Naturstoffe als Sonden zum Studium zelluldrer Funktionen —
Untersuchungen von Immunophilinen

Yon Michael K. Rosen und Stuart L. Schreiber *

Eines der groBien Geheimnisse der Zellbiologie ist noch immer der Mechanismus der Informa-
tions-, oder besser Signaliibertragung durch das Cytoplasma der Zelle. Naturstoffe, die diesen
ProzeB inhibieren, ermdglichen einen Einblick in fundamentale Aspekte der cytoplasmati-
schen Signaliibertragung, durch die extrazelluldre Molekiile intrazellulire Vorginge beeinflus-
sen. Deshalb ist die Naturstoffchemie — einschlieBlich organischer Synthese, Konformations-
analyse und Methoden der Strukturanalyse — so wichtig fiir das Studium der Zellfunktionen.
Dieser Beitrag skizziert unser Verstindnis der Funktionen einer Gruppe von Naturstoffen —
von der Entdeckung, daf3 diese Verbindungen die cytoplasmatische Signaliibertragung inhibie-
ren, bis zu neuesten Erkenntnissen ihrer Rolle als Mediatoren der Wechselwirkung zwischen
weitverbreiteten Proteinen. Der Schwerpunkt der Diskussion liegt auf strukturellen Aspekten.
Die Wechselwirkungen zwischen den Naturstoffliganden und ihren Proteinrezeptoren werden
auf der molekularen Ebene diskutiert, um Licht in die molekularen Mechanismen der biologi-
schen Funktionen dieser Verbindungen zu bringen. Dabei hoffen wir, den Nutzen eines chemi-
schen Herangehens an biologische Systeme zu demonstrieren. Durch Chemie kinnen wir die

molekulare Basis biologischer Phidnomene verstehen.

1. Einleitung

Der Begriff Signaliibertragung bezieht sich auf den Pro-
zel3, bei dem extrazelluliire Molekiile intrazelluldre Ereignis-
se beeinflussen. Zum Beispiel werden die Wirkungen des
Hormons Insulin an der Zelloberfldche initiiert, wenn extra-
zelluldres Insulin an den membrangebundenen Insulinrezep-
tor gebunden wird. Dieses Ereignis 16st eine Serie von Reak-
tionen in der Membran aus, auf die eine Kaskade kaum
definierter intrazelluldrer Ereignisse folgt, woraufhin schlieB3-
lich Gene transkribiert werden, die Stoffwechselenzyme co-
dieren. So wird ein von auflerhalb der Zelle stammendes
Signal durch die Zellmembran hindurch an die Boten im
Cytoplasma iibermittelt und in den Zellkern iibertragen, was
eine Verdnderung im Zustand der Zelle bewirkt. In den letz-
ten Jahren wurden viele neue Erkenntnisse tiber den Mecha-
nismus der Signaliibertragung an der Membran und im Zell-
kern gewonnen. Im Gegensatz dazu ist nur sehr wenig iiber
den Verlauf der Signaliibertragung durch das Cytoplasma
der Zelle bekannt. Ungeachtet der Bedeutung dieser Pro-
zesse gehoren die detaillierten Mechanismen der cytoplas-
matischen Signaliibertragung zu den groBen Geheimnissen
der Zellbiologie, weshalb das Cytoplasma heute als ,,black
Box“ der Signaliibertragung betrachtet wird.

Die Naturstoffchemie spielt seit langem eine wichtige Rol-
le in der Erforschung biologischer Mechanismen. Pionierlei-
stungen bei prdparativen und mechanistischen Studien an
Steroiden, Prostaglandinen und Porphyrinen, um nur einige
Naturstoffklassen zu erwdhnen, brachten fundamentale Ein-
blicke in die biologischen Funktionen dieser wichtigen Ver-
bindungsklassen. Bestimmte Naturstoffe sind hervorragend
zum Studium der geheimnisvollen Prozesse in der Zelle ge-
eignet, einschlieBlich der cytoplasmatischen Signaliiber-
tragung, da sie solche Prozesse beeinflussen kénnen. Das
Studium inhibierender Naturstoffe, die an ihre biologischen
Rezeptoren gebunden sind, ermdglicht es, ein eingehendes
Verstindnis der Funktion dieser Rezeptoren zu gewinnen.
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Forschung auf diesem Gebiet setzt eine Kombination von
leistungsféhigen, einander erginzenden Methoden der pré-
parativen Chemie, der Molekularbiologie, der Zellbiologie
und Methoden der Strukturuntersuchung, wie NMR-Spek-
troskopie und Rontgenstrukturanalyse, voraus. Dieser
Ubersichtsartikel faBt neue Erkenntnisse zum Mechanismus
der cytoplasmatischen Signaliibertragung zusammen, die
durch die Anwendung der genannten Methoden zur Unter-
suchung der Immunophiline, einer Familie cytosolischer na-
turstoffbindender Proteine, gewonnen wuiden. Diese Er-
kenntnisse kulminierten in der Identifizierung und Charak-
terisierung pentamerer Komplexe, die aus zwei normalerwei-
se nicht miteinander wechselwirkenden Proteinen und einem
Naturstoff-,,Kleber* bestehen, der die Proteine in einer bio-
logisch signifikanten Weise aneinander bindet. Dabei wurde
entdeckt, daB eine Proteinphosphatase ein wichtiges Ele-
ment einer Art der cytoplasmatischen Signaliibertragung ist.

2. Grundlagen

FK 506! 21 und Cyclosporin AP (CsA) sind von Pilzen
stammende Naturstoffe (Abb. 1), die Ca?*-abhingige! Si-
gnalilbertragungswege in einer Reihe von Zelltypen inhibie-
ren!® %, In T-Zellen inhibieren beide Agentien die Transkrip-
tion einer Reihe von Genen, einschlieBlich des Gens fiir
Interleukin-2 (IL-2), welche normalerweise durch Stimulie-
rung (d.h. Bindung bestimmter extrazellulirer Molekiile)
der T-Zell-Rezeptoren (TCR) aktiviert werden'®). In Mast-
zellen inhibieren sie die Exocytose von Sekretionsbldschen —
d.h. deren Bewegung zur Zelloberfliche und Fusion mit der
Zellmembran —, die gewdhnlich durch Stimulierung des Im-
munglobulin-E (IgE)-Rezeptors initiiert wird!"l. Eine Viel-
zahl biochemischer und biologischer Daten zeigt, daf in bei-

[*] Die Begriffe Ca?*-abhingig und -unabhingig beziehen sich in diesem Zu-
sammenhang auf die Wege der Signaliibertragung, die durch An- bzw. Ab-
wesenheit einer unmittelbaren Konzentrationszunahme von intrazellulirem
cytoplasmatischem Ca?* nach Bindung an den Rezeptor an dex Zelloberfld-
che charakterisiert sind.
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Rezeptor Cyclophilin!!2! (CyP). Beide Proteine katalysieren
die Isomerisierung von cis- und trans-Amidbindungsrotame-
ren von Peptid- und Proteinsubstraten > 21, Die enzymati-
sche Aktivitit von FKBP wird maBgeblich durch Bindung
von FK 3506 (K, = 0.4 nM), jedoch nicht durch CsA!*! inhi-
biert, und die Aktivitit von CyP wird durch CsA
(K, = 6 nM)M 2! jedoch nicht durch FK506 inhibiert.

i |6 S o Obwohl FK 506 in Zellassays nahezu 100mal effektiver ist
als CsA, verhalten sich die beiden Molekiile in fast jeder
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Abb. 1. Chemische Formeln der Immunophilin-Liganden.

den Fillen die Inhibierung im Cytoplasma erfolgt und nicht
an der Zelloberfliche oder im Zellkern.

Auf biochemischer Ebene sind sich FK 506 und CsA eben-
falls sehr dhnlich. Mit Hilfe radioaktiv markierter und im-
mobilisierter Derivate dieser Agentien zur Proteinreinigung
wurde gefunden, daf} beide mit hoher Affinitiit!®! an 16sliche
Rezeptorproteine binden. Die Rezeptorproteine werden als
Immunophiline!® °1 bezeichnet; dabei handelt es sich um
Proteine, die Immunsupressiva binden, da sowohl FK 506 als
auch CsA urspriinglich als immunsuppressive Pharma-

Hinsicht sowohl in T-Zellen als auch in Mastzellen gleich.
Die dhnliche biologische Funktion und die Entdeckung, daB
die Verbindungen zwei unterschiedliche Rotamasen blok-
kieren, fithrten zur Annahme, daf3 die biologischen Wirkun-
gen dieser Agentien auf deren Rotamaseinhibierung beru-
hen. Es wurde angenommen, daf ein notwendiger Schritt bei
der Aktivierung unbekannter Proteine, die fiir die IL-2-
Transkription in T-Zellen erforderlich sind, die rotamaseka-
talysierte Isomerisierung einer Peptidyl-Prolyl-Amidbin-
dung ist. Die Inhibierung dieser Katalyse durch FK506
oder CsA wiirde dann zur Inhibierung dieses Prozesses
fithren!*31.

Starke Argumente gegen diese ,,Rotamase-Hypothese*
brachten biochemische und biologische Untersuchungen
von zwei strukturverwandten Verbindungen: Rapamy-
cinl'* 131 einem immunsuppressiven Pilz-Naturstoff und
FKBP-Ligand, und 506BD!'®!, einem synthetischen FK BP-
Liganden (Abb. 1). Betrachtet man die Strukturen der drei
Liganden, ist es nicht iiberraschend, daB Rapamycin und
506BD wie auch FK 506 fest an FKBP binden und die Rota-
maseaktivitit des Enzyms inhibieren (K,(Rapamycin) =
0.2 nM; K; (506BD) = 5 nm)!*3 191 Die NMR-spektroskopi-

[*] Die Bezeichnung Rotamase ist gleichbedeutend mit dem Kiirzel PPlase (fir

Peptidyl-Prolyl-cis-trans-Isomerase), das von anderen benutzt wurde, um
Proteine zu beschreiben, die die Isomerisierung von cis- und frans-Amidbin-
dungsrotameren von Peptiden und Proteinen katalysieren.

kal? 1% entdeckt wurden. Der FK506-Rezeptor wurde
FKBP (nach FK3506-Bindeprotein)!'!! genannt, der CsA-
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schen und kristallographischen Untersuchungen haben ge-
zeigt, daBB FK 506 und Rapamycin mit derselben Rezeptor-
stelle von FKBP iiber ihre gleichartigen Strukturelemente in
Wechselwirkung treten!”). Es ist faszinierend, da Rapamy-
cin nicht den gleichen T-Zell-Rezeptor(TCR)-vermittelten
Signaliibertragungsweg inhibiert, der durch FK 506 und CsA
beeinfluflt wird, obgleich sowohl FK506 als auch Rapamy-
cin an FKBP gebunden werden und dessen Rotamaseaktivitit
inhibieren. Es blockiert eher einen spiteren Ca?* -unabhin-
gigen Weg, der mit der T-Zell-Aktivierung zusammenhéngt
und durch den IL-2-Rezeptor (IL-2R)!!3: 18191 vermittelt
wird (Abb. 2). Noch verbliffender ist die Tatsache, daB
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Abb. 2. FK506 und CsA inhibieren Ca®*-abhingige Signaliibertragungswege,
wihrend Rapamycin Ca?* -unabhéingige Wege inhibiert, wie exemplarisch an
T-Zellen verdeutlicht wird. Die Signalubertragungswege gehen vom T-Zell-Re-
zeptor bzw. [L-2-Rezeptor aus. Analoge Signaliibertragungen gibt es auch bei
anderen Zelltypen, z.B. Mastzellen und Neuronen.

