-Isoformen hervorbringen. 
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Die NFAT-Proteine sind eukaryotische Transkriptionsfaktoren, die mittels DNA-

Affinitätschromatographie erstmals aus den Zellkernen aktivierter T-Lymphozyten isoliert, 

mittlerweile aber auch in anderen Zellen nachgewiesen wurden [61-63]. Sie spielen nicht 

nur eine zentrale Rolle bei der Transkription wichtiger Gene im Rahmen der 

Immunantwort [64, 65], sondern auch für Wachstums- und Differenzierungsvorgänge u.a. 

der Skelettmuskulatur und des Herzens [66, 67]. Erstmals beschrieben JAIN et al., dass 

phosphoryliertes NFATc2 von Calcineurin dephosphoryliert werden kann [68]. In den 

darauf folgenden Jahren wurden allerdings noch weitere Mitglieder der NFAT-Familie als 

Calcineurin-Substrate identifiziert [69-71]. 

Darüber hinaus existieren auch Hinweise darauf, dass über ein oxidationsempfindliches 

Fe2+ im aktiven Zentrum des Calcineurins eine Verbindung zwischen zellulärer Redox-

Homöostase und der Auslösung von Apoptose bestehen könnte [55, 72, 73]. 

Transgene Mausmodelle, bei denen die Calcineurin-kodierenden Gene ausgeschaltet 

wurden, sind nützliche Tools zur Untersuchung der physiologischen Funktionen. So sind in 

der Literatur bereits die Maus-Linien: ppp3ca -/ -, ppp3cb -/ -, ppp3cc -/ - , ppp3r1 -/ - und 

ppp3r2 -/ - und ihre entsprechenden Phänotypen beschrieben [74-79]. Die Veränderungen 

in den knockout-Tieren sind zum Teil recht komplex und mannigfaltig. So ist die 

Inaktivierung des Gens ppp3ca z.B. mit einem Defekt in der antigenspezifischen T-Zell-

Antwort und strukturellen Veränderungen im limbischen System, speziell in der Formatio 

hippocampi verbunden. In ppp3cb -/ --defizienten Mäusen wurden unter anderem eine 

Fehlfunktion in der Entwicklung einer kardialen Hypertrophie und Störungen in der 

Differenzierung von T-Lymphozyten bzw. der Immunantwort beobachtet. Männliche 

Mäuse, die entweder ppp3cc -/ - oder ppp3r2 -/ - waren, zeigten eine Infertilität, die auf 

eine reduzierte Spermienmotilität zurückzuführen war. Im Tier-Modell, in dem das Gen 

ppp3r1 Prosencephalon-spezifisch stillgelegt wurde, konnten in Verhaltensexperimenten 

Veränderungen in der bidirektionalen synaptischen Plastizität und im Arbeitsgedächtnis 

bzw. episodischem Gedächtnis nachgewiesen werden [80]. Nachfolgend soll exemplarisch 

auf drei Schwerpunkte näher eingegangen werden. 
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1.3.2.1 Immunsystem 

Zur Funktion von Calcineurin in den Zellen des Immunsystems, insbesondere während der 

Immunantwort, wurden bislang die meisten Erkenntnisse zusammengetragen. So liegt 

NFAT im Zytoplasma nicht stimulierter T-Lymphozyten in einer mehrfach 

phosphorylierten Form vor (Abb. 4). Nach Aktivierung des Calcineurins durch Ca2+ und 

Calmodulin bindet das Enzym an den Transkriptionsfaktor, um dessen anschließende 

Dephosphorylierung zu katalysieren [81]. Die Entfernung der Phosphatreste hat zur Folge, 

dass sich die Konformation des NFAT ändert, wodurch eine bis dahin maskierte 

Kernlokalisationssequenz zugänglich wird [82]. 

 

Abb. 4: Der Calcineurin/NFAT-Signalweg. 
Der NFAT-Signalweg wird in T-Lymphozyten über den TCR aktiviert. Nachfolgend wird aus Membranlipiden durch die 
membranständige Phospholipase C�v (PLC�v) neben Diacylglycerol (DAG) auch Inositol-3-phosphat (IP3) gebildet. IP3 
öffnet den Ligand-gesteuerten Calcium-Kanal wodurch Ca2+ aus dem ER in das Zytosol diffundieren und dort an 
Calcineurin und Calmodulin binden kann. NFAT erfährt durch die Dephosphorylierung eine konformationelle 
Veränderung und kann nun in den Nukleus translozieren. Dort bindet es an spezifische DNA-Sequenzen und initiiert 
dadurch die Transkription von Genen (z.B. IL-2). Kinasen rephosphorylieren NFAT, wodurch seine Bindung an die DNA 
aufgehoben wird und er durch das Export-Protein Crm1 wieder in das Zytosol zurück transportiert wird [83]. 

NFAT transloziert dann im Komplex mit Calcineurin in den Zellkern und bindet dort an 

spezifische DNA-Sequenzen [40, 84]. Solche zum Teil palindromisch angeordnete 

Basenfolgen wurden bereits in zahlreichen regulativen Bereichen, wie z.B. denen der 
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Gene für die Zytokine IL-2, IL-3, IL-4, IL-�ñ�U�� �d�E�&�r�U�� �'�D-���^�&�U�� �/�&�E�v�V�� �����Œ�� ���Z���u�}�l�]�v���� �/�>-8, 

MIP-�í�r�V�� �����Œ�� �d�Œ���v�•�l�Œ�]�‰�š�]�}�v�•�(���l�š�}�Œ���v�� ���P�Œ�U�� �K���š�î�� �µ�v���� �•�}�P���Œ�� �s���Œ�š�Œ���š���Œ�v�� �����Œ�� �E�&���d-Familie 

selbst gefunden [85-89]. Simultan wird die Kern-Exportsequenz des NFAT durch die 

Proteinphosphatase maskiert, weshalb das nukleäre Export-Protein Crm1 den 

Transkriptionsfaktor nicht wieder zurück in das Zytosol transportieren kann [90]. Nach 

dem Absinken der intrazellulären Ca2+-Konzentration wird das nun kernständige NFAT 

durch Kinasen (möglicherweise GSK3, JNK, �‰�ï�ô���µ�v�������<�/�r) wieder phosphoryliert, wodurch 

es erneut eine Konformationsänderung erfährt, von der DNA abdissoziiert und in das 

Zytoplasma ausgeschleust wird [91-93]. Die Kinasen werden jedoch nicht durch den 

sinkenden Ca2+-Spiegel aktiviert, sondern es besteht ein dynamisches Gleichgewicht 

zwischen Phosphorylierung und Dephosphorylierung, welches durch Erhöhung der 

Calcineurin-Aktivität in Richtung Dephosphorylierung verschoben wird [94]. Calcineurin 

besitzt bei der Aktivierung von T-Zellen vermutlich eine Schlüsselfunktion, obwohl dieses 

Enzym nur einen Bestandteil eines komplizierten Signal-Netzwerkes aus sich wechselseitig 

beeinflussenden Proteinkinasen, Proteinphosphatasen und anderen Faktoren darstellt 

[95]. Wie Inhibitionsversuche mit einer Jurkat-Zelllinie bestätigten, ist die intrazelluläre 

Phosphatase-Aktivität des Calcineurins als limitierender Faktor der T-Lymphozyten-

Aktivierung nach Antigen-Kontakt anzusehen [96]. 

 

1.3.2.2 Nervensystem 

Die Vermutung einer großen physiologischen Bedeutung in neuronalen Strukturen, wie 

z.B. Striatum oder Formatio hippocampi liegt nahe, da dort �•�}�Á�}�Z�o�� ���]���� �r- als auch die 

�t-Isoform in Konzentrationen bis zu 6 µg/mg, und damit fast 10-fach höher als in anderen 

Geweben, anzutreffen sind [97]. Zahlreiche neuronale Prozesse, wie z.B. Exzitation, 

Freisetzung von Neurotransmittern, synaptische Plastizität und Gedächtnisbildung 

werden nachweislich durch Veränderung des Ca2+-Spiegels und reversible Protein-

Phosphorylierungen moduliert [98-101]. Schon im Jahr 1984 wurden die phosphorylierten 

Reaktionsprodukte der Proteinkinase A (PKA), Proteinkinase G (PKG), zyklischen-

Nukleotid-und-Ca2+-unabhängigen Proteinkinase und Ca2+/Calmodulin-abhängigen 

Proteinkinase (CaMK) in vitro als Calcineurin-Substrate mit Km-Werten im einstelligen 

mikromolaren Bereich identifiziert [102]. Mittlerweile existieren allerdings Studien, die 
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Calcineurin mit mehreren dieser oben genannten Ereignisse sogar funktionell in 

Verbindung bringen [103-106]. Weitere gut untersuchte Beispiele sind die Regulation der 

Adenylatzyklase (AC) [107] bzw. neuronalen NO-Synthase (nNOS) [108, 109]. Dabei 

korreliert die enzymatische Aktivität der AC in Primärzellen, wie auch immortalisierten 

Zellen direkt mit der Proteinphosphatase-Aktivität [110]. Zudem werden gleichzeitig die 

Phosphodiesterasen, als funktionelle Gegenspieler zur AC, durch Calcineurin gehemmt, 

was auf eine stringente Kontrolle des intrazellulären cAMP-Spiegel hindeutet [58]. 

Darüber hinaus scheint die Proteinphosphatase bei der Entwicklung des Cerebellums, der 

Reorganisation des Zytoskeletts und dem Untergang von Nervenzellen eine wichtige Rolle 

zu spielen [111-113]. In epigenetischen Untersuchungen konnten HANNON et al. 2015 

beweisen, dass depolarisationsinduzierte Änderungen im DNA-Methylierungsmuster von 

Neuronen durch den Ca2+-Einstrom über L-Typ CaV1-Kanäle und/oder Calcineurin bewirkt 

werden [114]. 