506BD keinen hemmenden EinfluB auf einen der Si-
gnaliibertragungswege hat, die durch FK506 und Rapamy-
cin inhibiert werden. AuBerdem k6énnen FK 506, Rapamycin
und 506BD gegenseitig ihre Wirkung blockieren, vermutlich
durch kompetitive Bindung an einen Rezeptor, FKBP. Im
Gegensatz dazu bleibt die Wirkung von FK506 und Rap-
amycin durch CsA unbeeinfluBt, da dieses keine Bindung
mit FKBP eingeht. Die Aktivititen von CsA werden weder
von FK 506, Rapamycin noch von 506BD beeinflufit, da sie
nicht an CyP binden!!5: 1612201 Wenn die biologischen
Eigenschaften von FK506 und Rapamycin auf die Inhibie-
rung der Rotamaseaktivitdt von FKBP zuriickzufithren wi-
ren, dann soliten auch beide die gleichen Reaktionswege be-
einflussen. 506BD sollte dann ebenfalls diese Wege inhi-
bieren und folglich biologisch aktiv ein. DaB dies jedoch
nicht der Fall ist, impliziert, daB FK506 und Rapamycin
nicht eine Funktion von FKBP eliminieren; vielmehr wird
dem Protein eine Funktion Ainzugefiigt. In gewissem Sinne
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sind FK 506 und Rapamycin ,,Prodrugs*, die durch Bindung
an FKBP aktiviert werden. CsA ist dhnlich inaktiv, bis es an
CyP bindet. Die Annahme, daB es sich bei den Immunophi-
lin-Ligand-Komplexen um signalinhibierende Spezies han-
delt, ist als ,,Hypothese der aktiven Komplexe™ bezeichnet
worden!® % 15:16. 211 Genetische Untersuchungen stiitzen
diese Hypothese: Es wurde gezeigt, dal FKBP notwendig
und hinreichend ist, um die Wirkung von Rapamycin in Hefe
zu vermitteln'??- 231 ynd daB CyP die Wirkung von CsA in
diesem Organismus vermittelt’>" 241, Obwohl FK506 und
Rapamycin sich strukturell dhneln und an das gleiche Pro-
tein (FKBP) binden, zeigen ihre FKBP-Komplexe parado-
xerweise unterschiedliche biologische Wirkungen. AuBer-
dem unterscheidet sich die biologische Wirkung des CyP-
CsA-Komplexes nicht von der des FK BP-FK506-Komple-
xes, auch wenn CsA strukturell keine Ahnlichkeit mit FK 506
hat und CyP bindet, welches wiederum nicht mit FKBP ver-
wandt ist. Es ist interessant dariiber nachzudenken, da8 ein
noch zu entdeckender CyP-Ligand iiber Bindung an CyP
einen Komplex bilden k6nnte, der die gleichen Eigenschaften
wie der FKBP-Rapamycin-Komplex aufweist.

Eine offensichtliche, wenn auch unwahrscheinlich klin-
gende Folge der biologischen Befunde ist, daB} die strukturell
nicht verwandten Komplexe FKBP-FK506 und CyP-CsA
entweder direkt oder indirekt (iiber andere Proteine) liber ein
gemeinsames Zielmolekiil (Target) wirken, welches sich vom
Target bei der Reaktion mit dem FKBP-Rapamycin-Kom-
plex unterscheidet. Das FKBP-FK506- und CyP-CsA-Tar-
get sollte eine Komponente der Ca%*-abhingigen Signal-
libertragungswege sein, z.B. der TCR-vermittelten Trans-
kription in T-Zellen und der IgE-Rezeptor-vermittelten Exo-
cytose in Mastzellen. Das FKBP-Rapamycin-Zielmolekiil
dagegen sollte eine Komponente der Ca?*-unabhingigen Si-
gnaliibertragungswege sein, z.B. des IL-2R-vermittelten
Wachstums in T-Zellen. In beiden Féllen sollte das Zielmole-
kiil vom Protein oder vom Ligand allein unbeeinflult blei-
ben, da nur die Immunophilin-Ligand-Komplexe aktive In-
hibitoren sind (Abb. 3 oben).

Kiirzlich konnten wir zeigen, dal Calcineurin (CN), auch
als Proteinphosphatase 2B bekannt, eine calmodulinabhén-
gige Serin/Threonin-Proteinphosphatase!?®), alle vorherge-
sagten biochemischen Eigenschaften eines FKBP-FK506-
und CyP-CsA-Zielmolekiils aufweist!?®]. CN ist ein hetero-
dimeres Protein, das aus zwei Untereinheiten aufgebaut ist:
Calcineurin A (CNA), welches die calmodulinbindenden
und phosphataseaktiven Zentren enthilt, und Calcineurin B
(CNB), ein Ca?*-bindendes Protein mit bislang unbekann-
ter Funktion. Bindung von Calmodulin an CNA bewirkt ein
zehnfaches Ansteigen der Phosphataseaktivitit des Enzyms.
In Assays zur direkten Bindung wird CN sowohl an FKBP-
FK506- als auch CyP-CsA-Komplexe gebunden, jedoch
nicht an FKBP oder CyP allein und auch nicht an den
FKBP-Rapamycin-Komplex. Die Bindung von CN an
FKBP-FK 506 wird auBerdem durch CyP-CsA (nicht aber
durch CyP oder CsA allein) inhibiert. Das heif}t, dic beiden
Komplexe konkurrieren um dieselben oder zwei wechselwir-
kende Bindungszentren. Die Phosphataseaktivitit von Cal-
cineurin, bestimmt an einem Phosphopeptidsubstrat, wird
durch die Komplexe FK BP-FK 506 und CyP-CsA stark inhi-
biert, bleibt jedoch unbeeinflut durch FKBP, CyP, FK 506,
Rapamycin, 506BD oder den FKBP-Rapamycin-Komplex.
Interessanterweise wurde kiirzlich berichtet, daf die Trans-
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Abb. 3. Oben: Die Komplexe CyP-CsA und FKBP-FK 506 wirken auf ein ge-
meinsames Zielmolekiil (Target) ein, das nicht durch FKBP oder CyP allein
oder durch die Komplexe FKBP-Rapamycin und FKBP-506BD angegriffen
wird. Unten: Bildung des pentameren Immunophilin-Wirkstoff-CNA-CNB-
Calmodulin-Komplexes (siche Text).

lokation einer cytosolischen Komponente des Transkrip-
tionsfaktors NF-AT (reguliert die IL-2-Transkription und ist
FK506-sensitiv) in den Zellkern — nach Zunahme des intra-
zelluldren Calciumspiegels — sowohl durch FK506 als auch
CsA blockiert wird2”). Die Abhingigkeit vom intrazelluli-
ren Calciumspiegel und von der Lokalisierung im Cytosol
sowie die Sensitivitit fiir FK506 und CsA veranlaBten uns
und andere Arbeitsgruppen zur Spekulation, daf diese Kom-
ponente von NF-AT ein Substrat fiir CN und die Lokalisie-
rung in der Zelle vom Phosphorylierungsgrad abhingig sein
konnte!®28:291 Die Inhibierung der IL-2-Transkription
durch FK506 und CsA wire folglich ein Resultat der indi-
rekten Inhibierung der Dephosphorylierung einer Kompo-
nente von NF-AT. Wenn das bewiesen werden kann, zeigen
diese Entdeckungen, daf} CN ein cytoplasmatisches Si-
gnalitbertragungsmolekiil ist.

Daraus ergibt sich eine wichtige Frage: Wie kann die Bin-
dung von FK 506 und Rapamycin an FKBP und von CsA an
CyP, bei der die Liganden und die Rezeptoren verindert
werden, die Komplexe dazu befdhigen, Funktionen zu erfiil-
len, zu denen die individuellen Komponenten nicht in der
Lage sind? Im weiteren konzentriert sich dieser Beitrag auf
Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen, die zur Beantwortung
dieser Frage am relevantesten sind. Speziell wollen wir iiber
die Strukturen der niedermolekularen Naturstoffe und der
Proteine diskutieren sowie iiber die Anderungen, die durch
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Bindung zustande kommen. Die pentameren Immunophilin-
Wirkstoff-CNA-CNB-Calmodulin-Komplexe (Abb.3 un-
ten) werden dann in Kenntnis biochemischer Daten zu
Wechselwirkungen zwischen Immunophilin-Ligand-Kom-
plexen und Calcineurin analysiert werden.

3. Untersuchungen zur Struktur von FKBP und
seinen Komplexen mit FK506 und Rapamycin

3.1. Friihe Arbeiten

Die frithen Untersuchungen zur Struktur von FKBP-
FK506- und CyP-CsA-Komplexen konzentrierten sich auf
die Analyse der Wechselwirkungen zwischen Ligand und Re-
zeptor. Diese Arbeiten wurden unter anderem dadurch vor-
angetrieben, daB zwei Mechanismen fiir die Rotamasekata-
lyse und folglich die Rotamaseinhibierung durch die
Liganden vorgeschlagen worden waren®%! (Abb. 4). Der ei-

Abb. 4. Zwei vorgeschlagene Mechanismen der Rotamasekatalyse: Links: pri-
miire Bildung eines tetraedrischen Intermediates; rechts: Katalyse durch Stabi-
lisierung einer verdrillten Amidbindung. enz = Enzym.

ne Mechanismus schlieBt die anfangliche Bildung eines tetra-
edrischen Enzym-Substrat-Adduktes ein, vergleichbar mit
dem Addukt, das bei der Hydrolyse der Amidbindung durch
Serin- oder Cystein-Proteasen entsteht. Resultat der Rota-
tion um die C-N-Bindung im Addukt und des anschlieBen-
den Bindungsbruchs am tetraedrisch koordinierten Koh-
lenstoffatom wire eine Isomerisierung der Amidbindung.
Dieser Mechanismus wird durch Ergebnisse von Untersu-
chungen von Fischer et al.['2%] gestiitzt. Diese zeigten, daB
durch Modifizierung eines aktiven Cysteins in CyP mit p-
Hydroxymercuribenzoesdure die Rotamaseaktivitit des
Enzyms verringert wird. Fischer et al.l®! fanden auBerdem
einen inversen sekundiren Deuterium-Isotopeneffekt mit
Substraten, die [¢,a-2H]Gly-Pro enthalten. Dieser weist auf
eine Anderung der Hybridisierung (sp? — sp®) und damit auf
die Bildung einer kovalenten Bindung im Ubergangszustand
hin. Diese Ergebnisse wurden allerdings von Harrison und
Stein[®?! angefochten, die unter Verwendung der gleichen
Substrate einen normalen sekunddren Deuterium-Isotopen-
effekt fanden. Weiterhin wurde durch ortsspezifische Mu-
tagenese gefunden, dafl keiner der Cysteinreste in CyP fiir
die Katalyse notwendig ist!*3). Diese Ergebnisse und die
Messung der thermodynamischen Aktivierungsparameter
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von CyP?! und FKBP3+ 35! fiihrten zum Vorschlag eines
alternativen Mechanismus der Rotamaseaktivitit. Danach
wird eine Ubergangszustandsstruktur gebunden, die eine
verzerrte oder verdrehte Amidbindung enthilt. Die Energie,
die benétigt wird, die Amidbindungsresonanz zu {iberwin-
den und die C-N-Bindung zu isomerisieren, wiirde aus den
nichtkovalenten Wechselwirkungen zwischen dem Enzym
und einem Peptidsubstrat herrithren.

Der Mechanismus iiber das tetraedrische Intermediat
fiihrte zu der Annahme, daB FK506 und Rapamycin an
FKBP durch nucleophilen Angriff einer Seitenkette des En-
zyms an einem der beiden elektrophilen Carbonylkohlen-
stoffatome des Liganden (C8 oder C9) binden kénnten. 3C-
NMR-Untersuchungen des Komplexes aus vollsynthe-
tischem [8,9-'3CJFK 5063¢! und rekombinantem menschli-
chen FKBPP7! liefern allerdings keinen Beweis fiir die Bil-
dung eines tetraedrischen Adduktes®*®!, AuBerdem zeigten
diese Untersuchungen, daBl FK 506 nur in einer Konforma-
tion an FKBP bindet, obwohl der freie Ligand in organi-
scher Losung als 2:1-cis-trans-Gemisch der Amidbindungs-
rotamere vorliegt.

Der Befund, daBB FK506 und Rapamycin keine kovalente
Bindung mit FKBP eingehen, legt eine mdgliche Erklirung
fiir die starke Wechselwirkung zwischen den Liganden und
ihrem Rezeptor nahe. Im festen Zustand betrigt der Dieder-
winkel um die C8-C9-Bindung sowohl in FK 506 als auch in
Rapamycin etwa 90 °. Diese Konformation wird auch in den
Komplexen beider Liganden mit FKBP beibehalten. Ein
Diederwinkel von 90° zwischen C8 und C9 und eine planare
N7-C8-Amidgruppe plazieren die Ketocarbonylgruppe un-
gefahr senkrecht zur Ebene des Pipecolinylringes (Pipeco-
lin = Methylpiperidin). Da der Pipecolinylring dem Prolin-
ring in natiirlichen Peptiden sehr dhnelt, befindet sich die
Ketocarbonylgruppe von FK 506 und Rapamycin in der glei-
chen Lage wie eine verzerrte Amidcarbonylgruppe eines Pep-
tides, das der Rotamasekatalyse unterliegt (Abb. 5). Auf
diese Weise ermdglichen die im rechten Winkel angeordneten
Ketocarbonylgruppen von FK 506 und Rapamycin es diesen
Liganden, die Ubergangszustandsstruktur, die eine verzerrte
Amidbindung enthélt, nachzuahmen*%,

9%0° 90°

Abb.5. FK 506 und Rapamycin kdnnen eine verdrillte Peptido-Prolyl-Amidbin-
dung in einem Peptidsubstrat imitieren. Links: Modell einer verdrillten Amid-
bindung in einem Peptidsubstrat. Rechts: Teil der Struktur von freiem FK506
im Kristall. Die analogen Carbonylgruppen in den beiden Strukturen sind rot
gekennzeichnet.
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Die Betrachtung von FK 506 und Rapamycin als verdrillte
Amid-Peptidomimetica wurde durch Untersuchungen der
Substratspezifitit von FKBP erweitert'*#!. Es zeigte sich,
daB in der Peptidseric Succinyl-Ala-Xaa-Pro-Phe-(p-Ni-
tro)anilid die Peptide mit den verzweigten hydrophoben
Aminosduren Leu, Ile und Val als Xaa (Leu > Ile > Val)
stark bevorzugt sind (bis zu 1000fach bessere Substrate als
Peptide mit Xaa-Aminosduren mit geladenen Seitenketten,
bestimmt durch Messung der K, K, !-Werte). Die Struktur-
analyse von FK506 und Rapamycin bietet eine verniinftige
Erklirung dieser Beobachtungen. Beginnend mit der Pipe-
colinsdureeinheit und fortlaufend in der ,,N-terminalen®
Richtung haben beide Liganden eine Dicarbonyl- und eine
tertidre Hydroxygruppe sowie eine verzweigte aliphatische
Kette. Diese Struktur dhnelt einer Peptideinheit mit Amid-
carbonylgruppe, Amidstickstoff und der Seitenkette eines
verzweigten aliphatischen Aminosaurerestes, der N-terminal
mit Prolin verkniipft ist (Abb.6). Die Bindung von FK506

Abb. 6. FK506 (links) und Rapamycin konnen ein Leucin-Prolin-Substrat (mit
verdrillter Amidbindung rechts) imitieren. Die analogen Atome haben die glei-
che Farbe. Leu ist der bevorzugte P1-Rest.

und Rapamycin an FKBP sollte demnach aus der Fihigkeit
der Liganden resultieren, ein Leu-Pro-Dipeptid mit verdrill-
ter Amidbindung zu imitieren!38],

3.2. Dreidimensionale Strukturen

Um die enzymatischen, ligandbindenden und biologi-
schen Eigenschaften der Immunophiline weiter zu kliren,
untersuchten wir NMR-spektroskopisch die Struktur von
ungebundenem menschlichen FKBP!3° 411, Bedeutsam fiir
den Erfolg unserer Bemithungen waren die vorteilhaften Ei-
genschaften dieses Enzyms: Es ist 1slich und stabil und lie-
fert hervorragende NMR-Spektren. Aus der fruchtbaren
Zusammenarbeit mit Professor Jon Clardys Arbeitsgruppe
an der Cornell University resultierten hochaufgeloste Kri-
stallstrukturen sowohl des FKBP-FKS506- als auch des
FK BP-Rapamycin-Komplexes[*? ~##, Die Analyse von drei
FKBP-Strukturen (gebundene und freie Formen) erméglich-
te neue Einblicke in zahlreiche Aspekte der Immunophilin-
funktion.
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3.2.1. Ubersicht iiber die Strukturen

Alle drei FK BP-Strukturen zeigen die gleiche Faltung des
Proteins (Abb. 7 links). Die Struktur ist durch eine fiinf-
stringige antiparallele f-Faltblattstruktur mit einer neuen
+3, +1, —3, +1-Schleifentopologie charakterisiert. Die
Stringe der Faltblattstruktur, die fast rechtwinklig zur
Léngsachse des Molekiils verlaufen, bestehen aus den Re-
sten 2—8, 21 —30, 35-38 und 46—49 (dieser Strang wird durch
eine Schleife von Rest 39—45 unterbrochen), 7176 sowie
97-106. Eine kurze amphipatische a-Helix mit den Re-

Abb. 7. Richardson-Darstellung von FKBP (links) und CyP (rechts). Ein Ku-
gel-Stab-Modell von FK 506 ist im Ligandbindungsbereich von FKBP positio-
niert [42, 44]. Ein analoges Modell von CsA [69, 70} wurde benutzt, um schema-
tisch die Lage des Ligandbindungsbereiches in CyP zu kennzeichnen[67, 68].
Wir erzeugten das Modell des CyP-CsA-Komplexes durch Andocken der
Struktur von gebundenem CsA [69] an die Struktur von freiem CyP[68], wobei
wir auf intermolekulare NOEs, die zwischen Meleu 9 von CsA und Trp 121
von CyP [73] beobachtet wurden, zuriickgriffen. Wir danken Professor Ke fiir
die Koordinaten von CyP.

sten 57— 63 richtet sich nach der Liangsachse des Proteins aus
und lagert sich an die Faltblattstruktur an, wodurch ein
dichtgepackter hydrophober Kern entsteht. Der Kern ist
ausschlieBlich aus aliphatischen und aromatischen Resten
aufgebaut, wobei auler einem alle aromatischen Reste an
einem Ende des Molekiils gruppiert sind. Die konservierten
aromatischen und aliphatischen Seitenketten von Tyr 26,
Phe 36, Phe 46, Val 55, Ile 56, Trp 59, Tyr 82 und Phe 99 um-
sdumen am N-Terminus der a-Helix eine flache Spalte, die
Bindungsstelle fiir FK506 und Rapamycin. Die Seitenketten
dieser Reste sind sowohl in der gebundenen als auch freien
Form von FKBP gut definiert (Abb. 8 und 9). Beide Ligan-
den fiillen die Bindungstasche gut aus und zeigen eine Reihe
ahnlicher hydrophober Wechselwirkungen und Wasserstoff-
briickenbindungen mit dem Protein. Der bindende Bereich
von FK506, d.h. der Teil des Molekiils, der mit FKBP in
Wechselwirkung tritt, reicht von der C24-Hydroxygruppe
liber die Diketopipecolineinheit und den Pyranosering bis
zur C15-Methoxygruppe. Dieser Befund wurde aufgrund
der Strukturanalyse von FK506 und Rapamycin sowie ihrer
biologischen Eigenschaften erwartet und fithrte zum Ent-
wurf des FKBP-Liganden 506BD (sieche Abb. 1)!1¢]. Der
grofite Teil des trisubstituierten Cyclohexylrestes (C26 - C34)
von FK 506 und die Kohlenstoffatome C18 —C23 des Makro-
cyclus, einschlieBlich der Allylgruppe, kommen mit FKBP
nicht in Berithrung und sind dem Ldsungsmittel ausgesetzt.
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Abb. 8. Stereobild ausgewdhiter Reste in der Ligandbindungstasche von
FKBP. Uberlagerung von 15 Strukturen des freien Proteins, die durch Mole-
kiildynamiksimulationsrechnung (NOE restrained) ermittelt wurden. Die Ori-
entierung ist ungefihr senkrecht za der in Abbildung 7 (die a-Helix liegt oben
rechts und die §-Stringe unten links). Die Reste sind durch den Ein-Buchsta-
ben-Aminosiurecode gekennzeichnet. Farbe der Seitenketten: Phe = rot;
Tyr = griin; Arg, Asp, Trp = weil3; Ile, Val = purpur. Die Schieifen Ser 38-Pro
45 and Gly 83-His 94 wurden der Ubersichtlichkeit halber weggelassen.

Ahnlich verliuft der bindende Bereich des Rapamycins von
der C28-Hydroxygruppe bis zum Pyranosering; die Koh-
lenstoffatome C15-C27 sind in Kontakt mit dem Losungs-
mittel. Der Cyclohexylrest von Rapamycin (C34-C42)
orientiert sich anders als der von FK506 und geht mehrere
Wechselwirkungen mit FKBP ein. Der Pipecolinylrest ist der
am tiefsten eingebettete Teil beider Liganden (Abb. 9). Er
steht in van-der-Waals-Wechselwirkung mit dem Indolring
von Trp 59 an der Bindungstaschenriickseite und mit den
Seitenketten von Tyr 26, Phe 46, Val 55, Ile 56 und Phe 99 an
den Seiten der Bindungstasche. Die unmittelbare Nihe die-

Abb. 9. Stereobild ausgewihlter Reste in der Bindungstasche des FKBP-
FK506-Komplexes. Orientierung und Farben der Seitenketten wie in Abbil-
dung 8. Gebundenes FK506 ist gelb, Wasserstoffbriickenbindungen (siche
Text) sind weifl dargestelit.