 

1.3.2.3 Fortpflanzung 

Das testikuläre Calcineurin �Á�]�Œ���� �À�}�Œ�v���Z�u�o�]���Z�� ���µ�Œ���Z�� ���•�•�}�Ì�]���š�]�}�v�� �����Œ�� �v-Isoform der 

katalytischen Untereinheit mit der Isoform 2 der regulatorischen Untereinheit gebildet 

(Anhang Abb. 15 und Abb. 17). MIYATA et al. konnten in einem von ihnen etablierten 

Mausmodell zeigen, dass sowohl beim ppp3cc -/ - , als auch beim ppp3r2 -/ --Genotyp bei 

männlichen Tieren im Phänotyp eine Infertilität beobachtet werden konnte. Dies ist auf 

eine verminderte Flexibilität des Mittelstücks des Spermiums zurückzuführen. Durch diese 

Beeinträchtigung wird die Spermien-Motilität eingeschränkt und es gelingt dem 

Spermatozoid nicht, in die Epididymis zu wandern. In in vitro-Fertilisationsexperimenten 

konnte außerdem eine reduzierte Penetration der Zona pellucida festgestellt werden. Der 

oben beschriebene Phänotyp ließ sich ebenso in Wildtyp-Mäusen durch die Applikation 

von Calcineurin-inhibierenden Substanzen nachahmen. Dieser Effekt war nach 4-5 Tagen 

voll ausgeprägt und 1 Woche nach dem Absetzen der Medikation vollständig reversibel, 

so dass der Autor Calcineurin-Inhibitoren als viel versprechenden Ausgangspunkt für die 

Entwicklung kontrazeptiver Medikamente für Männer erachtet [74]. Die klinische 

Relevanz dieser Beobachtung wurde 2016 in einer Metaanalyse überprüft [115]. 
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Calcineurin-Inhibitoren senken in der Tat die Fertilität männlicher Nierentransplantat-

Patienten, obwohl chronische Nierenerkrankungen ohnehin von einer verminderten 

Fertilität begleitet werden. Allerdings kehrt die Zeugungsfähigkeit meist nach 15-24 

Monaten zurück, wenn nur die niedrigste noch immunsuppressive Dosis gegeben wird. 

Nichtsdestotrotz besteht noch ein massiver Klärungsbedarf durch prospektive 

randomisierte doppel-verblindete klinische Studien, da die momentane Studienanzahl 

bzw -qualität nicht ausreichend ist, um diesbezüglich zuverlässige Aussagen zu treffen. 

 

1.3.3 Bedeutung von Calcineurin im pathologischen Geschehen 

Auf Grund der vorstehend erläuterten Schlüsselstellung der PP2B in vielen 

physiologischen Prozessen, ergibt sich die Möglichkeit, über die Beeinflussung der 

intrazellulären Calcineurin-Aktivität prophylaktisch oder therapeutisch ins pathologische 

Geschehen einzugreifen. 

 

1.3.3.1 Immunsuppression 

Das Immunsystem eines nicht immunsupprimierten Organempfängers wird durch ein 

Allo- oder Xenotransplantat (z.B. Niere, Herz, Pancreas oder Lunge) aktiviert und reagiert 

auf das körperfremde Gewebe mit einer starken und oft lebensbedrohlichen 

Abstoßungsreaktion [116]. Durch kontinuierliche Gabe von Calcineurin-inhibierenden 

Medikamenten kann die T-Zell-vermittelte Immunantwort so weit unterdrückt werden, 

dass keine Abstoßung stattfindet, der Organismus aber noch in der Lage ist, viele 

Krankheitserreger abzuwehren [117, 118]. Auch die gefürchtete Graft-versus-Host-

Reaktion, die nach der Übertragung von allogenem Knochenmark auftritt, lässt sich mit 

diesen Arzneistoffen ebenso wirksam verhindern [119]. Eine weitere Indikation für diese 

Substanzen sind schwere Autoimmunerkrankungen, bei denen Antigene auf Körperzellen 

von selbst-reaktiven Immunzellen erkannt und attackiert werden. Beispiele dafür sind 

systemischer Lupus erythematosus, rheumatoide Arthritis, Psoriasis, Autoimmun-

Hepatitis oder Myasthenia gravis [120-124]. Außerdem können viele Patienten mit 

hyperreaktiven Immunreaktionen wie z.B. atopischer Dermatitis oder Keratokonjunktivitis 

von einer Calcineurin-Inhibition ebenso profitieren [125-127]. 
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1.3.3.2 Kardiale Hypertrophie 

Es ist schon seit geraumer Zeit bekannt, dass Calcineurin eine wichtige Rolle bei der 

Entwicklung von skelettalen Muskelfasern spielt [128]. Allerdings ist die Bedeutung der 

PP2B bei der Entstehung einer myokardialen Hypertrophie als Reaktion auf pathologische 

Stimuli weitaus höher einzustufen [129]. DE WINDT et al. konnten im Mausmodell zeigen, 

dass die Herz-spezifische Expression endogener Inhibitoren, wie z.B. die nicht-kompetitiv 

Calcineurin-inhibierende Domäne des A-kinase anchoring protein 79 (AKAP79), 

Cain/Cabin-1 oder Regulator of calcineurin 1 (RCAN1) zu einer Verminderung der 

kardialen Hypertrophie nach Isoprenalin-Dauerinfusion oder Pressure overload durch 

abdominale Aorten-Konstriktion führt [130]. Die Anwendung von Calcineurin-

inhibierenden Medikamenten für diese Indikation ist unzweckmäßig, da die 

Nutzen/Risiko-Bewertung wegen dem Auftreten zahlreicher unerwünschter 

Arzneimittelwirkungen (UAW) bei den notwendig hohen Dosierungen negativ ausfällt 

[131]. Durch Expression einer konstitutiv aktiven Calcineurin-Variante im Mäuse-Herz ließ 

sich eine massive kardiale Hypertrophie mit negativem ventrikulärem Remodeling 

nachweisen [132]. Auf der anderen Seite waren die Myokard-Zellen dieser Tiere jedoch 

vor Reperfusionsschäden nach Ischämie geschützt [133]. Das Enzym scheint auch 

adaptive und protektive Signalfunktionen zu besitzen, da Mäuse, bei denen ein 

Aktivitätsverlust aller kardialen Calcineurin-Isoformen induziert wird, einen letalen 

Phänotyp entwickeln [134]. Der Calcineurin/NFAT-Signalweg wird vermutlich auch nach 

einem Myokard-Infarkt aktiviert, wie eine tierexperimentelle Studie nahelegt. 

Physiologische Wachstumsstimuli (z.B. Ausdauertraining) scheinen den Signalweg 

allerdings eher zu hemmen und die Expression fetaler Gen-Programme, welche für ein 

pathologisches Remodeling essentiell ist, zu supprimieren [135]. 

 

1.3.3.3 Neuronale Erkrankungen 

Nach einem pathologischen Ereignis, wie z.B. nach einem Apoplex, führt die massive 

Ausschüttung des exzitatorischen Neurotransmitters Glutamat zu einem starken 

Ca2+-Influx durch den N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptor [136]. Dadurch wird 

Calmodulin aktiviert und kann nun seinerseits die nNOS stimulieren [137]. Darüber hinaus 
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wird das Enzym durch Calcineurin dephosphoryliert, wodurch dessen NO-generierende 

Aktivität weiter ansteigt [138, 139]. Neben der verstärkten Neurotransmitter-Freisetzung 

führt vor allem diese exzessive NO-Produktion zu einer gesteigerten Apoptoserate von 

neuronalen Zellen [140]. Die Verminderung der Calcineurin-Aktivität kann den Anteil an 

phosphorylierter nNOS erhöhen, was ebenso wie der Einsatz von nNOS-Inhibitoren zu 

neuroprotektiven Effekten führt [141]. So wird im Ischämie-Modell das Infarktareal nicht 

nur verkleinert, sondern die Remission im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren 

auch signifikant beschleunigt [142, 143]. Darüber hinaus ist bekannt, dass Calcineurin 

sowohl mit pro-apoptotischen als auch mit anti-apoptotischen Mitgliedern der bcl-2-

Familie interagieren und damit direkt neuronale Apoptose-Vorgänge beeinflussen kann. 

So ist z.B. das pro-apoptotische bcl-2 in seiner phosphorylierten Form ein Substrat für 

Calcineurin [144]. Im Ratten-Modell für traumatische Hirnschädigung führte die 

Applikation von Calcineurin-Inhibitoren im Hippocampus zu einer Normalisierung der 

synaptischen Funktion und Wiedererlangung der neuronalen Plastizität [145]. Wie bereits 

in Abschnitt 1.3.2.2 angedeutet, spielt neben der PP1 und PP2A vor allem die PP2B eine 

große Rolle bei der neuronalen Entwicklung [112]. Die Ausbildung der Zellpolarität bzw. 

die axonale Elongation sind Prozesse, welche unter anderem von der korrekten Funktion 

des Zytoskeletts und damit des Mikrotubuli-assoziierten Proteins Tau abhängen [146, 

147]. Eine Hemmung der Calcineurin-Aktivität kann die während der normalen 

neuronalen Entwicklung stattfindenden Tau-Dephosphorylierung partiell blockieren [148]. 

Bei ultrastrukturellen Untersuchungen solcher Neuronen wurde festgestellt, dass diese 

nur kleine axonale Elongationen ausbilden konnten [44]. Neuere Studien schreiben 

Calcineurin eine Schlüsselrolle bei der Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen zu 

[149]. So ist bereits in frühen Stadien der Krankheit eine synaptische Dysfunktion und 

neuronaler Zelltod nachweisbar. Im Gehirn von Morbus Alzheimer-erkrankten Patienten 

wurde post mortem ein abnormal hyperphosphoryliertes Tau nachgewiesen, was neben 

�����Œ�� ���l�l�µ�u�µ�o���š�]�}�v�� �À�}�v�� �(�]���Œ�]�o�o���Œ���v�� �t-Amyloid-Peptiden (Plaques) nach heutigem 

Wissensstand als unabdingbar für die Entwicklung und das Fortschreiten der Erkrankung 

anzusehen ist [150]. Lange Zeit lag der Tau-vermittelte Pathomechanismus im Dunkeln. 

Mittlerweile gibt es jedoch Hinweise, dass die ohnehin schon erhöhte Calcineurin-

Aktivität die CaMKIV/cAMP response element-binding protein (CREB)-vermittelte 
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Signaltransduktion abschwächt und damit zu Fehlfunktionen der Synapsen und 

Gedächtnisdefiziten führt [151]. Wie PLEISS et al. nachweisen konnten, ist die erhöhte 

Calcineurin-Aktivität nicht auf eine gesteigerte Expression des Enzyms oder die 

Abwesenheit inhibierender Bindungspartner zurückzuführen, sondern auf eine 

proteolytische Spaltung. Dabei werden vermutlich die autoinhibitorische Domäne und 

eventuell auch Teile der CaM-Bindungsdomäne durch Calpain entfernt [152-154]. 