Angew. Chem. 104 (1992) 413430



ser Gruppe zu den aromatischen Resten des Proteins wird
auch in NMR-Spektren des FKBP-FK506-Komplexes
durch die extreme Hochfeldverschiebung (S = — 2 bis 0) der
Pipecolinylmethylen-Protonen und einige NOE-Kreuz-
signale im Arenbereich widergespiegelt!'”!. Daneben treten
weitere hydrophobe Kontakte zwischen den Liganden und
dem Protein auf. Dazu gehéren auch Wechselwirkungen zwi-
schen dem Pyranosering und den Resten Tyr 26, Asp 37,
Tyr 82, His 87 und Ile 90 sowie zwischen den Regionen C24—
C26 von FK506 und C28-C32 von Rapamycin und den
Resten Phe 46 und Glu 54 von FKBP. Folglich kénnten die
nanomolaren Bindungskonstanten von FK506 und Ra-
pamycin teilweise auf die komplementire hydrophobe Ober-
fliche von FKBP zuriickzufiihren sein.

Die giinstigen van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen
FKBP und FK506/Rapamycin werden durch ein dhnliches
Netz intermolekularer Wasserstoffbriickenbindungen er-
ginzt. Beide Liganden haben gleiche Wasserstoffbriicken-
bindungen zwischen der C1-Estercarbonylgruppe und dem
Ile56-NH, der C8-Amidcarbonylgruppe und der phenoli-
schen OH-Gruppe von Tyr 82, der Hemiketal-OH-Gruppe
an C10 und dem Asp37-Carboxylat. Trotz der Unterschiede
zwischen den Bereichen C24-C26 von FK506 und C28-
C33 von Rapamycin konnen beide analoge Wasserstoff-
britickenbindungen zu Glu 54-CO eingehen (FK 506 von der
C24-Hydroxygruppe, Rapamycin von der C28-Hydroxy-
gruppe aus). Rapamycin zeigt eine zusitzliche Wasserstoff-
briickenbindung zwischen der C40-Hydroxygruppe und der
CO-Gruppe der Glu 53-Seitenkette. Analoges konnte fiir
den FKBP-FK506-Komplex nicht beobachtet werden. Das
Muster der Wasserstoffbriickenbindungen, an denen IleS6-
NH, Glu54-CO und GIn53-CO beteiligt sind, erinnert an die
antiparallelen p-Faltblatt-artigen Strukturen, die man oft in
Protein-Peptid-Komplexen gefunden hat. Wasserstoffbriik-
kenbindungen werden dann noch zwischen dem Protein und
Teilen von FK 506 und Rapamycin, die man als peptidomi-
metisch beschreiben konnte, gebildet: die Bereiche zwischen
der Ct-Carbonylgruppe und der C24- bzw. C28-Hydroxy-
gruppe. Die strukturelle Analogie zwischen den Liganden
und einem Tetrapeptid ist in Abbildung 10 dargestellt. Die

-

Abb. 10. Schematische Darstellung der Bindung zwischen FKBP und den Liganden Rap

sind durch die gleiche Farbe gekennzeichnet.
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Pipecolinylestercarbonylgruppe wirkt wie die Prolinamid-
carbonylgruppe in einem Leu-Pro-Peptidfragment. Der Be-
reich von O1 bis C25 (C29 in Rapamycin), einschlief3lich der
Cyclohexyleinheit, entspricht etwa einem aromatischen
Aminosdurerest. Die C24-Hydroxygruppe (C28-OH in
Rapamycin) entspriche dann dem Amid-NH des darauffol-
genden Restes in der Kette. Folglich kénnten FK506 und
Rapamycin an FKBP gebunden werden, indem sie als Uber-
gangszustandsanaloga eines Leu(oder Val)-Pro-Xaa-Yaa-
Peptides fungieren. Wir sind augenblicklich dabei, diese Hy-
pothese mit Peptiden und Peptidanaloga (designed anhand
der Strukturen von FKBP-FK506- und FKBP-Rapamycin-
Komlexen)™°! zu untersuchen. Biochemische Studien und
die Strukturanalyse der Komplexe mit FKBP (durch Ront-
genkristallstrukturanalyse und/oder NMR-Spektroskopie)
sollten es dann ermdoglichen, die energetischen Beitrige
der verschiedenen Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen zu
kléren.

Die Hypothese, dal FK506 und Rapamycin Ubergangs-
zustandsanaloga eines FK BP-Substrates sind, wiirde bedeu-
ten, daB} auBer den oben diskutierten noch weitere wichtige
Wechselwirkungen zwischen dem Protein und der Ketocar-
bonylgruppe der Liganden vorhanden sein sollten. Diese
koénnten dann eine verzerrte Amidbindung eines Ubergangs-
zustands bei der Rotamasekatalyse stabilisieren. Anfangs
hatten wir aufgrund der zahlreichen bekannten Strukturen
von Protein-Ligand-Komplexen angenommen, daf} die Ke-
tocarbonylgruppe (an C9) durch ein Netz von Wasserstoff-
briickenbindungen oder typische elektrostatische Wechsel-
wirkungen mit geladenen Resten gebunden wird. Die Struk-
turen der beiden Rezeptor-Ligand-Komplexe zeigen aber
deutlich, daB die Ketocarbonylgruppe keine Wasserstoff-
briickenbindung zum Protein oder andere Kontakte zu ir-
gendwelchen geladenen Resten des Proteins aufbaut. Statt-
dessen liegt sie in unmittelbarer Nihe zu den C*H-Atomen
an den Kanten von drei aromatischen Ringen, Tyr 26,
Phe 36 und Phe 99 (Abb. 9). Solche C-H - O-Wechselwir-
kungen wurden in kleinen organischen Molekiilen'*®! und
Proteinen!*”! beobachtet, und es wurde postuliert, da diese
zur Stabilitdt solcher Systeme beitragen. Auch die Ergebnis-
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se theoretischer Arbeiten stiitzen die Vorstellung, daB C-
H -+ O-Wechselwirkungen sowohl kleine Molekiile als auch
Proteine stabilisieren!*®). Unseres Wissens sind aber die
FKBP-Komplexe die ersten Beispiele fiir diese Wechselwir-
kung, wo sie signifikant zur Bindung eines Liganden an sei-
nen Rezeptor beitrigt. AuBerdem liegt damit auch ein neuar-
tiger Katalysemechanismus vor, bei dem die Stabilisierung
des Ubergangszustandes durch Aren-CH-Carbonyl-Wech-
selwirkungen erreicht wird.

3.2.2. Strukturelle Konsequenzen der Bindung

Da weder FKBP noch FK506 oder Rapamycin in der
Lage sind, CN zu binden oder die Phosphataseaktivitit von
CN zu inhibieren, ist es bedeutsam, die Unterschiede zwi-
schen den freien und den gebundenen Formen sowohl des
Proteins als auch der Liganden zu analysieren, um die biolo-
gische Wirkungsweise der beiden Komplexe zu verstehen.
Wie werden FKBP und seine Liganden durch Bindung so
aktiviert, da} FKBP-FK 506 Calcineurin (CN) und FKBP-
Rapamycin ein anderes Zielprotein erkennt? Die Existenz
und Kenntnis freier und gebundener Strukturen aller Kom-
ponenten dieser Komplexe erméglichen ein Herangehen an
diese Frage.

3.2.2.1. Vergleich von freiem und gebundenem FKBP

Vergleicht man die Struktur von freiem FKBP mit der der
FKBP-Ligand-Komplexe, wird deutlich, daB die Mehrzahl
der Reste in der Proteinbindungstasche durch die Ligand-
bindung kaum gestort wird. Insbesondere zeigen die aroma-
tischen und aliphatischen Reste, die direkt mit dem Ligand
wechselwirken (Tyr 26, Phe 46, Val 55, Ile 56, Trp 59 und
Phe 99), nur geringe Verdnderungen in den Konformationen
beim Ubergang von der gebundenen in die freie Form (vgl.
Abb. 8 und 9). AuBerdem unterscheiden sich auch Bereiche
des Proteins, die nicht direkt in die Bindung einbezogen sind
(z.B. der groBte Teil der «-Helix und des f-Faltblatts), in
gebundener und freier Form nur unwesentlich. Feine Verin-
derungen in diesen Bereichen konnten sich als bedeutsam
erweisen, doch scheint dies, wie in Abschnitt5 diskutiert
wird, unwahrscheinlich. Es gibt aber mehrere Schieifen in
FKBP, die hinsichtlich Struktur und Dynamik wesentliche
Verdnderungen infolge der Ligandbindung erfahren. Diese
Schleifen sind, nicht liberraschend, am Rand der Bindungs-
tasche zu finden. In freiem FKBP konnte die durch die sie-
ben Reste Ser 39 bis Pro 45 erzeugte Ausbuchtung, die in der
Mitte des fiinften Stranges des S-Faltblatts liegt, anhand der
NMR-Daten strukturell nur mangelhaft charakterisiert wer-
den (Abb. 11). Das Fehlen mittel- und langreichweitiger
NOBE:s in dieser Schleife und die relativ schwachen sequen-
tiellen und Aminosdure-internen (,,intraresidualen‘) NOEs
legen weiterhin nahe, daB dieser Bereich eine groBe Zahl von
Konformationen einnimmt (Fehlordnung). Bei der Kristall-
strukturanalyse des FKBP-FK506-Komplexes ergab diese
Schleife jedoch eine gut definierte Elektronendichte. Die
Struktur wird durch eine besonders groBe Zahl von Riick-
grat/Riickgrat- und Riickgrat/Seitenketten-Wasserstoff-
briickenbindungen trotz ihrer eher ungewohnlichen Konfor-
mation stabilisiert. Ein dhnlicher Satz von Wasserstoffbriik-
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kenbindungen findet sich auch im FKBP-Rapamycin-Kom-
plex. Allerdings weisen die hohen Temperaturfaktoren der
Reste 4043 in dieser Struktur auf groBere Beweglichkeit
oder Fehlordnung als im FKBP-FK506-Komplex hin. Die-
ser Unterschied rithrt wahrscheinlich von der unterschiedli-
chen Zahl intermolekularer Kontakte in dieser Region in
beiden Komplexen her 4,

27 ./._. ! |
I et | S
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Abb. 11. Uber]agerung des a-Kohlenstoffgeriists von zehn Strukturen des
freien FKBPs, erzeugt durch Molekiilldynamiksimulationen unter Einbezie-
hung der NOE:s als experimenteller Randbedingung. Die Blickrichtung ist wie
bei Abbildung 8 und 9. Die a-Helix ist rot (wie in Abb. 7). Die basische Schleife
Ser 38-Pro 45 ist blau, die Schleife Gly 83~ His 94 griin.

In beiden Strukturen scheinen viele der Wasserstoftbriik-
kenbindungen durch eine Asp-Arg-Tyr-Triade™®), die die Sei-
tenketten von Asp 37, Arg 42 und Tyr 26 einschlieBt, ermog-
licht zu werden (sieche Abb. 9). Diese Wechselwirkung beugt
das Riickgrat der Schleife zum Rumpf des Proteins, wodurch
sich viele Wasserstoffbriicken-donoren und -acceptoren na-
hekommen. In freiem FKBP konnte fiir solche Wechselwir-
kungen mit Arg 42 bisher NMR-spektroskopisch kein Be-
weis erbracht werden. Vorldufige NMR-Studien am FKBP-
FK506-Komplex zeigten, daB die chemischen Verschiebun-
gen der Amidprotonen mehrerer Reste zwischen Ser 39 und
Pro 45 durch die Ligandbindung deutlich verdndert werden.
Daraus folgt, daB die Ligandbindung die Méglichkeiten fiir
Wasserstoffbriickenbindungen in diesem Bereich erhoht und
die Konformation und/oder Beweglichkeit der Schleife ver-
dndert. Es ist interessant, daB3 der Bereich von Lys 34 bis
Lys 44 eine der am hochsten geladenen (sieben von elf Resten
sind geladen) und am stidrksten basischen (effektive Ladung
+3) Sequenzen von FKBP ist (siche hFKBP12-Sequenz in
Abb. 12). Die Nahe zum gebundenen Ligand, die strukturel-
len Anderungen durch die Ligandbindung und die hohe
Ladungsdichte weisen darauf hin, daB dieser Bereich fiir die
Bindung an CN im pentameren Komplex wichtig sein
konnte.

Angew. Chem. 104 (1992) 413-430
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Abb. 12. Sequenzanordnung bekannter FKBPs. Es wird nur der homologe Bereich jedes Proteins gezeigt. Die Zahlen an den Enden jeder Reihe sind die Positionen
der benachbarten Aminosduren im gesamten Protein. Licken in den Sequenzen sind durch Bindestriche ausgefiilit, C-Termini sind mit Sternen markiert und
unsichere Zuordnungen in Kleinbuchstaben geschrieben. Buchstaben in fetter Schrift entsprechen Resten von hFKBP12, die mit FK 506 in Wechselwirkung treten (nach
der Rontgenstrukturanalyse des Komplexes) [42, 44]. Der Grad der Erhaltung wird durch gefillte oder leere Kreise iiber den Sequenzen angezeigt: o o vollstindig
konserviert, @ o starke Prioritit fiir eine Aminosdure (mindestens siebenmal), e konservative Substitutionen, o meist dhnliche Aminosiuren. Ganz unten unter den
Sequenzen ist die Sekundérstruktur von hFK BP12 (im Komplex mit FK 506) angegeben : «-Helix markiert mit o, antiparalieler f-Strang mit p und g-Turns mit Zahlen,
um die entsprechenden zweiten und dritten Positionen zu kennzeichnen. Die folgenden Sequenzen sind aufgenommen: menschliches FKBP12[37], Rindes-
FKBP12{57a], Rinder-FKBP25 [57b], menschliches FK BP13 [56], NcFK BP (Neurospora crassa) [57¢], SCFKBP (Saccharomyces cerevisiae) [57d], NmFKBP (Neisse-
ria meningitidis) [57¢], LpMIP (Legionella-pneumophila-Makrophageninfektivititspotentiator) [57f] , CtMIP (Chiamydia trachomatis) {57 g}, PaORF (offener Lese-
rahmen im Pseudomonas-aeruginosa-algR2-Gen) [57h] und Mustrans2 (Homologes vom Maus Transition Protein 2){57i].

Eine zweite Region von FKBP, die sich bei Ligandbin-
dung deutlich zu verindern scheint, ist das Segment von
Tyr 82 bis His 94 (griin in Abb. 11). Diese Schleife ist in
freiem FKBP nur ungeniigend definiert. Dieses Segment
zeigt wie die oben beschriebene basische Schleife wenige
langreichweitigen NOEs und nur schwache sequentielle und
Aminosdure-interne NOEs. Zusitzlich liefern die TOCSY-
und NOESY-NMR-Spektren Hinweise auf zwei unter-
schiedliche Konformationen der Schleife, die sich langsam
(auf der NMR-Zeitskala) ineinander umwandeln!®%1, Ob-
wohl die exakte Natur dieser Umwandlung bisher noch nicht
bekannt ist, zeigen Stérungen in der chemischen Verschie-
bung, daBl verschiedene Reste zwischen Tyr 82 und His 87
involviert sind!*°l, Folglich scheint die Schleife Tyr 82 bis
His 94 bei Abwesenheit eines Liganden zwei oder mehr un-
terschiedliche Konformationen einzunehmen. Im Gegensatz
dazu liegt die Schleife in beiden FKBP-Ligand-Komplexen
in einer einzigen, gut definierten Konformation vor, die
durch mehrere Wasserstoffbriickenbindungen im Protein
und eine Reihe von van-der-Waals-Wechselwirkungen zum
Ligand stabilisiert ist. Diese Verdnderungen deuten darauf
hin, daB auch diese Schleife (wie die von Ser 39 bis Pro 45) in
die CN-Erkennung einbezogen sein kdnnte. Wenn dies zu-
trife, dann konnte die CN-Bindungsregion eine Ausdeh-
nung von fast 20 A haben und Regionen sowohl hoher
positiver Ladungsdichte (vom Protein) als auch hoher Hy-
drophobie (vom Liganden) enthalten. Derzeit werden Muta-
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geneseuntersuchungen durchgefiihrt, um die Bereiche von
FKBP, die bei der Bildung des terndren Komplexes mit CN
wesentlich sind, definitiv zu identifizieren.

3.2.2.2. Vergleich der freien und gebundenen FKBP-Liganden

Die Unterschiede zwischen freiem und gebundenem
FK 506 und Rapamycin sind ebenfalls sehr aufschluBreich.
Ungebundenes FK 506 wurde vielfiltig untersucht, unter an-
derem durch Réntgenstrukturanalyse!], NMR-Spektrosko-
piel®® 52} und theoretische Rechnungen!®®., Abbildung 13
zeigt oben die Struktur des freien Molekiils''). FK 506 liegt
im Kristall (kristallisiert aus organischem Losungsmittel) als
ein Konformer mit einer cis-Amidbindung vor. Dagegen
findet man in organischer Ldsung ein 2:1-Gemisch von
cis: trans-Amidbindungsrotameren!!-31- 3% Die Strukturen
der beiden Rotamere wurden kitrzlich durch Molekiildyna-
miksimulationen mit NOEs als experimenteller Randbedin-
gung berechnet!®!- 2, Obgleich sie in mancher Hinsicht der
Struktur im Kristall dhneln, unterscheiden sich die beiden
Konformere in anderen Aspekten betrichtlich. Im FKBP-
bindenden Bereich dhnelt die cis-Struktur in Losung der
Struktur im Kristall. In der Region um C23 zeigen sich aber
groBe Abweichungen in den C20-C21-, C21-C22-, C23-C24-,
C24-C25-, C25-C26- und C26-C27-Torsionswinkeln. Am be-
merkenswertesten ist, daB der Cyclohexylrest im Kristall
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vom Makrocyclus wegweist, wihrend er in Losung unter den
Makrocyclus gefaltet ist, was auf einen Diederwinkel von 91°
(C25-C26-C27-C28) zuriickzufithren ist. Das in Losung vor-
liegende trans-Konformer unterscheidet sich in der FKBP-
bindenden Doméine von der Struktur im Kristall, wihrend
der Rest des Molekiils relativ dhnlich ist. Neben den Verin-
derungen der C1-C2- und C9-C10-Torsionen (wegen der
trans- versus cis-Amidbindung) liegen die einzigen Unter-
schiede zwischen beiden Strukturen in den Torsionswinkeln
von C16 bis C19. Ein wesentliches Merkmal (siche unten)
aller drei ungebundenen Konformere ist die Orientierung der
Pyranoseeinheit auflerhalb des Makrocyclus, wodurch der
Pyranosering keinerlei intramolekulare Wechselwirkungen
eingeht.

Ungebundenes FK506 wurde auch theoretisch unter-
sucht!®3, Variation der Torsionswinkel im Makrocyclus des
Molekiils nach der Monte-Carlo-Methode ergab 21 Konfor-
mationen mit niedriger Energie (maximal 12 kcalmol™*
mehr als die Struktur geringster Energie)®*!, darunter auch
die cis- und trans-Amidbindungsisomere. Mit Molekiildyna-
miksimulationen sind Struktur und Dynamik von FK 506 in
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Abb. 13. Stereobilder der Strukturen von freiem FK506 (oben), gebundenem
FK 506 (Mitte) und gebundenem Rapamycin (unten) im Kristall. In der Mitte
und unten sind Atome, die mit Schweratomen von FKBP12 in enge Nachbar-
schaft treten (<4 A), rot gekennzeichet [42-44].
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Wasser berechnet worden!®3! (die Unloslichkeit von FK506
in wiBrigem Medium verhinderte direkte Strukturanalysen
in dieser Umgebung). Im Verlauf einer 200ps-Simulation
(beginnend mit der energieminimierten Struktur im Kristall)
hat FK506 zwei stabile Konformationen eingenommen, die
sich primér in ihren C17-C18- und C18-C19-Torsionswin-
keln unterschieden. Flexibilitdt war auch um die C1-C2- und
C8-C9-Torsionen zu beobachten. Generell gab es wahrend
der 200 ps keine bedeutenden Abweichungen der Struktur
von der Konformation im festen Zustand.

Die Struktur von gebundenen FK 506142 44 34 ynterschei-
det sich stark von der des freien Liganden!****! (Abb. 13
Mitte). Das trifft sowohl auf die Konformation in Lsung als
auch auf die im festen Zustand zu. (Es ist notwendig darauf
hinzuweisen, daf} die Struktur von FK506 in wifBriger Lo-
sung noch nicht experimentell bestimmt wurde. Die Unter-
schiede zwischen der freien und gebundenen Form des Mole-
kiils (siehe unten) sind also nicht notwendigerweise eine
Folge der Bindung und entsprechend vorsichtig zu interpre-
tieren.) Die markanteste Verdnderung zwischen den kristalli-
nen Formen ist, dal im gebundenen FK 506 eine trans-Amid-
bindung vorliegt, im freien Molekiil jedoch die cis-Form.
Diese Anderung wird durch Rotationen um die C1-C2-, C14-
C15-, C15-C16- und C16-C17-Bindungen kompensiert. Bei
denselben Torsionswinkeln wurden auch wesentliche Ande-
rungen festgestellt, wenn die in Losung vorliegenden For-
men mit der gebundenen Form verglichen werden. Die Un-
terschiede in den Torsionswinkeln der Bindungen, die den
Pyranosering flankieren (C14-C15 und die Amidbindung in
der cis-Konformation oder C9-C10 in der rrans-Konforma-
tion), bewirken eine Rotation dieses Teils unter den Makro-
cyclus in der gebundenen Struktur. So erhilt der bindende
Bereich eine kompaktere Gestalt und der Ligand einen hy-
drophoben Kern. Im Endeffekt nimmt die Energie durch
ungiinstige sterische Wechselwirkungen bei der Bindung um
nur 3 kcalmol ~! zu (Vergleich der Strukturen von freier und
gebundener Form im Kristall)*?!. Die Rotation von 150°
um die C14-C15-Bindung fiihrt zur sterischen Wechselwir-
kung zwischen der C13- und der C15-Methoxygruppe. In
allen Formen des freien Liganden befinden sich die Gruppen
ungefihr in anti-Stellung zu allen anderen Gruppen. In der
Struktur von gebundenem FK 506 ist die C15-Methoxygrup-
pe auf die AuBBenseite des Makrocyclus rotiert und nimmt
eine gauche + /gauche—-Orientierung in Bezug auf die C13-
Methoxygruppe ein. Die energetische Konsequenz dieser
Wechselwirkung, die in Rapamycin nicht vorhanden
ist, konnte teilweise die Ligandenspezifitit, wie sie in
anderen FKBPs beobachtet wurde (siehe Abschnitt 6), ver-
ursachen.