Hyperphosphoryliertes Tau-Protein spielt aber nicht nur bei der Pathogenese des Morbus 

Alzheimer eine Rolle, sondern möglicherweise auch bei der Entstehung der Chorea 

Huntington. Bei dieser Tauropathie induziert das pathologisch veränderte Protein 

Huntingtin eine Down-Regulation der PP2B, wodurch im R2/6- und Q175-Mausmodell 

vermehrt hyperphosphorylierte Tau-Spezies auftraten [155]. Einen weiteren Beitrag zur 

�t-Amyloid-induzierten Neurotoxizität liefert die Interaktion zwischen Calcineurin und 

dem Transkriptionsfaktor forkhead box class O family member 3 (FOXO3), deren Blockade 

in Astrozyten zu einer Neuroprotektion führt [156]. 

 

1.3.4 Endogene Calcineurin-Inhibitoren 

Obwohl die Phosphatase-Aktivität des Calcineurins hauptsächlich über die intrazelluläre 

Ca2+-Konzentration und Komplexbildung mit Calmodulin reguliert wird, haben 

Interaktionen mit anderen Bindungspartnern gleichfalls einen modulierenden Einfluss auf 

das Enzym. So verfügen einige dieser Proteine, wie z.B. Regulator of calcineurin 1 (RCAN1) 

oder NFATc2, mit der Sequenzfolge PxIxIT und/oder LxVP über definierte Calcineurin-

Interaktionsmotive [157, 158]. Produkte der RCAN-Gene wurden bereits vor der 

Entdeckung ihrer Calcineurin-regulierenden Eigenschaften unter anderen Namen in der 

Literatur erwähnt und in anderen Zusammenhängen untersucht (siehe Tab. 2). Im Jahr 

2007 erfolgte auf Grund der bestehenden Heterogenität eine Vereinheitlichung und 

damit auch Vereinfachung der Nomenklatur [159]. Basierend auf den RCAN-Genen 

entstehen jedoch durch alternatives Splicing oder differentielle Initiation der 

Transkription mehrere Isoformen. Die verstärkte oder verminderte Expression dieser 

Gene kann entsprechende Krankheitsbilder hervorrufen. Zum Beispiel stellten ERMAK et al. 

einen Zusammenhang zwischen der chronischen Überexpression des RCAN1-Gens 

(z.B. bei Trisomie 21) und dem Auftreten von Morbus Alzheimer her [160]. 
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Aber auch das klinische Erscheinungsbild des Down-Syndroms oder die kardiale 

Hypertrophie werden mit der unphysiologischen Expression dieses Gens in Verbindung 

gebracht [161]. 

Genfamilie Synonym Referenz 

RCAN1 

DSCR1 

Adapt78 

MCIP1 

Calcipressin, Csp1, CALP1 

RCAN1 

[162] 

[160] 

[163] 

[164], [165], [166] 

[161] 

RCAN2 ZAKI-4 [167] 

RCAN3 
DSCR1L2 

RCAN3 

[168] 

[169] 

 
Tab. 2: Nomenklatur der humanen RCAN-Gene bzw. -Genprodukte. (modifiziert nach [159]) 
Die Bedeutung der verwendeten Abkürzungen ist im Abkürzungsverzeichnis aufgeführt, soweit das Akronym nicht 
schon im Text erläutert wurde. 

 

Unabhängig davon wurde mit Hilfe einer katalytisch inaktiven und C-terminal trunkierten 

Calcineurin-Variante als bait im Hefe-Dihybrid-System das Protein Cabin1/Cain als 

Bindungspartner identifiziert [170]. Mehrere Arbeiten belegen, dass Cabin1/Cain 

Calcineurin in zwei zellulären Prozessen inhibiert. Zum Einen führt die Überexpression 

dieses Proteins in T-Lymphozyten zu einer verminderten transkriptionellen Aktivierung 

des IL-2-Promoters nach Stimulation der T-Zell-Rezeptor-Signaltransduktion durch 

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) und Ionomycin [170, 171]. Dabei sind für die 

Interaktion zwischen Cabin1/Cain und Calcineurin sowohl der Ca2+-Anstieg, als auch die 

Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) essentiell. Cabin1/Cain ist ein Phosphoprotein, 

welches in nicht-aktivierten T-Lymphozyten in einer hypophosphorylierten Form vorliegt 

und erst durch PKC-katalysierte Phosphorylierung eine Konformationsänderung erfährt, 

wodurch sich die Affinität zu Calcineurin drastisch erhöht. Dies könnte eventuell einen 

Sicherheitsmechanismus darstellen, um die Calcineurin-Aktivität im Laufe der T-Zell-

Aktivierung zu begrenzen. Zum Anderen ist die synaptische Vesikel-Endozytose der zweite 

wichtige Prozess [172]. Cabin1/Cain ist ein Multidomänen-Protein, in dem neben einer 

kurzen C-terminal lokalisierten Calcineurin-Bindungsdomäne zahlreiche Prolin-Cluster zu 
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finden sind, welche über Src-homology 3 (SH3)-Domänen putativer Interaktionspartner 

gebunden werden können. Amphiphysin enthält eine SH3-Domäne und ist Bestandteil 

eines großen Proteinkomplexes, der für die Ca2+-abhängige synaptische Vesikel-

Endozytose und folgende Freisetzung von Neurotransmittern an den Nervenendigungen 

verantwortlich ist. Durch Überexpression von Cabin1/Cain wird in HEK293-Zellen die 

Transferrin-Endozytose unterbunden, wie auch alternativ durch Inkubation mit PP2B-

Inhibitoren. Über die Interaktion mit Dynamin 1 ist Calcineurin in den Endozytose-

Proteinkomplex eingebunden und Cabin1/Cain fungiert als negativer Regulator von 

Calcineurin und der Neurotransmitter-Endozytose [173]. Neben den proteinischen 

Modulatoren wurden mittlerweile auch nicht-proteinische Effektormoleküle beschrieben. 

Beispielhaft soll hier ein Gangliosid aus dem Gehirn von Rattus norvegicus erwähnt 

werden, welches aus einer fraktionierten Membran-Präparation isoliert und als 

Calcineurin-inhibierend beschrieben wurde [174]. 

 

1.3.5 Therapeutisch relevante Calcineurin-Inhibitoren 

Obwohl es mehrere Substanzen gibt, die zielgerichtet als Calcineurin-Inhibitoren 

entwickelt oder deren PP2B-hemmende Eigenschaften eher zufällig entdeckt wurden 

[175], sind aus dieser Arzneistoffgruppe in der EU momentan nur 3 Substanzen 

zugelassen: Ciclosporin (Sandimmun® und Generika), Tacrolimus (Prograf®, Protopic® und 

Generika) und Pimecrolimus (Elidel®). Diese werden je nach Indikation topisch und/oder 

systemisch angewandt. 

 

1.3.5.1 Cyclosporine 

Die ersten beiden Vertreter der Cyclosporine (Cyclosporin A (CsA) und C (CsC)) wurden im 

Jahr 1976 von einer Arbeitsgruppe der damaligen Sandoz AG in Basel aus 

Kulturüberständen eines Pilzes isoliert, der fälschlicherweise als Trichoderma polysporum 

bestimmt wurde. Der Mikroorganismus wurde aus Bodenproben vermehrt, die aus 

Wisconsin (USA) und Hardanger Vidda (Norwegen) stammten. Erst im Jahr 1992 konnten 

STIMBERG et al. mittels elektrophoretischem Karyotyping charakteristische 

Chromosomenlängen-Polymorphismen bestimmen und den Fehler bei der Stamm-

Bestimmung aufdecken. Bei dem Cyclosporin-Produzenten handelt es sich eigentlich um 
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den Schlauchpilz Tolypocladium inflatum GAMS, der heute immer noch zur Gewinnung 

dieser Sekundärmetabolite herangezogen wird und großtechnisch in belüfteter 

Submerskultur wächst. 

 

Abb. 5: Struktur von Cyclosporin A. 
Dargestellt ist die zyklische Struktur des Cyclosporin A-Moleküls mit Nummerierung der 11 Aminosäuren. Die Namen 
der einzelnen Bausteine sind Tab. 3 zu entnehmen. 

 

Die Cyclosporine sind cyclische Undekapeptide mit mehreren nicht-proteinogenen 

Aminosäuren (D-Ala, Sar oder MeBmt) und partiellen N-Methylierungen der 

Peptidbindungen (Abb. 5). Obwohl CsA und CsC bei der Aufreinigung mengenmäßig den 

Hauptanteil darstellen, konnten in den darauf folgenden Jahren noch zahlreiche weitere 

Cyclosporine isoliert und zum Teil auch chemisch und zellbiologisch analysiert werden 

(Tab. 3). Auf Grund der nicht-proteinogenen Aminosäuren in den Molekülen ist davon 

auszugehen, dass die Cyclosporine nicht durch ribosomale Proteinsynthese gebildet 

werden. Im Jahr 1990 wurde von LAWEN et al. aus dem Pilz eine Cyclosporin-Synthease 

(Uniprot: Q09164, Gen: simA) aufgereinigt und untersucht [176]. Das hochmolekulare 

Multidomänen-Enzym (15281 aa, 1,69 MDa), welches mehrere Einzelaktivitäten (z.B. 

Polyketid-Synthase, AMP-abhängige Ligase und SAM-abhängige Methylase) in sich 

vereint, biosynthetisiert alle natürlich vorkommenden Cyclosporine und kann durch 

gezielte Zufuhr ausgewählter Precursor-Moleküle die Bildung bestimmter Metabolite 

fördern. 
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So kann z.B. die Ausbeute an CsA durch Zufuhr von DL-�r-Abu von 77 % auf 100 % 

gesteigert oder die Synthese von CsG durch Anreicherung des Kulturmediums mit L-Nva 

überhaupt erst ermöglicht werden [177]. 

 

Cs            
 

 
 

Tab. 3: Auflistung der Aminosäureabfolgen in den Cyclosporinen A bis Z. (modifiziert nach [178]) 
Die Aminosäuresequenz des CsA bildet die Basis für den Vergleich der anderen 25 aufgereinigten Pilz-Metabolite. Vom 
CsA abweichende Ringglieder sind blau dargestellt. Bmt= (4R)-4-((E)-2-Butenyl)-4-methyl-L-Threonin 

 

Dreizehn der in Tab. 3 aufgeführten Substanzen zeigen eine starke bis schwache 

immunsuppressive Aktivität, die in vivo mit einer Calcineurin-Inhibition in Verbindung 

steht [178]. Obwohl CsA oft als Calcineurin-Inhibitor bezeichnet wird, ist diese 

Bezeichnung streng genommen nicht richtig. In diversen Phosphatase-Aktivitätsassays mit 

rekombinant hergestelltem oder aus Gewebe-isoliertem Calcineurin ist in Gegenwart von 

CsA kein Hemmeffekt nachweisbar. Eine Hemmung kommt nur zustande, wenn ein 

„Vermittler-Protein“ zugegen ist. 
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Solch ein Protein ist zum Beispiel Cyclophilin 18 (Cyp18), welches als Mitglied der 

Cyclophilin-Familie zur Enzymklasse der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPIasen) 

(EC 5.2.1.8) gehört und im Komplex mit CsA die katalytische Aktivität des Calcineurins in 

einer als „gain-of-function“ bezeichneten Weise inhibiert [179]. Es ist demzufolge ein 

bifunktionelles Molekül mit einer Bindungsdomäne für Calcineurin und einer für Vertreter 

der Cyclophiline (Abb. 6). 

 

Abb. 6: Cyclosporin A als bifunktionelles Molekül. 
Die Aminosäuren 4 bis 8 (gelb) sind an der Interaktion mit Calcineurin beteiligt und die Aminosäuren 1, 2, 10 und 11 an 
der mit Cyp18 (grün). 

 

PPIasen kommen ubiquitär sowohl in prokaryotischen als auch in eukaryotischen 

Lebewesen vor und katalysieren dort die cis/trans-Isomerisierung der Peptidbindung 

N-terminal von Prolin-Resten in Oligopeptiden und Proteinen [180-182]. Die PPIasen 

werden entsprechend ihrer Aminosäuresequenz-Homologie und Inhibierbarkeit durch 

CsA oder Tacrolimus (FK506) in die Familie der Cyclophiline (Cyp), der FK506-bindenden 

Proteine (FKBP) und die der Parvuline (Par) eingeteilt. Die Peptidyl-Prolyl-cis/trans-

Isomerisierungsaktivität des prototypischen Cyp18 wird durch Bindung an CsA mit 

Ki-Werten im einstelligen nanomolaren Bereich gehemmt [181]. Zur FKBP-Familie 

gehörten ursprünglich Proteine, wie z.B. FKBP12, welche FK506 mit vergleichbar hoher 

Affinität binden können, wodurch sich deren PPIase-Aktivität ebenfalls vermindert [183]. 

Mittlerweile existieren aber auch Mitglieder, die konstitutiv PPIase-inaktiv sind (FKBP38 

[184] oder FKBP36 [185, 186]). Im Gegensatz dazu sind Vertreter der Parvuline, weder 

alleine, noch in Komplexen mit bislang identifizierten Inhibitoren in der Lage, Calcineurin 

zu inhibieren (eigene unpublizierte Arbeiten). 
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1.3.5.1.1 Cyclosporin A 

CsA (INN: Ciclosporin) ist aufgrund seiner großen medizinischen Bedeutung das am 

besten charakterisierte Cyclosporin. Seine Einführung in die klinische Therapie hat vor 

allem die Erfolge und Fortschritte der Transplantationsmedizin in den letzten Jahrzehnten 

beflügelt, wenn nicht sogar erst ermöglicht. 

Ciclosporin ist in Deutschland für folgende Indikationen zugelassen [187]: 

�x Prophylaxe der Transplantat-Abstoßung nach allogenen Transplantationen von Niere, 

Leber, Herz, Herz-Lunge, Lunge und Pankreas sowie Behandlung der Transplantat-

Abstoßung bei Patienten, die zuvor andere Immunsuppressiva erhalten haben 

 

�x Prophylaxe der Transplantat-Abstoßung nach Knochenmark-Transplantationen; 

Prophylaxe und Therapie der Graft-versus-Host-Krankheit 

 

�x schwere endogene Uveitis 

- manifeste, nicht infektiöse Uveitis intermedia oder posterior mit Erblindungsgefahr,  

a(soweit die übliche Therapie nicht anspricht oder unvertretbare UAW auftreten) 

- Behçet-Uveitis mit rezidivierend-entzündlicher Mitbeteiligung der Retina 

 

�x schwerste therapieresistente Formen der Psoriasis, insbesondere vom Plaque-Typ, die mit 

einer konventionellen systemischen Therapie nicht ausreichend behandelbar sind 

 

�x steroidabhängiges und steroidresistentes nephrotisches Syndrom infolge glomerulärer 

Krankheiten wie glomerulärer Minimalveränderungen, fokaler segmentaler 

Glomerulosklerose oder membranöser Glomerulonephritis bei Erwachsenen und Kindern, 

bei denen Glucocorticoide oder Alkylanzien entweder nicht ausreichend wirksam oder 

aufgrund ihrer Risiken nicht vertretbar sind 

 
�x schwere aktive rheumatoide Arthritis bei Patienten, bei denen sich eine konventionelle 

Therapie einschließlich mindestens eines stark wirksamen Basistherapeutikums (z.B. 

Sulfasalazin, parenterale Goldverbindungen, niedrig dosiertes Methotrexat) als 

ungeeignet erwiesen hat 

 

�x schwere therapieresistente Formen einer länger bestehenden atopischen Dermatitis, die 

mit einer konventionellen Therapie nicht ausreichend behandelbar sind 
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Dabei kommt der Arzneistoff in unterschiedlichen Darreichungsformen zum Einsatz: 

Weichkapsel, Lösung zur Einnahme, Augentropfen, Konzentrat zur Zubereitung einer 

Infusionslösung und ein speziell formuliertes Präkonzentrat (Sandimmun Neoral®) zur 

oralen Einnahme bzw. in einer Weichkapsel, aus denen in vivo eine Nanoemulsion 

entsteht. Die im Gastrointestinaltrakt gebildete Emulsion hat gegenüber den 

konventionellen Oralia mehrere Vorteile bezüglich der Pharmakokinetik. Die 

Verabreichung von Sandimmun Neoral® resultiert in einer 59 % höheren cmax und einer 

ca. 29 % höheren Bioverfügbarkeit als Sandimmun®. Dabei wird cmax schon nach 1-2 h 

erreicht. Die Beziehung zwischen Dosis und area under the curve (AUC) von Ciclosporin ist 

im therapeutischen Dosisbereich linear, obwohl die interindividuelle und intraindividuelle 

Variabilität für AUC und cmax etwa 10-20 % beträgt [187]. 

CsA stellt nicht nur galenisch eine Herausforderung dar (BCS Klasse II), sondern besitzt 

auch eine relativ geringe therapeutische Breite. Deshalb müssen die Wirkstoff-Spiegel 

engmaschig kontrolliert werden, um das Auftreten und die Stärke von UAW zu 

minimieren und gleichzeitig eine ausreichende Immunsuppression zu gewährleisten. 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 führt gehäuft zu 

Abstoßungsreaktionen und damit zu einem geringerem Transplantatüberleben. Für die 

meisten Indikationen werden Vollblut-Spiegel von 150-300 ng/ml angestrebt, wobei die 

Tal-Spiegel im Regelfall nicht unter 50-150 ng/ml sinken dürfen [187]. Die 

Metabolisierung erfolgt zu einem großen Teil über CYP3A4/5, CYP2C8 und CYP2C9, so 

dass zahlreiche Pharmaka oder Nahrungsbestandteile die Pharmakokinetik verändern 

können. Darüber hinaus wird der Arzneistoff sehr effizient durch den ABC-Transporter 

P-Glycoprotein (P-gp) befördert. Experimentell hat man versucht, diesen Umstand 

auszunutzen, um die P-gp-vermittelte multidrug resistence (MDR) von Tumorzellen zu 

unterlaufen und deren Sensitivität gegenüber Zytostatika zu erhöhen [188, 189]. 

Mittlerweile wurden auf Grund der überzeugenden Ergebnisse auch mehrere klinische 

Studien initiiert, deren vorläufige Auswertungen positiv ausfielen [190-193]. 
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Allerdings birgt das immunsuppressive CsA auch selbst ein Tumor-promovierendes 

Potential in sich, da entartete Zellen vom Immunsystem nun nicht mehr so effizient 

bekämpft werden können und die Inzidenz für bestimmte Tumorerkrankungen steigt 

[194, 195]. Außerdem aktiviert die Substanz den transforming growth factor beta (TGF�t�•-

Signalweg, der mit der Proliferation und der Differenzierung von (Tumor-)Zellen in 

Verbindung steht. ���]���� ���l�š�]�À�]���Œ�µ�v�P�� �À�}�v�� �d�'�&�t��wird auch als eine molekulare Ursache für 

das Auftreten einer Reihe von UAW diskutiert, wie z.B. der renalen Fibrosierung oder 

gingivalen Hyperplasie [196]. ���]�v�� �d�'�&�t-neutralisierender Antikörper war hingegen im 

Tiermodell in der Lage, die Entwicklung der beschriebenen UAWs aufzuhalten [197]. 

Bislang wurden erst zwei Kristallstrukturen des humanen Calcineurin/CsA/Cyp18-

Komplexes veröffentlicht (PDB 1MF8 und 1M63), welche im Jahr 2002 von zwei 

Arbeitsgruppen unabhängig von einander aufgeklärt werden konnten [198, 199]. In 

beiden Modellen bindet der CsA/Cyp18-Komplex nicht im aktiven Zentrum des Enzyms, 

sondern nur in dessen Nähe, so dass vermutlich auch sterische Effekte zur Inhibition 

beitragen. Die Bindung findet dabei in der so genannten latch-Region der Phosphatase 

statt, die durch Interaktion der regulatorischen Untereinheit mit der katalytischen 

Untereinheit geformt wird (Abb. 7). So ist es gut vorstellbar, dass die gezielte 

Modifikation des CsA-Moleküls, speziell in den Kontaktregionen zum Cyclophilin bzw. 