Im Gegensatz zu FK506 sind freies und gebundenes Rap-
amycin sehr dhnlich!** %4, Die Standardabweichung der
Atomkoordinaten nach Superposition der gebundenen und
der ungebundenen Konformation (RMS-Wert) betrigt nur
0.48 A. Wie gebundenes FK 506 hat Rapamycin eine trans-
Amidbindung im festen Zustand (in organischer Losung
liegt ein 4:1-Gemisch der trans:cis-Amidrotamere vor).
AuBerdem wird der Pyranosering auch hier unter den
Makrocyclus gefaltet, und die Cyclohexyleinheit weist vom
Makrocyclus weg. Es ist interessant, daB der Bindungsbe-
reich von gebundenem FK506 im wesentlichen die gleiche
Konformation hat wie der entsprechende Bereich von
Rapamycin. Der RMS-Wert fiir die beiden gebundenen
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Liganden (von C1 bis C13) betrigt 0.12 A. Folglich tritt die
FKBP-Bindungstasche nur mit einer Konformation der bei-
den Liganden in starke Wechselwirkung. Da3 die FKBP-
Affinitdt von Rapamycin doppelt so hoch ist wie die von
FK506, reflektiert zum Teil seine groBere Neigung, diese
Konformation anzunehmen.

Obwohl sich die Konformation von FK 506 durch die Bin-
dung an FKBP signifikant zu dndern scheint, gilt Ahnliches
nicht fitir Rapamycin, und zwar hinsichtlich beider Dominen
des Molekiils. Wihrend die Ligandbindung die Anderung
der Konformation von FK 506 unterstiitzt und so eine besse-
re Wechselwirkung mit CN im pentameren Komplex ermég-
licht, scheint bei Rapamycin die Ligandbindung lediglich die
Umbhiillung des Liganden durch Proteinreste zu bewirken.
Die Bindung kénnte auch beim Transfer beider Molekiile
weg von der Lipidmembran hin ins wéBrige Milieu des Cyto-
plasmas helfen. Da FK506 und Rapamycin den gleichen
Bindungsort in FK BP haben, ist anzunehmen, daB die Selek-
tivitdt der beiden FKBP-Ligand-Komplexe aus der unter-
schiedlichen chemischen Zusammensetzung der Liganden
resultiert. Sie fiilhrt zu zwei unterschiedlichen Protein-Li-
gand-Oberflichen, die den Komplexen erlauben, zwei unter-
schiedliche Targets zu binden.

3.3. 506BD

Der synthetische FKBP-Ligand S06BD!® erwies sich als
duerst hilfreich fiir das Verstindnis der strukturellen
Grundlagen der biologischen Wirkung von FK 506 und Rap-
amycin. 506BD enthé]t die FKBP-Bindungsdoméine von
FK 506 und Rapamycin; es fehlt jedoch der Effektorbereich
der Liganden!%!. Die Geometrie der bindenden Domine
wird durch einen (sowohl strukturell als auch synthetisch)
einfachen frans-Enoatspacer beibehalten. Die Fahigkeit von
506BD, an FKBP zu binden und die biologische Wirkung
von FK 506 und Rapamycin zu inhibieren, und die Unféhig-
keit des Liganden, Signaliibertragungswege zu inhibieren,
demonstrieren deutlich die bifunktionale (bindend und als
Effektor) Natur von FK506 und Rapamycin. Riickblickend
war der Erfolg mit 506BD als FKBP-Ligand ein gliicklicher
Zufall, da das Molekiil auf Grundlage der Struktur von un-
gebundenem kristallinem FK506 entworfen wurde. Die
Struktur des gebundenen Konformers sollte erst zwei Jahre
spiter bekannt werden. Da die freie und die gebundene
Struktur von FK 506 sehr unterschiedlich sind, ist es {iberra-
schend, daf} eine Briicke, die zur Verkniipfung zweier Punkte
im freien Molekiil entworfen wurde, auch in der Lage ist,
dieselben Punkte im gebundenen Molekill zu verkniipfen.
Der Enoatspacer in S06BD sollte C16 und C25 verbinden,
also eine Distanz von 5.2 A in freiem FK 506 iiberbriicken!!.
Um sowohl das cis- als auch ein mogliches trans-Amidbin-
dungsrotamer zu simulieren, wurde ein trans-Enoat verwen-
det. Die Bereiche, die den Spacer begrenzen, sollen ebenfalls
die lokalen Vorzugskonformationen erhalten (C14-C26-Re-
gion von FKS506). Die Untersuchung von gebundenem
FK 506 macht deutlich, daB trotz der vielen oben beschriebe-
nen unerwarteten Verdnderungen C16 und C25 in dieser
Konformation 4.2 A voneinander entfernt sind. Folglich
kann die trans-Enoatbriicke diese Punkte verkniipfen, ohne
daB die Struktur des bindenden Bereiches wesentlich gestort
wird.
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3.4, Erkenntnisse aus der Proteinsequenz

FKBP ist nur ein Mitglied einer wachsenden Familie von
FK506- und Rapamycin-bindenden Proteinen. Es wurden
mindestens vier weitere Proteine, die diese beiden Liganden
binden, in menschlichen T-Zellen beobachtet und teilweise
charakterisiert!®> %1, AuBerdem wurde in verschiedenen Or-
ganismen, einschlieBlich anderen Sdugetieren, Bakterien und
Hefe, eine Anzahl von Proteinen identifiziert, die eine grofle
Homologie zu FKBP aufweisen!*”). Auch Cyclophiline wa-
ren in einer Reihe von Zelltypen und in unterschiedlichen
Organismen nachweisbar!®®!, Die Molekiilmasse der be-
kannten FKBPs reicht von 12 kDa fiir die archetypische
Form des Proteins (ab hier als FKBP12 bezeichnet) bis zu
59 kDa fiir das phosphorylierte, in T-Zellen gefundene
FKBPS9. Trotz der Groflenunterschiede haben alle Mitglie-
der der FK BP-Familie, deren Sequenzen bis heute bestimmt
worden sind — entweder direkt durch Edman-Abbau oder
indirekt durch Klonierung und Sequenzierung ihrer komple-
mentdren DNA (cDNA) -, einen FKBP12-artigen Bereich
von etwa 12 kDa. Eine Anordnung von Sequenzen einiger
dieser Proteine zeigt Abbildung 12 (siche Abschitt 3.2.2.1).
Einige Merkmale sind auffallend: Erstens, obwohl die Zahl
der Aminosdureaustausche ab Rest 25 bis zum C-Terminus
relativ gering ist (Numerierung der Reste wie bei hFK BP12),
zeigt der N-Terminus eine hohe Zahl von Austauschen unter
den verschiedenen Proteinen. Interessanterweise entspre-
chen die Reste 1 bis 13 und 13 bis 29 in hFKBP12 den ersten
zwei von vier Exons in der genomischen DNA, die das Pro-
tein codiert!*®), Diese Exons sind von den anderen beiden
Exons, die die Reste 29 bis 66 und 67 bis 107 codieren, durch
ein langes Intron von 16000 Basen getrennt. Die anderen
Introns sind wesentlich kleiner und enthalten nur 109 und
3300 Basen. Diese Genstruktur 148t vermuten, daf3 sich die
N-terminalen Regionen der FKBPs durch ,,Rekrutierung*
nicht zusammenhéngender Exons durch das lange Intron
entwickelt haben. Die Analyse des FKBP12-Genes ermég-
lichte so eine evolutionére Erkldrung fiir die hohe Variabili-
tit im N-terminalen Bereich von Mitgliedern der FK BP-Fa-
milie[391,

Die Untersuchung der Sequenzanordnung im Lichte der
Strukturen von freiem FKBP12 und der zwei FKBP12-Li-
gand-Komplexe ergab weiteren Einblick in die Vorausset-
zungen fiir die Stabilitdt, die Ligandbindung und die Rota-
masekatalyse dieser Proteine. Insgesamt dreizehn Reste sind
in allen bekannten FKBPs vollstindig konserviert. Sechs da-
von, Gly 33, Gly 69, Gly 83, Gly 28, Leu 97 und Leu103,
sind wichtig fiir die strukturelle Integritit der Proteinel37?!.
Die restlichen sieben, Tyr 26, Phe 36, Asp 37, Val 55, Ile 56,
Tyr 82 und Phe 99, bilden die Bindungstasche oder sind
wichtig fiir die Kontakte zu Liganden. Trp 59, welches eben-
falls fiir die Struktur der Bindungstasche wichtig erscheint,
tritt in allen bis auf eine Sequenz auf, wo es durch Phe ersetzt
ist. Der hohe Erhaltungsgrad von Resten in der FK BP-Bin-
dungstasche 143t vermuten, daf} alle Proteine der Familie die
Liganden in dhnlicher Weise binden. In allen Fillen wird die
Koordination von Liganden eine grofle Zahl von van-der-
Waals-Wechselwirkungen mit aromatischen und aliphati-
schen Resten des Proteins plus einer Anzahl von spezifischen
Wasserstoffbriickenbindungen vom Liganden zum Protein
involvieren. Die Sequenzerhaltung und die Annahme, daf
FK506 und Rapamycin Ubergangszustandsanaloga sind,
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lassen vermuten, daB diese Art der Wechselwirkungen fiir die
Rotamasekatalyse notwendig sein konnte. Die konservierten
Reste Tyr 26, Phe 36 und Phe 99 sollten fiir die Stabilisierung
einer Carbonylgruppe eines verdrehten Amids im Uber-
gangszustand wichtig sein. Die potentiell mégliche Bildung
von Wasserstoffbriickenbindungen der phenolischen Hy-
droxygruppe von Tyr 82 und die mogliche Salzbriickenbin-
dung des Carboxylatrestes von Asp 37 mdgen ebenso wich-
tig sein. Weiterhin wurde vorgeschlagen, dal die Hydro-
phobie der rotamaseaktiven Regionen von FXBP und CyP
eine wichtige Rolle im enzymatischen Mechanismus der Iso-
merisierung spielt3%- 44 6% Dampfdruckmessungen zeigten,
daf} die Peptidbindungen in wifrigen Medien hochsolvati-
siert sind{¢!!, Wolfenden und Radzicka'®®! postulierten, da3
gebundene Wassermolekiile die Isomerisierung der Amid-
bindung inhibieren, da die wahrscheinlich nicht resonanzsta-
bilisierte Struktur des Ubergangszustands weniger polar ist
als die Strukturen von Ausgangsstoff oder Endprodukt. Ein
Enzym, welches die Desolvatation durch Prisentation einer
hydrophoben Region fordert, wird die Isomerisierung er-
leichtern. Zur Stiitzung dieser Hypothese einer Katalyse
durch Desolvatation!®?) seien NMR-Daten erwihnt, die zei-
gen, daB die Isomerisierung von N,N-Dimethylacetamid in
Methylenchlorid wesentlich schneller ist als in Wasser(©3],
Kofron et al. diskutierten einen dhnlichen Mechanismus!3*!
auf der Grundlage theoretischer Rechnungen, wonach
Wechselwirkungen mit Wasser die Flexibilitit von Amidbin-
dungen reduzieren'®*. SchlieBlich erwihnten Van Duyne
et al.[* Rechnungen, die ergaben, daB der Dipol entlang der
C-N-Bindung in einem verdrehten Amid geringer ist als in
der planaren Spezies!®> und daB die Stabilitit der dipolaren
Spezies mit der Polaritdt der Umgebung abnimmt[®%!. Daher
postulieren sie, dafl die hydrophobe bindende Region von
FKBP die Isomerisierung durch Destabilisierung der stark
dipolaren Amidbindung in einem Peptidsubstrat férdern
sollte.