Calcineurin, Derivate mit neuen pharmakodynamischen Eigenschaften hervorbringen 

sollte. Von Seiten der biochemischen bzw. pharmakologischen Grundlagenforschung, 

aber auch klinisch interessant wären z.B. monofunktionelle Inhibitoren, die entweder 

Cyclophiline oder Calcineurin inhibieren können oder deren Aktivität bzw. Lokalisation 

modulierbar ist. Die Entwicklung Cyclophilin-spezifischer CsA-Derivate war bereits 

mehrfach erfolgreich [200-202], die Veränderung zu anderen Wirkqualitäten hin ist nach 

eigenen Erfahrungen weitaus schwieriger zu realisieren, aber möglich. Auch in den 

nächsten Jahren und Jahrzehnten werden sicher weitere neue Derivate synthetisiert und 

charakterisiert, die entweder nebenwirkungsärmer sind, ein verbessertes 

pharmakokinetisches Profil besitzen oder gänzlich neue Eigenschaften aufweisen und 

damit neue Indikationen beanspruchen. 
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Abb. 7: Ausschnitt aus der Röntgen-Kristallstruktur des CaN/CsA/Cyp18-Komplexes. (PDB: 1M63) 
Das Bild zeigt CsA (grau) im Komplex mit humanem �����o���]�v���µ�Œ�]�v�� ���� �r�� �~cyan)/B1 (grün) und humanem Cyp18 (gelb) 
basierend auf den Daten von HUAI et al. [198]. In der Vergrößerung sind die Positionen 1 (MeBmt; violett), 3 (L-Sar; rot) 
und 8 (D-Ala; blau) des CsA farblich hervorgehoben, um die Orientierung des Moleküls im Komplex zu verdeutlichen. 

 

Ein weiterer spannender pharmakodynamischer Aspekt des CsA ist dessen Wirkung auf 

das Human immunodeficency virus (HIV). Schon 1992 entdeckten KARPAS et al., dass 

sowohl CsA, als auch FK506 das Wachstum von HIV1- und HIV2-infizierten CD4+-Zellen 

inhibieren können [203]. Die Idee der Entwicklung neuer HI-antiviraler Medikamente 

wurde von Forschern der damaligen Sandoz AG aufgegriffen, die daraufhin SDZ NIM811 

(MeIle4-CsA, siehe Abb. 12) als nicht immunsuppressives Derivat entwickelten und 

ausgiebig testeten [204]. Es stellte sich heraus, dass durch derartige Cyp-Inhibitoren 

vermutlich die Cyp18-gag-Interaktion 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 Cyp18 

vermutlich das Virus-Capsid stabilisiert, den nukleären Import fördert und damit die 

Replikationseffizienz erhöht [206, 207]. 
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1.3.5.2 Tacrolimus 

FK506 (INN: Tacrolimus) wurde im Jahr 1987 von Wissenschaftlern der Fujisawa 

Pharmaceutical Company in Osaka aus Kulturüberständen des gram-negativen 

Bakteriums Streptomyces tsukubaensis isoliert und detailliert untersucht. Es zeigte sich 

schnell, dass die immunsuppressive Wirkung der neuen Verbindung dem CsA in nichts 

nachstand, wie in mehreren in vitro- und in vivo-Testmodellen beobachtet wurde [208-

213]. Im Gegenteil, FK506 erwies sich sogar oft als die potentere Substanz [214, 215]. 

A 

 

B 

 

Abb. 8: Struktur von Ascomycin und Tacrolimus. 
Darstellung der chemischen Struktur von (A) Ascomycin (FK520; FR-900520) und (B) Tacrolimus (FK506). Der 
strukturelle Unterschied zum Ascomycin (Ally- statt Ethyl-Gruppe) in Position 21 ist markiert. 

 

Strukturell leitet sich FK506 vom Naturstoff Ascomycin ab (Abb. 8), wobei letzterer schon 

in den frühen 1960er Jahren als vermeintliches Antibiotikum aus Streptomyces 

hygroscopicus isoliert wurde [216]. Im Jahr 1988 reinigten HATANAKA et al. eine Substanz 

(FR-900520) aus Fermentationsüberständen auf, die immunsuppressive Eigenschaften 

hatte [217]. Durch NMR-Untersuchungen konnte deren chemische Struktur aufgeklärt 

und die Übereinstimmung mit Ascomycin festgestellt werden [218]. Daraufhin wurden in 

den folgenden Jahren zahlreiche Derivate - meist durch Substitution in Position 32 - 

synthetisiert und in Hinblick auf ihr therapeutisches Potential getestet [219-222]. 

Ascomycin wurde bislang nicht als immunsuppressives Medikament zugelassen. Über die 

möglichen Gründe kann nur spekuliert werden. So konnte für Ascomycin z.B. im 
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Tiermodell eine nicht-lineare Pharmakokinetik (ceiling-Effekt) vermutlich durch limitierte 

Resorption nach oraler Applikation festgestellt werden [223]. Darüber hinaus ist das 

immunsuppressive Potential im murinen Graft-versus-Host- bzw. Herztransplantat-Modell 

im Vergleich mit FK506 geringer [224]. 

 

Abb. 9: Tacrolimus als bifunktionelles Molekül. 
Gezeigt ist die Makrolactam-Struktur des Tacrolimus mit seiner Calcineurin-Bindungsregion (orange) und dem FKBP-
Interaktionsmotiv (blau). 

 

Im Mikroorganismus wird FK506 mit Hilfe einer multifunktionellen Polyketid-Synthase aus 

entsprechenden Vorstufen gebildet [225]. Das finale Molekül hat ebenso wie CsA 

bifunktionelle Eigenschaften: neben einem Bindemotiv für Calcineurin sind mehrere zum 

Teil heterozyklische 6-Ringstrukturen als Interaktionsmotiv für FKBP in einem 

Makrolactam vereint (Abb. 9). In den letzten Jahren wurden bereits mehrere 3D-

Strukturen für diverse FK506/FKBP-Komplexe (nicht gezeigt) und eine für den bovinen 

Calcineurin/FK506/FKBP12-Komplex (Abb. 10) aufgeklärt. Auch bei FK506 haben 

Medizinalchemiker versucht, die FKBP-Inhibition strukturell von der Calcineurin-Inhibition 

abzutrennen. Dabei wurde vor allem auf die spezifische Hemmung der FKBP fokussiert. 

Die in Analogie zu den Cyclophilinen ebenfalls ubiquitär vorkommenden FKBP, sind im 

physiologischen und pathologischen Geschehen von Bedeutung. Neben Hsp70 und 90 ist 

FKBP52 Bestandteil des nicht-aktivierten Mineralocorticoid-Rezeptor-Komplexes [226]. 

Aber auch die Hormon-Bindung und die nukleäre Translokation des Glucocorticoid-

Rezeptor-Komplexes wird durch FKBP52 gefördert, während FKBP51 darauf eher 
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hemmend wirkt [227]. FKBP51 scheint vorzugsweise an neuronalen Prozessen beteiligt zu 

sein. Dieses Protein wird unter anderem mit der Regulation des Schlaf-Wach-Rhythmus 

und der Entwicklung psychischer Erkrankungen, wie z.B. Depressionen in Verbindung 

gebracht [228]. 

 

 

Abb. 10: Ausschnitt aus der Röntgen-Kristallstruktur des CaN/FK506/FKBP12-Komplexes. (PDB: 1TCO) 
Abgebildet ist FK506 (grau) im Komplex mit bovinem �����o���]�v���µ�Œ�]�v�� ���� �r�� �~���Ç���v�•�l���í�� �~�P�Œ�º�v�•�� �µ�v����bovinem FKBP12 (orange), 
basierend auf den Daten von GRIFFITH et al. [229]. Die Bindungsstelle für den FK506/FKBP12-Komplex liegt am 
Calcineurin-Molekül etwas oberhalb der des CsA/Cyp18-Komplexes und überlappt mit dieser nur partiell (vgl. Abb. 7). 

 

Zusätzlich zeigen niedermolekulare FKBP-Inhibitoren in verschiedenen Tiermodellen 

neuroprotektive und -regenerative Eigenschaften [230]. GPI1046 ist eine solche 

experimentelle Substanz, die z.B. in vitro primäre dopaminerge Neurone vor einer 

Schädigung durch die neurotoxischen Substanzen 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-

tetrahydropyridin (MPTP) und 6-Hydroxydopamin (6HODA) schützen kann [231]. 

Mittlerweile konnten diese Wirkungen bereits in vivo in mehreren Rattenmodellen 

bestätigt werden [232, 233]. Die Nachfolgersubstanz GPI1485 zeigte in präklinischen Tests 

ähnliche Effekte für die Behandlung des Morbus Parkinson [234]. Von der Firma Vertex 

Pharmaceutical wurde mit V10367 eine Verbindung entwickelt, welche in Rattenmodellen 

für Rückenmarks- und periphere Nervenverletzungen die Wiedererlangung der Funktion 

und eine Nervenregeneration beschleunigt [235-237]. 
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Zugelassen ist Tacrolimus in Deutschland für folgende Indikationen: 

Oralia bzw. Parenteralia [238]: 

�x Prophylaxe der Transplantatabstoßung bei Leber-, Nieren- oder Herztransplantat-

Empfängern 

 

�x Behandlung der Transplantatabstoßung, die sich gegenüber anderen Immunsuppressiva 

als therapieresistent erweist 

 

Dermatika [239]: 

�x Behandlung des Ekzemschubs  

Erwachsene und Jugendliche (ab 16 Jahren) 

Behandlung des mittelschweren bis schweren atopischen Ekzems bei Erwachsenen, die 

auf herkömmliche 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 herkömmliche Therapie wie z. B. topische Kortikosteroide 

angesprochen haben 

 

�x Erhaltungstherapie 

Behandlung des mittelschweren bis schweren atopischen Ekzems zur Vorbeugung von 

Ekzemschüben und zur Verlängerung der schubfreien Intervalle bei Patienten mit 

häufigen Exazerbationen (d. h. 4 x pro Jahr oder öfter), die initial auf eine Behandlung mit 

zweimal täglicher Applikation von Tacrolimus-Salbe nach spätestens 6 Wochen 

ansprechen (Ekzeme abgeheilt, fast abgeheilt oder nur noch leichte Läsionen) 

 

Im off-lable-use wäre FK506 z.B. auch zur symptomatischen Behandlung der Psoriasis gut 

geeignet, wie mehrere experimentelle Ansätze und mittlerweile auch eine klinische 

Pilotstudien belegen [240-242]. Mögliche Darreichungsformen für den Arzneistoff sind: 

Hartkapseln, Retardtabletten, Konzentrat zur Herstellung einer Infusionslösung und 

hydrophobe Salbe. 
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Je nach transplantiertem Organ und individueller Situation (Alter und Gesundheitszustand 

des Patienten bzw. Komedikation) erfolgt die Dosierung des Tacrolimus, wobei 

Konzentrationen im Vollblut zwischen 5 und 20 ng/ml angestrebt werden, die in der 

Erhaltungstherapie aber oft reduziert werden können. 

Aufgrund seiner schlechten Löslichkeit, aber guten Penetration, wird Tacrolimus auch in 

die Klasse II des BCS eingeordnet [243]. Bereits in den Enterozyten wird ein Teil des 

Arzneistoffs durch CYP3A4 metabolisiert, wie auch nachfolgend in der Leber. Es wurden 

bereits mehrere Metabolite mit geringer oder fehlender immunsuppressiver Wirkung 

nachgewiesen, wobei im systemischen Kreislauf allerdings nur ein inaktiver Metabolit 

aufgefunden wurde. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die 

Metabolisierungsprodukte nicht zu den pharmakodynamischen Wirkungen von 

Tacrolimus beitragen. Der Arzneistoff ist aber nicht nur Substrat, sondern auch ein 

Inhibitor des CYP3A4-Enzyms. Daraus lässt sich ein bedeutendes Interaktionspotential mit 

anderen Arzneistoffen und Nahrungsmitteln ableiten, welches dadurch ein großes Risiko 

für Über- und Unterdosierungen in sich birgt. Unterdosierungen führen zu einer 

unzureichenden Immunsuppression und Überdosierungen zu einem gehäuften Auftreten 

von UAWs. Diese betreffen nahezu alle Organsysteme und sind im Folgenden 

auszugsweise aufgeführt: Blutbildungsstörungen (Anämie, Leuko- und 

Thrombozytopenie), hyperglykämisch Zustände, Hyperkaliämie, Krampfanfälle, 

Parästhesien, Tremor, Tinnitus, Ischämie der Koronargefäße, Hypertonie, Hepatitis mit 

Ikterus und Nierenfunktionsstörungen (Oligurie, Tubulusnekrose, akutes Nierenversagen) 

[238]. Gleichzeitig ist die Inzidenz für bakterielle, virale, mykotische und protozoale 

Infektionen erhöht, wie auch für benigne und maligne Neoplasien einschließlich Epstein-

Barr-Virus-(EBV)-assoziierte lymphoproliferative Erkrankungen und Tumore der Haut. 

Pharmakokinetische Untersuchungen haben ergeben, dass cmax nach 1-3 h mit einer 

durchschnittlichen BV von 20-25 % erreicht wird. Bei den meisten Patienten wird 

innerhalb von 3 d eine steady-state-Konzentration erreicht. Der Nahrungsmittel-Effekt ist 

stark ausgeprägt: so konnte im Vollblut nach einer Mahlzeit mit moderatem Fettgehalt 

(34 %) eine Reduktion der AUC um 27 % und cmax um 50 % , sowie eine Erhöhung von tmax 

auf 173 % beobachtet werden. Die Verteilung von Tacrolimus kann nach einem 

2-Kompartiment-Modell beschrieben werden, wobei der meiste Arzneistoff im Blut an 
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Erythrozyten gebunden vorliegt. Nur 20 % liegen im Plasma an Serumalbumin und 

�r1-saures Glycoprotein adsorbiert vor, was letztendlich zu einem apparenten 

Verteilungsvolumen von 1300 l und bei gesunden Probanden zu einer Gesamtkörper-

Clearance von 2,5 l/h führt [238]. Experimentell wurde in gesunden Individuen eine HWZ 

von 43 h bestimmt. Weniger als 1 % des applizierten Tacrolimus wird unverändert über 

den Urin und Fäzes ausgeschieden, wobei die hepato-billiäre Elimination den Hauptweg 

darstellt. 

 

1.3.5.3 Pimecrolimus 

Der Arzneistoff Pimecrolimus (Elidel®; SDZ ASM 981) ist ebenfalls ein halbsynthetisches 

Ascomycin-Derivat (Abb. 11) und wurde 1997 von Wissenschaftlern der Novartis Pharma 

AG synthetisiert [244]. Er weist ebenfalls immunsuppressive Eigenschaften auf, wird 

allerdings momentan nur topisch in Form einer 1 %igen O/W-Creme angewandt. 

A 
 

 

B 

 
Abb. 11: Struktur von Ascomycin und Pimecrolimus. 
Vergleichende Darstellung der chemischen Struktur von (A) Ascomycin (FK520; FR-900520) und (B) Pimecrolimus. Der 
strukturelle Unterschied zum Ascomycin in Position 32 (Chlor statt Hydroxyl-Gruppe) ist markiert. 

 

In zahlreichen Tiermodellen der allergischen Kontaktdermatitis konnte für Pimecrolimus 

eine anti-inflammatorische Aktivität nachgewiesen werden [245]. Diese war äquipotent 

im Vergleich mit Clobetasol-17-propionat, dem stärksten topisch wirksamen 
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Glucocorticoid. Im Gegensatz zu diesem häufig verordneten Cortisol-Derivat verursacht 

Pimecrolimus jedoch keine Atrophie der Haut und beeinflusst auch nicht die Funktion der 

Langerhans-Zellen der Epidermis bzw. dendritischen Zellen der Dermis [246]. Verglichen 

mit Tacrolimus zeigt es nach topischer Anwendung weniger systemische Effekte, 

vermutlich durch Anreicherung in den oberen Hautschichten in Verbindung mit einer 

verminderten transkutanen Resorption [247]. Somit rückt die anti-inflammatorische 

Wirkung - speziell bei atopischer Dermatitis - deutlich in den Vordergrund [248, 249]. 

Auch eine längerfristige Behandlung (bis zu 24 Monaten) dieser Erkrankung mit 

Pimecrolimus ist möglich und nicht durch abnehmende Wirksamkeit oder das Auftreten 

zusätzlicher UAWs limitiert [250]. Ein weiterer Aspekt ist die Hemmung der Degranulation 

von aktivierten Mastzellen durch den Arzneistoff [251]. Mehrere klinische Studien 

konnten zusätzlich den therapeutischen Wert von Pimecrolimus in der Behandlung der 

Psoriasis belegen [245, 252]. 

In Deutschland ist Pimecrolimus für nachfolgende Indikationen zugelassen [253]: 

�x Behandlung von Patienten ab 2 Jahren mit leichtem oder mittelschwerem atopischem 

Ekzem, wenn eine Behandlung mit topischen Kortikosteroiden entweder nicht 

angebracht oder nicht möglich ist, wie z. B. bei: 

- Unverträglichkeit gegenüber topischen Kortikosteroiden 

- mangelnder Wirksamkeit von topischen Kortikosteroiden 

- Anwendung im Gesicht und Halsbereich, wo eine intermittierende Langzeitbehandlung 

amit topischen Kortikosteroiden nicht empfehlenswert ist 

 

Das Präparat Elidel® soll zwei Mal täglich auf die betroffenen Hautareale aufgetragen 

werden, wobei eine Okklusion zu vermeiden ist. Obwohl Pimecrolimus ausschließlich über 

CYP3A4 metabolisiert wird, sind Wechselwirkungen mit anderen Pharmaka aufgrund der 

minimalen Wirkstoffspiegel im Blut unwahrscheinlich. Als UAWs traten am Ehesten lokale 

Reaktionen, wie z.B. Hautinfektionen (Follikulitis) und ein Brennen an der 

Applikationsstelle auf. Allerdings wurden nach der Markteinführung auch Fälle von 

Malignität (kutane und andere Lymphome bzw. Hautkrebs) und Lymphadenopathie 

bekannt [253]. Die BV betrug nach dermaler Einmal-Applikation nur 0,03 % (22 h, 

Semiokklusion, Zwergschwein). 
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Aufgrund der Hautselektivität sind die Blutspiegel von Pimecrolimus nach topischer 

Anwendung sehr niedrig, so dass zur Metabolisierung in vivo keine validen Daten für 

größere Patientenkollektive verfügbar sind. Der Arzneistoff weist mit 99,6 % eine sehr 

hohe Plasma-Protein-Bindung auf, wobei er vornehmlich an Lipoproteine adsorbiert 

vorliegt. Die Elimination von radioaktiv-markiertem Pimecrolimus erfolgt zu 78,4 % über 

den Fäzes und nur zu 2,5 % über den Urin (bei 80,9 % Gesamtwiederfindungsrate), wobei 

unverändertes Pimecrolimus zu weniger als 1 % im Fäzes und im Urin gar nicht 

nachgewiesen werden konnte. Nach oraler Gabe einer Einmaldosis wurden hauptsächlich 

mäßig polare Metabolite, wie z.B. O-Demethylierungs- und Oxidationsprodukte im Blut 

gefunden [253]. 
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3 Zusammenfassung 
 

Die vorstehend aufgeführten Publikationen spiegeln in Auszügen meinen 

wissenschaftlichen Beitrag auf dem Gebiet der Calcineurin-(Inhibitor)-Forschung wider, 

wobei einige interessante Veröffentlichungen aus Platzgründen hier unerwähnt blieben. 

So konnten wir z.B. zeigen, dass der Prolin-reiche N-terminale Bereich im Calcineurin A�t 

maßgeblich zur Bindung der Phosphoprotein-Substrate beiträgt [39]. In einer anderen 

Arbeit wurden von uns die Ergebnisse einer umfangreichen komparativen Calcineurin-

Inhibitionsstudie mit FK506 im Komplex mit verschiedenen humanen FKBP-Isoformen 

vorgestellt [254]. 

In einem initialen Übersichtsartikel wurde ein umfassender Überblick über alle zum 

damaligen Zeitpunkt publizierten Calcineurin-Inhibitoren gegeben (Publikation 1; [175]). 

Dabei fanden niedermolekulare Verbindungen ebenso Eingang wie peptidische 

Strukturen und Proteine. Neben den chemischen Strukturen und IUPAC-konformen 

Bezeichnungen der Verbindungen sind ergänzend die Inhibitionsdaten - je nach 

Verfügbarkeit - als Ki-, KD- oder IC50-Werte aufgelistet. 

Mit Hilfe eines Phosphatase-Assays im Hochdurchsatz-Verfahren (HTPS) wurden 

umfangreiche Substanzbanken, die Naturstoffe und synthetische Verbindungen 

enthielten, auf das Vorhandensein putativer Calcineurin-Inhibitoren getestet 

(Publikation 2; [255]). Unter anderem wurden dabei mehrere hetrozyklische Synthetika 

als Hemmstoffe identifiziert. Dabei stellten sich 2,6-Diaryl-substituierte Pyrimidin-

Derivate als besonders potent heraus. Die Verbindung CN585 wurde für eine 

weiterführende enzymkinetische und zellbiologische Charakterisierung ausgewählt. Es 

zeigte sich, dass CN585 nur eine geringe Zytotoxizität aufwies und weder PPIasen, noch 

eine der anderen getesteten Proteinphosphatasen inhibieren konnte. Die 

immunsuppressiven Eigenschaften der Verbindung konnten in NFAT-Translokations-, 

Zytokin-Produktions- und Proliferationsassays überzeugend nachgewiesen werden. 