4. Strukturuntersuchungen von Cyclophilin (CyP)
und seinen Komplexen mit Cyclosporin A (CsA)

4.1. Cyclophilin (CyP)

Zwar ist die Struktur des CyP-CsA-Komplexes noch un-
bekannt, doch bestimmten in jlingster Zeit Kallen et al. die
Struktur eines CyP-Tetrapeptid-Komplexes und Ke et al. die
von freiem CyP durch Rontgenstrukturanalyse'®?> #81. AuBer-
dem haben Weber et al. und Fesik et al. die Struktur von CsA
gebunden an CyP durch isotopeneditierende NMR-Spektro-
skopie bestimmt'®®- 7, Die Ergebnisse all dieser Studien bie-
ten viele Anhaltspunkte, die Struktur und die biologische
Funktion des CyP-CsA-Komplexes zu verstehen. Wie man in
Abbildung 7 erkennt, hat die Struktur von CyP keine Ahn-
lichkeit mit der von FKBP12. CyP besteht aus einer achtstrin-
gigen antiparallelen g-Fafstruktur (,,8-barrel*), die an bei-
den Enden durch eine a-Helix begrenzt wird. Die Topologie
der p-Strange ist +1, -3, -1, -2, +1, -2, -3, welche eine unge-
wohnliche Schleifenkreuzung verursacht, die an diejenige in
FKBP12 erinnert. Die achtstringige f-FaBstruktur von
CyP ist mit manchen Strukturen von B-Proteinen ver-
wandt!?!] darunter denen der Proteine, die Bilin[’?*! und
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Retinol[7?"! binden, sowie der von B-Lactoglobulin!’2¢! und
Insecticyanin!’?%. Diese Proteine binden, wie CyP auch,
kleine hydrophobe Liganden. Die Ligandenbindungstasche
der B-Proteine befindet sich in einer Spalte zwischen den
beiden B-Faltblittern, die das FaB formen!"!- 7?1, Wie inter-
molekulare NOEs und Verdnderungen der chemischen Ver-
schiebungen bei Koordination sowie die Gesamtgeometrie
des Proteins zeigen, befindet sich in CyP die CsA-Bindungs-
tasche nicht im Inneren des zentralen B-Fasses!®”-%81. Viel-
mehr ist die Bindungstasche eine Spalte an der Oberflache
des Proteins, die von einem Blatt des Fasses und der Schleife
von Lys 118 bis His 126 gebildet wird. Frithere NMR-Unter-
suchungen ergaben, dafl gebundenes CsA die Seitenketten
des einzigen Tryptophanrestes von CyP, Trp 121, und einen
nicht identifizierten Phenylalaninrest kontaktiert!’3]. Die
CyP-Struktur bestatigt diese Daten, da sich Trp 121 an ei-
nem Ende der Bindungstasche befindet und Phe 60 und
Phe 113 an deren Boden. Die Struktur ermdglicht auch eine
Erklirung der Inhibierung der CyP-Rotamaseaktivitit und
der CsA-Bindung durch Modifikation der Cysteinreste mit
p-Hydroxymercuribenzoesiure!* 2], da sich Cys 115 und
Cys 62 beide in der Bindungstasche befinden. Die Funktion
der anderen Reste in der Bindungstasche, wie His 54, Arg 55,
Ile 57, Met 61, Asn 102, GIn 111, Leu 122 und His 126, ist
noch unklar. Der generell hohe Erhaltungsgrad dieser Reste
in den verschiedenen Cyclophilinen 18t jedoch vermuten,
daB diese Reste wichtige Kontakte mit Liganden {iberneh-
men und ebenfalls fiir die Rotamasekatalyse wichtig sind.
Deshalb ist es verbliiffend, daB es, zumindest auf den ersten
Blick, keine Ahnlichkeiten zwischen den aktiven Zentren
von FKBP12 und CyP gibt.

4.2. Cyclosporin A (CsA)

Da keine Struktur eines Cyp-CsA-Komplexes vollstindig
bekannt ist, ist es schwierig, Unterschiede zwischen gebun-
denem und freiem CyP festzustellen, die fiir die Wechselwir-
kung mit CN wichtig sein kdnnten. Die vorhandenen Struk-
turen von freiem!”#! und gebundenem CsA!%% 7% (Abb. 14)
erlauben jedoch eine solche Analyse fiir den Ligandteil des
Komplexes. Die Konformation von gebundenem CsA ist
auffallend verschieden von der Konformation des freien Li-
ganden im kristallinen Zustand und in organischen Losungs-
mitteln. (Die Strukturen von CsA im Kristall und in organi-
schen Medien, z.B. Methylenchlorid, sind sich sehr dhnlich
und werden daher gemeinsam als Konformation des ,,freien
Liganden bezeichnet.) Die Unléslichkeit von CsA in wiBri-
gen Medien verhinderte eine detaillierte Strukturbestim-
mung in mehr biologischen Umgebungen (siehe jedoch
Quesniaux et al.l”*)), Wie bei den FKBP-Liganden, so sind
auch hier Vergleiche zwischen freiem und CyP-gebundenem
Liganden vorsichtig zu interpretieren. Ungebundenes CsA
kann in zwei iiberlappende Bereiche unterteilt werden. Der
erste besteht aus den Resten 11-3 und 4-7, die zwei Stringe
eines antiparallelen f-Faltblattes bilden, die durch einen
PII’-Turn an den Resten 3 und 4 verbunden sind. Wasser-
stoffbriickenbindungen stabilisieren die Struktur zwischen
Abu2-NH und Val5-CO, Val5-NH und Abu2-CO sowie
Ala7-NH und MeVal 11-CO. Es ist bemerkenswert, daB3 alle
N-Methylgruppen in dieser Region (11, 2, 4, 6) vom Makro-
cyclus weg weisen. Der zweite Bereich besteht aus den Re-
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sten 7—-11, die eine irreguldre Schleife bilden. Diese wird
durch eine Wasserstoffbriickenbindung von p-Ala8-NH zu
MeLeu6-CO und durch van-der-Waals-Wechselwirkungen,
einschlieBlich mehrerer mit der N-Methylgruppe von Me-
Val 11, welche ins Innere des Makrocyclus zeigt, stabilisiert.
Alle Amidbindungen in der Struktur haben zrans-Konfor-
mation, lediglich die zwischen MeLeu 9 und MeLeu 10 hat
cis-Konformation.

Im Gegensatz zur Struktur der freien Verbindung hat ge-
bundenes CsA keine Elemente einer reguliren Sekundir-
struktur. Weiterhin hat es keine intramolekularen Wasser-
stoffbriickenbindungen. Von den sieben N-Methylgruppen
sind nur zwei, die von MeVal 11 und MeLeu 9, nach aulen
gerichtet. Die restlichen sind nach innen gerichtet und an
einer Reihe von intramolekularen van-der-Waals-Wechsel-
wirkungen beteiligt. Dementsprechend sind alle vier Amid-
NH-Gruppen und zehn von elf Amid-CO-Gruppen zumin-
dest teilweise ungeschiitzt. Auf Basis der H/D-Austausch-
geschwindigkeiten wurde vorausgesagt, daf eine Amid-NH-
Gruppe, die von Abu 2, eine intermolekulare Wasserstoft-
briicke zum CyP bildet. Auffallend ist, daB alle Amidbin-
dungen der gebundenen Konformation in trans-Form
vorliegen, was auf eine hohe Energiebarriere fiir die Bindung
hinweist. :

Neben der Strukturbestimmung von gebundenem CsA
identifizierten Weber et al. und Fesik et al. eine Reijhe inter-
molekularer NOEs zwischen Ligand und Rezeptor!®®: 7%,
Insbesondere konnten viele NOEs aromatischer Reste von
CyP, einschlieBlich des einzigen Tryptophans, Trp 121, be-
obachtet werden. Diese NOEs zeigen, wie vorhergesagt!’®,
daB CsA in einer hydrophoben Bindungstasche des Proteins
gebunden wird. Das Muster und die Lage der Protein-Li-
gand-NOEs ermoglichte beiden Arbeitsgruppen, die Berei-
che von CsA zu identifizieren, die mit CyP im Komplex in
Kontakt sind. Die Aminosiurereste 9-3 zeigen alle eine Rei-
he intermolekularer Wechselwirkungen (Abb. 14 unten).
Diese Reste bilden folglich den bindenden Bereich von CsA.
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Abb. 14. Stereobilder von freiem (oben)
und gebundenem (unten) CsA. In der
Struktur von gebundenem CsA sind Ato-
me, die Protonen tragen, welche in einem
NOESY-Spektrum (50 ms) des CyP-
CsA-Komplexes NOE-Kreuzsignale zu
CyP zeigen, rot markiert [70].

Dagegen liefern die Reste 4-8 nur intramolekulare NOEs,
d.h. deren Wechselwirkung mit dem Protein ist nicht grof3.
Das legt nahe, daf} diese Reste den Bereich von CsA bilden,
der bei Bindung an CyP mit Calcineurin (CN) in Beriihrung
kommt.