CN585 ist schon seit mehreren Jahren bei der Firma Merck-Millipore kommerziell 

erhältlich und steht damit der wissenschaftlichen Gemeinschaft für Forschungszwecke zur 

Verfügung. Daraus resultierten in den letzten Jahren unter anderem 2 US-Patente und 

zahlreiche Publikationen in hochrangigen Zeitschriften, wie z.B. Nature, Leukemia und 
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Human Molecular Genetics. Sicher werden diesen Veröffentlichungen noch weitere 

folgen. Um weitere wissenschaftliche Fragestellungen zu klären, könnte CN585 in Zukunft 

durchaus auch in Tiermodellen eingesetzt werden. Seine geringe Zytotoxizität sollte dies 

auf jeden Falle begünstigen. 

Die anfängliche Euphorie, mit der die Markteinführung von CsA als immunsuppressives 

Medikament begrüßt wurde, ist mittlerweile abgeebbt. Gründe dafür sind zum Einen die 

große Anzahl schwerwiegender UAWs, als auch die Verfügbarkeit neuer 

Immunsuppressiva, wie z.B. Mycophenolat-Mofetil mit einem günstigeren Nutzen/Risiko-

Verhältnis. Das Hauptproblem stellt jedoch die hohe CsA-assoziierte Nephrotoxizität dar, 

die gerade in der Langzeit-Medikation einen großen Stellenwert einnimmt [256-259]. 

Diese kann sich durch eine eventuell erforderliche Komedikation noch weiter erhöhen 

[260-263]. Allerdings sind die molekularen Mechanismen der Nephrotoxizität noch 

weitestgehend unbekannt. Es gibt aber mittlerweile einige Hypothesen und 

Erklärungsversuche. So wird in renalen Epithelzellen die PKC-Aktivität durch CsA in einer 

konzentrationsabhängigen Weise inhibiert, was von WALKER et al. als mögliche Ursache 

der Nierenschädigung angesehen wird [264]. Die Arbeitsgruppe um KUMANO et al. 

hingegen macht reaktive Sauerstoffspezies (ROS) dafür verantwortlich [265]. Eine neuere 

Arbeit von DJAMADI et al. stellt zur letzteren Hypothese eine Verbindung her: die mRNA 

und das phagozytären NADPH-Oxidase 2 (Nox2)-Protein selbst werden nach CsA-

Applikation verstärkt und TGF�t-abhängig gebildet, wie in vitro und in vivo (Tiermodell und 

klinische Studie) nachgewiesen wurde [266, 267]. Von einigen Arzneistoffen, wie z.B. 

Verapamil, Dihydropyridinen, Enalaprilat oder Phosphodiesterase 5 (PDE5)-Inhibitoren ist 

bekannt, dass sie im Tiermodell nephroprotektive Eigenschaften besitzen [268-271]. 

Möglicherweise ist es aber nicht die CsA-induzierte Calcineurin-Hemmung, sondern die 

simultane Inhibition der ubiquitär vorkommenden Cyclophiline, die zu einer irreversiblen 

Schädigung der Nieren führt. Aus diesem Grund haben wir in einem ersten Schritt 

versucht, ein CsA-Molekül zu entwicken, dessen Aktivität sich modulieren lässt 

(Publikation 3, [272]). Mit mehreren an Position 8 modifizierten CsA-Derivaten konnten 

wir demonstrieren, dass über die Einführung verschiedener Substituenten in dieser 

Zwischenkontaktregion sowohl die Inhibition von Calcineurin, als auch Cyp18 effektiv 

beeinflusst werden kann. Zusätzlich konnten wir ein photodeaktivierbares 
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caged compound (Cs11) synthetisieren und durch Lichteinwirkung in situ dessen 

immunsuppressive Wirkung irreversibel abschalten, wie wir eindrucksvoll in einem 

Zellproliferationstest und IL-2- ���Ì�Á�X�� �/�&�E�v-Produktionsassay mit peripheren 

mononucleären Zellen des Blutes (PBMC) belegen konnten. 

In einem zweiten Schritt haben wir versucht, ein CsA-Derivat zu entwickeln, welches die 

Proteinphosphatase-Aktivität des Calcineurins direkt, also ohne vorherige 

Komplexbildung mit einem Cyclophilin, hemmen kann. Die in Position 3 veränderte 

Verbindung [DAT-Sar3]-CsA erfüllte diese Forderung (Publikation 4; [273]). Dies war 

allerdings ein relativ überraschender Befund, da bis zu diesem Zeitpunkt im Allgemeinen 

davon ausgegangen wurde, dass für die Inhibition immer ein Cyclophilin zugegen sein 

muss. Auch dieses Derivat wurde detailliert untersucht. Leider war [DAT-Sar3]-CsA immer 

noch in der Lage, humanes Cyp18 im unteren nanomolaren Bereich zu hemmen, obwohl 

der dabei gebildete Komplex Calcineurin nicht mehr inhibiert. Deshalb konnte mit dieser 

Verbindung nur in vitro eine Calcineurin-Inhibition erzielt werden, welche sich aus den 

vorstehenden Gründen in vivo allerdings nicht realisieren ließ. [DAT-Sar3]-CsA ist aber ein 

erfolgversprechender Ausgangspunkt für die Entwicklung neuer CsA-basierender 

monofunktioneller Calcineurin-Inhibitoren mit hoher Spezifität und eventuell auch 

weniger UAWs. 

Eine weitere Herausforderung war die Herstellung thioxylierter CsA-Derivate und deren 

Verwendung als molekulare Sonden für die Untersuchung von Protein/Ligand-

Interaktionen (Publikation 5; [274]). Humanes Cyp18 hat im aktiven Zentrum in Position 

121 einen Tryptophan-Rest, dessen Fluoreszenz-Intensität sich mit der Bindung von CsA 

erhöht, während gleichzeitig ein konzentrationsabhängiger Blue-shift gemessen werden 

kann. Das Maximum der UV-Absorption des Tryptophans liegt um die 280 nm und das der 

thioxylierten Amidbindung bei ungefähr 275 nm, wodurch dessen Bindung am Protein 

einen Quenching-Effekt hervorruft. Dieser kann ausgenutzt werden, um 

fluoreszenzspektroskopisch zu verfolgen, wie Cyp18-gebundenes CsA durch ein in 

Position 7 thioxyliertes CsA-Derivat (Cs7) kompetitiv aus dem Komplex verdrängt wird. 

Mit Hilfe dieser Daten war es anschließend möglich, die koff-Werte verschieden gebildeter 

Cyp18/CsA-Komplexe experimentell zu bestimmen. 
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CsA ist - wie bereits erwähnt - ein sehr lipophiles Molekül und kann deshalb auch gut 

Lipidschichten durchdringen und sich intrazellulär anreichern, zumal viele Cyclophiline als 

CsA-Bindungspartner dort lokalisiert sind. Ein Ziel eines ambitionierten Projektes war es, 

CsA-Derivate zu entwickeln, deren Lipophilie durch die Einführung hydrophiler Reste so 

weit gesenkt wird, dass die Permeation der Zellmembran verhindert wird (Publikation 6; 

[275]). Ausgangspunkt war auch hier [D-Ser8]-CsA, in das eine hydrophile Hexa-

D-Glutamyl-Kette und zur visuellen Detektion des Derivats zusätzlich noch eine 

Tetramethylrhodamin-Gruppe eingeführt wurde. Die Verbindung 3 inhibiert Calcineurin 

in vitro zwar um den Faktor 30 schlechter als CsA, verlor durch die Modifizierung 

allerdings in vivo gänzlich seine Calcineurin-vermittelten immunsuppressiven 

Eigenschaften. Extrazelluläre Cyclophiline konnten von ihm jedoch immer noch potent 

und exklusiv inhibiert werden, was zuvor als Hauptziel definiert wurde. Diese Enzyme 

spielen unter anderem bei der Neuroprotektion, Epithel-Differenzierung und Leukozyten-

Migration durch Interaktion mit dem Zelloberflächen-Rezeptor CD147 eine wichtige Rolle 

[276-278]. In einem durchgeführten Leukozyten-Migrationsassay mit murinen CD4+ 

T-Lymphozyten konnte die Verbindung die Cyp18-abhängige Chemotaxis der Zellen fast 

auf Basalniveau reduzieren. In künftigen Studien könnte mit solchen Derivaten die 

Bedeutung der extrazellulären Cyclophiline - z.B. bei Entzündungsreaktionen - besser 

erforscht und eventuell die Basis für neue Medikamente geschaffen werden. 

In Kooperation mit der Firma SCYNEXIS Inc. konnten wir mit SCY-635 einen nicht mehr 

immunsuppressiven Cyclosporin-Abkömmling entwickeln, der die Hepatitis C-Virus (HCV)-

Replikation hemmt (Publikation 7; [279]). Klinische Befunde zeigten bereits, dass der Cyp-

Inhibitor CsA die RNA-Replikation und Proteinproduktion des HCV wirksam senken kann 

[280]. Dieser Effekt ließ sich jedoch mit nicht-immunsuppressiven Derivaten, wie z.B. 

Alisporivir (Debio 025) und SDZ NIM811 (Abb. 12) ebenso reproduzieren, so dass die 

Inhibition von Calcineurin als Wirkprinzip ausgeschlossen werden kann. Seit wenigen 

Jahren ist bekannt, dass die viralen nicht-strukturierten Proteine 5A und B (NS5A und 

NS5B) mit dem Cyp18 der Wirtszelle Komplexe bilden, die essentiell für die Replikation 

des HCV sind. Wie die Arbeit von CHATTERJI et al. nahelegt, scheint dabei die PPIase-

Aktivität des Cyclophilins eine entscheidende Rolle zu spielen [281]. Auf dieser Erkenntnis 

aufbauend wurde von SCYNEXIS zahlreiche in Position 3 und 4 modifizierte Verbindungen 
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synthetisiert und SCY-635 aus diesem Substanz-Pool ausgewählt. Die Verbindung inhibiert 

Cyp18 etwas potenter als CsA und zeigt im Komplex mit dieser PPIase bis 2 µM keinen 

Hemmeffekt auf Calcineurin. Eine geringe immunsuppressive Wirkung wurde nur bei sehr 

hohen Konzentrationen beobachtet. Darüber hinaus zeichnet sich SCY0635 durch eine 

vorteilhafte Pharmakokinetik aus. Der oral gut verfügbare Wirkstoff induziert weder die 

Bildung von CYP1A2, noch CYP2B6 oder CYP3A4 und ist nur ein schwacher Inhibitor bzw. 

Substrat für das P-gp. 

 

Abb. 12: Struktur ausgewählter nicht-immunsuppressiver CsA-Derivate. 
Dargestellt sind die Strukturen von SDZ NIM811 (Modifikation in Position 4), Alisporivir (Modifikation in Position 3 und 
4) und SCY-635 (Modifikation in Position 3 und 4) im Vergleich mit CsA. 

 

In einer in vitro-�<�}�u���]�v���š�]�}�v�•�•�š�µ���]���� �u�]�š�� �r-Interferon 2b zeigte die Verbindung 

synergistische und mit dem Nukleosid-Analogon Ribavirin additive Effekte in einem 

Luciferase-gekoppelten subgenomic replicon assay mit 72 h Inkubationsdauer. 

Mittlerweile wird in der Cyp18-Inhibition auch ein wirksames Prinzip für die Behandlung 

von Hepatitis B-Virus (HBV)- und HIV1-Infektion bzw. Koinfektionen gesehen. So wurde 

der neue Cyp-Inhibitor CPI-431-32 speziell für die Behandlung von HCV/HIV1-
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Koinfektionen entwickelt [282]. Auch die kürzlich publizierte Verbindung STG-175 zeigt 

bei allen HCV-Genotypen (1a-4a) eine exzellente antivirale Aktivität im unteren 

nanomolaren Bereich, wie auch in Kombinationsstudien bei HCV, HBV und HIV1 im 

einfachen, zweifachen oder dreifachen Infektionsmodell und basiert letztendlich ebenfalls 

auf einer potenten Cyp18-Inhibition [283]. 

In einem zweiten Review werden Möglichkeiten und Anwendungen der Photo-Schaltung 

beschrieben, mit deren Hilfe sowohl die Struktur, als auch die Funktion von Proteinen 

reversibel beeinflusst werden kann (Publikation 8; [284]). Dabei bietet die Nutzung der 

Photo-Schaltung mehrere Vorteile gegenüber anderen Verfahren. Zum Einen können 

selektiv Zellen oder subzelluläre Strukturen adressiert werden und zum Anderen kann 

durch Variation der Intensität ein gradueller Effekt hervorgerufen werden. Ein weiterer 

Vorteil kann bestehen, wenn Nah-IR- Strahlung (Bereich 700-800 nm) verwendet wird, da 

viele Gewebe für diesen Wellenlängenbereich nahezu transparent erscheinen und mit 

dieser 2-Photonen-Anregungstechnik sogar Tiefenwirkungen erzielt werden können. 

Exemplarisch werden in der Arbeit die strahlungsabhängige Aktivierung/Deaktivierung 

von bakteriellen Rhodopsinen in murinen Neuronen und die licht-induzierte Öffnung von 

ionotropen Glutamat-Rezeptoren vorgestellt. 

Die Etablierung eines photo-schaltbaren CsA/Cyp-Systems wurde in einer eigenen Arbeit 

verwirklicht (Publikation 9; [285]). Dafür wurden drei [Ser8]-CsA-Derivate synthetisiert, bei 

denen über Position 8 ein Azobenzen als photo-sensitives Element in das Molekül 

eingeführt wurde. Derivat 2 enthielt zusätzlich einen Biotin-Rest, welcher mit hoher 

Affinität Avidin bzw. Streptavidin binden kann. Das Azobenzen-Element kann durch 

Einwirkung von IR-Strahlung (740 nm, 2-Photonen-Anregung) oder durch UV-Strahlung 

(370 nm, 1-Photon-Anregung) von der trans in die cis-Konformation überführt werden. 

Dadurch ändert sich folglich auch die räumliche Ausrichtung des CsA-Teils zu dem des 

Biotins. Allerdings wird die inhibitorische Aktivität des Moleküls primär durch die Photo-

Schaltung nur marginal verändert und zeigt in cis-Konformation eine etwas stärkere 

Inhibition. Der Effekt der Photo-Schaltung kann jedoch sekundär durch Bindung eines 

hochmolekularen Liganden - wie z.B. Streptavidin über die Biotin-Gruppe im Sinne einer 

Protein borrowing strategy - dramatisch erhöht werden. Diese Beobachtung konnte 

sowohl im PPIase-Assay, als auch bei Messungen der Calcineurin-spezifischen 



Zusammenfassung  158
   
 

 
 

Proteinphosphatase-Aktivität gemacht werden. Darüber hinaus konnte die 

trans�Æcis-Photo-Isomerisierung auch in situ realisiert und damit die NFAT-abhängige 

Reportergenaktivität und Proliferation in zwei T-Lymphozyten-Modellen beeinflusst 

werden. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass nur durch die Licht-induzierte 

Veränderung der Konformation einer Bindung die Aktivität des 140 kDa großen 

Calcineurin/2/Cyp18/Streptavidin-Komplexes in vitro und in vivo moduliert werden kann. 

Dabei ist die Photo-Isomerisierung ein reversibler Prozess und das gebildete cis-Isomer 

wandelt sich durch thermische Isomerisierung spontan oder durch Einstrahlung von Licht 

einer anderen Wellenlänge wieder in das entsprechende trans-Isomer um. Obwohl die 

Biotin/Streptavidin-Interaktion ein gut funktionierendes Modellsystem ist, könnte durch 

Wahl eines physiologischen Interaktionspaares (Ligand/abundantes intrazelluläres 

Protein) auch eine therapeutische Anwendung möglich werden. Als Indikationen sind z.B. 

psoriatische Hautveränderung oder auch eine Uveitis denkbar. Dabei kann die Wirkung 

über das Vorkommen des jeweiligen Proteins sogar auf bestimmte Zelltypen beschränkt 

werden. 

Aufbauend auf den vorherigen Untersuchungen haben wir das Konzept der Photo-

Schaltung in Bezug auf das Protein borrowing erweitert (Publikation 10; [286]). Dafür 

wurde folgende Vorüberlegung angestellt: wenn die Bindung eines 17 kDa großen 

Liganden (Streptavidin) den Effekt der Photo-Isomerisierung erhöht, dann könnte die 

Interaktion des CsA-Derivats mit einem noch größeren Makromolekül oder einer 

Oberfläche zu einer weiteren Verstärkung führen. Deshalb wurde das Protein borrowing 

experimentell zu einem Surface borrowing weiterentwickelt, bei dem das Derivat auf 

Matrixpartikeln immobilisiert vorlag. Die Hypothese wurde in Ko-

Präzipitationsexperimenten und enzymkinetischen Messungen überprüft und es zeigte 

sich, dass die funktionellen Unterschiede beider Photo-Isomere durch eine Erhöhung der 

sterischen Hinderung im Gesamtkomplex noch weiter gesteigert werden. Darüber hinaus 

konnten wir nachweisen, dass die Photo-Isomerisierung des verwendeten Azobenzen-

Systems nicht nur durch UV- bzw. IR-Strahlung zu erzielen ist, sondern auch durch 

kurzzeitige Einstrahlung von Licht im sichtbaren Bereich. Mit Hilfe komplexer Molecular 

modeling bzw. docking-Techniken konnte erstmals sowohl für das trans- als auch das cis-

Isomer ein Strukturmodell des Calcineurin/2/Cyp18/Streptavidin-Komplexes erstellt 
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werden. Daraus konnte abgeleitet werden, dass die Licht-induzierte 

Konformationsänderung in der Seitenkette drastische Auswirkungen auf das 

Gesamtmolekül hat und der CsA-Teil des Moleküls eine unvorteilhafte Konformation 

einnimmt, welche schon die Interaktion mit Cyp18 und erst recht mit Calcineurin 

beeinträchtigt. Somit bietet das von uns aufgestellte Model eine gute Erklärung für die 

experimentellen Beobachtungen in den Publikationen 9 und 10. 
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Abb. 13: mRNA-Expressionsmuster human Calcineurin A alpha. (PPP3CA) 
Beispiel des Gewebe-spezifischen mRNA-Expressionsmusters der �Z�µ�u���v���v�������o���]�v���µ�Œ�]�v�������r-Isoform, basierend auf dem 
Dataset: GeneAtlas U133A, gcrma und dem Probeset: 202490_s_at, welches mit Hilfe von biogps.org ausgewertet 
wurde. 
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Abb. 14: mRNA-Expressionsmuster human Calcineurin A beta. (PPP3CB) 
Beispiel des Gewebe-spezifischen mRNA-Expressionsmusters der humanen Calcineurin A �t-Isoform, basierend auf dem 
Dataset: GeneAtlas U133A, gcrma und dem Probeset: 209817_at, welches mit Hilfe von biogps.org ausgewertet wurde. 
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Abb. 15: mRNA-Expressionsmuster human Calcineurin A gamma. (PPP3CC) 
Beispiel des Gewebe-spezifischen mRNA-Expressionsmusters der humanen Calcineurin A �v-Isoform, basierend auf dem 
Dataset: GeneAtlas U133A, gcrma und dem Probeset: 32541_at, welches mit Hilfe von biogps.org ausgewertet wurde. 
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Abb. 16: mRNA-Expressionsmuster human Calcineurin B Isoform 1. (PPP3R1) 
Beispiel des Gewebe-spezifischen mRNA-Expressionsmusters der humanen Calcineurin B Isoform 1, basierend auf dem 
Dataset: GeneAtlas U133A, gcrma und dem Probeset: 204507_s_at, welches mit Hilfe von biogps.org ausgewertet 
wurde. 
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Abb. 17: mRNA-Expressionsmuster human Calcineurin B Isoform 2. (PPP3R2) 
Beispiel des Gewebe-spezifischen mRNA-Expressionsmusters der humanen Calcineurin B Isoform 2 basierend auf dem 
Dataset: GeneAtlas U133A, gcrma und dem Probeset: gnf1h05168_s_at, welches mit Hilfe von biogps.org ausgewertet 
wurde. 
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Abb. 18: Alignment der Aminosäure-Sequenz der humanen Calcineurin A Untereinheit. 
Die Aminosäure-Sequenzen der drei humanen Isoformen der Calcineurin A Untereinheit wurden in silico miteinander 
verglichen (Legende: identisch, konserviert, ähnlich). 
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