Ein wichtiger Aspekt der Hypothese vom aktiven Kom-
plex ist es, daB} die einzige notwendige Bedingung fiir die
Signalinhibierung durch einen Wirkstoff die Bindung des
Immunophilin-Wirkstoff-Komplexes an seine biologische
Zielstruktur ist (z.B. CN im Falle von FK506 und CsA).
Eine enge Bindung des Wirkstoffs an das Immunophilin ist
an und fir sich nicht notwendig und, wie fiir 506BD demon-
striert, als Ursache der Inhibierung auch nicht ausreichend.
Mit dieser Erkenntnis kann man auf der Grundlage der
Identifizierung der Bindungs- und der méglichen Effektor-
domiine von CsA die biochemischen und biologischen Daten
einer groBen Zahl von CsA-Analoga interpretieren.-In den
meisten Fillen, nicht in allen, gibt es eine direkte Beziehung
zwischen CyP-Bindung und Inhibitoraktivitdt, gemessen in
T-Zell-Aktivierungsassays'’7- 78, Es ist nicht iiberraschend,
daB die meisten der Analoga, die nicht an CyP binden, in den
Bereichen des Wirkstoffs modifiziert sind, die mit CyP in
Wechselwirkung treten. So weisen die folgenden Analoga
>80% geringere CyP-Bindungsfihigkeit und Aktivitit in
T-Zell-Aktivierungsassays (verglichen mit CsA) auf: Me-
Ala 9, MeAla 10, MeAla 11, MeLeu 11, a-Amino-y-fluorbu-
tyrat 21771, Ahnliche Effekte findet man fiir eine Reihe von
Analoga, in denen die MeBmt1-Seitenkette modifiziert ist.
Es gibt aber einige CsA-Analoga, die keine Beziehung zwi-
schen CyP-Bindung und Signalinhibierung zeigen. Diese
Analoga konnen in zwei Kategorien eingeteilt werden:
1) solche, die CyP nicht fest binden, aber Inhibitoren sind,
und 2) solche, die CyP zwar binden, aber keine Inhibitoren
sind. Die Existenz solcher Verbindungen fiihrte zur Annah-
me, daB CyP nicht der relevante biologische Rezeptor fiir
CsA ist, oder genauer, nicht der fiir die biologische Wirkung
von CsA verantwortliche Rezeptor!’8l, Die Hypothese vom
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aktiven Komplex ermoglicht eine interessante alternative In-
terpretation dieser Daten. In der ersten Kategorie gibt es
bisher nur eine Verbindung, Dimethyl-Bmt-CsA (Abb. 15).

Me Me
O==-N
o]
Me
HO/,, wMe
" Me Me
f‘\,il S, B’J\T
Me O Me O

Dimethyl-Bmt 1 MeAla 6 Me-Thia-Bmt 1 TPc-p-Om 8

Abb. 15. Modifizierte Seitenketten von CsA-Analoga, deren immunsuppressive
Aktivitdt nicht mit der Affinitdt zu CyP korreliert. Zahlen beziehen sich auf die
Aminosdurepositionen in CsA.

Diese bindet an CyP nur ungefihr ein Hundertstel so fest wie
CsA, behiilt aber 35% der Inhibierungsaktivitat von CsA in
T-Zell-Aktivierungsassays. Obwohl Dimethyl-Bmt-CsA
selbst an CyP nur schwach bindet, ist es moglich, daB3 die
Affinitdt bei der Bindung des Ligand-Rezeptor-Komplexes
an CN verstirkt werden kann. Das heiBt, die zusdtzlichen
Protein-Protein-Wechselwirkungen im terniren Komplex
konnten ausreichen, die durch die Einfiihrung einer Methyl-
gruppe in CsA errichtete Energiebarriere zu iiberwinden.
Untersuchungen des CyP-Dimethyl-Bmt-CsA-Komplexes
unterstiitzen diese Moglichkeit!”®), Die zweite Kategorie der
CsA-Analoga bilden Verbindungen mit Modifikationen an
drei Resten: MeBmt 1, MeLeu 6 und D-Ala 8. Diese Verbin-
dungen enthalten unter anderem MeAla 6, Me-Thia-Bmt 1
und TPc-D-Orn 8 (Abb. 15). Die Eigenschaften dieser Ver-
bindungen erinnern an die von 506BD, welches FKBP bin-
det, aber die Signaliibertragung in T-Zellen oder Mastzellen
nicht stort. In Analogie zu 506BD haben diese Molekiile die
notwendigen Elemente zur Wechselwirkung mit CyP, jedoch
verfligen sie nicht iiber die geeignete Struktur, um ihre Li-
gand-Rezeptor-Komplexe an CN zu binden. Diese Erkla-
rung stimmt mit der Lokalisierung der Reste 6 und 8 in der

Effektordomine von CsA iiberein. Dartiber hinaus sind die

MeBmt-1-Derivate der zweiten Kategorie alle in der
MeBmt-Seitenkette modifiziert, die sich in der Nihe der Sei-
tenkette von MeLeu 6 an einer AuBenfliche des CsA-
Makrocyclus befindet. Daher kann MeBmt 1 sowohl fiir den
Kontakt zu CyP als auch zu CN im pentameren Komplex
wichtig sein. Zur Stiitzung dieser Hypothesen hinsichtlich
der Wirkungsweisen der verschiedenen synthetischen Analo-
ga zeigten vorldufige Ergebnisse in unserem Laboratorium
bei einer Reihe von FK506- und CsA-Analoga, daB die be-
richtete immunsuppressive Aktivitit exakt mit der Féhigkeit
der Komplexe dieser Molekiile korreliert, zusammen mit
ihren jeweiligen Immunophilinrezeptoren die Phosphatase-
aktivitit von CN zu inhibieren!’,

Die Konformation der CsA-Effektordoméne gibt auch ei-
ne Vorstellung von der Art der Wechselwirkung des CsA-
Teils des CyP-CsA-Komplexes mit CN. Das Riickgrat von
CsA, beginnend an der Carbonylgruppe an Sar 3 bis zum
Amid an Ala 7, mit Ausnahme von MeLeu 4, erinnert an
einen Strang eines f-Faltblattes. Daher mogen die Wechsel-
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wirkungen zwischen gebundenem CsA und CN denjenigen
zwischen fS-Faltblattstrangen dhneln. Die Carbonylgruppen
der Reste 3 und 5 und die NH-Gruppe von Rest 7 liegen alle
in der Ebene des CsA-Makrocyclus und sind nach auflen
gerichtet. Die Amidebene mit Val 5-NH und MeLeu4-CO ist
zur Ebene des Makrocyclus abgewinkelt, trotzdem ist Val 5-
NH immer noch fiir Wasserstoffbriickenbindungen mit CN
verfligbar. Die N-Methylgruppen der Reste 4 und 6, die die
reguldre Anordnung der Wasserstoffbriickenbindungen ste-
risch behindern kénnten, sind in das Innere des Makrocyclus
gerichtet und storen daher nicht. SchiieBlich zeigen die Sei-
tenketten der Reste 4, 5 und 6 alternierend iiber und unter
die Ebene des CsA-Makrocyclus, dhnlich wie es von g-Falt-
blattstrukturen bekannt ist. Das ermdglicht, daB die Seiten-
ketten von MeLeu 4 und MeLeu 6 stabilisierende Kontakte
mit den Seitenketten von MeLeu 10 und MeBmt 1 auf der
Oberfliche des Makrocyclus aufnehmen. Die Gesamtheit
dieser Eigenschaften der Seitenketten4, 5 und 6 und der
Amidgruppen der Reste 3 und 7 im Riickgrat ergibt eine
reguldr geformte und zugéngliche Oberfliche, die in der La-
ge ist, eine Anzahl hydrophober Wechselwirkungen und
Wasserstofforiickenbindungen mit CN einzugehen. Die
Struktur dieser Oberflache 4Bt vermuten, daB der CsA-An-
teil des CyP-CsA-Komplexes mit CN in der Art einer §-Falt-
blattstruktur in Wechselwirkung tritt.

5. Strukturen von pentameren
Immunophilin-Wirkstoff-CNA-CNB-Calmodulin-
Komplexen

5.1. Kontakte zwischen den
Immunophilin-Ligand-Komplexen und Calcineurin (CN)

Es ist interessant, dariiber nachzudenken, welche Regionen
der Immunophilin-Ligand-Komplexe fiir den Kontakt zu de-
ren biologischen Zielstrukturen wichtig sind und welche Re-
gionen den Komplexen Spezifitit verleihen, so daB sie mit
verschiedenen Partnern in Wechselwirkung treten kénnen.
Ist es moglich, daB nur die Ligandteile der Komplexe den
Partner kontaktieren, und daB die einzige Funktion des Pro-
teins die genaue Positionierung des Liganden und dessen Aus-
richtung in die fiir die Bindung notwendige Konformation
ist? Oder kann es sein, da3 nur das Protein fiir die Bindung
wichtig ist und daB sich die Funktion der Liganden darauf
beschrankt, bestimmte Proteinkonformationen zu induzieren
oder zu stabilisieren, die dann in der Lage sind, mit verschie-
denen biologischen Partnern in Wechselwirkung zu treten?
Oder ist es moglich, daB eine gemeinsame Molekilloberflache,
geformt aus Ligand und Rezeptor, zur Bindung benétigt
wird und daf} sich Liganden und Rezeptoren in ihrer Form
gegenseitig beeinflussen? Eine Reihe von Hinweisen 148t ver-
muten, dal zumindest fiir die FKBP12-Ligand-Komplexe
die letztgenannte Moglichkeit die wahrscheinlichste ist. Die
Strukturen von Rapamycin in freier und gebundener Form
sind im wesentlichen gleich. Daher braucht Rapamycin nicht
mit FKBP12 in Wechselwirkung zu treten, um eine biolo-
gisch aktive Konformation einzunehmen. Dennoch ist es
allein inaktiv!22-23]. Beim Protein zeigt der Vergleich der
Struktur von freiem FKBP12 mit den Strukturen des
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FK506- und des Rapamycin-Komplexes, daf die Regionen
des Proteins, die den Ligand nicht kontaktieren, bei der
Komplexbildung nicht wesentlich verdndert werden. Somit
iiben die Liganden keine groBen allosterischen Effekte auf
das Protein aus, die eine Bindung an die Zielstruktur erleich-
tern wiirden. Das ist nicht iiberraschend, wenn man bedenkt,
daBl FKBP12 relativ klein ist. Ein Vergleich der beiden Kom-
plexe zeigt, daB sogar in den Regionen der Struktur, die die
Liganden umgeben, die beiden Proteine einander sehr 4hn-
lich sind. (Die Unterschiede in der Region Gly 28—-Gly 33
sind hauptsichlich auf Kristallpackungseffekte zuriickzu-
fithren und daher wahrscheinlich unwichtigt4.) Angesichts
der unterschiedlichen biologischen Effekte der Komplexe
scheint es unwahrscheinlich, daB nur das Protein in Wechsel-
wirkung mit dem biologischen Zielmolekiil tritt. Nach dieser
Analyse gibt es einen terndren Komplex, in dem sowohl das
Immunophilin als auch der Ligand Kontakt mit dem Partne

haben. '

5.2. Struktur der FKBP-FK506- und CyP-CsA-
Bindungsstelle an Calcineurin

* Phosphataseinhibierung und Bindungsdaten!*®! der Im-
munophilin-Ligand-Komplexe geben Hinweise auf die
Strukturen der pentameren Komplexe. Die Fahigkeit von
CyP-CsA, Calcineurin (CN) und Calmodulin von einem
immobilisierten FKBP-FK506-Reagens zu verdringen,
zeigt, daB die beiden Komplexe entweder einen gemeinsamen
Ligandbindungsbereich oder zwei zueinander in Bezichung
stehende Ligandbindungsbereiche an CN haben!2¢!. Aus den
verfiigbaren Strukturdaten ist nicht ersichtlich, wie die bei-
den Komplexe mit demselben Ligandbindungsbereich von
CN in Wechselwirkung treten konnten. Die Beantwortung
dieser Frage erfordert zusdtzliche Informationen iiber die
Regionen der beiden Proteine (FKBP12 und CyP), die an der
Erkennung von CN beteiligt sind. Das Unvermégen von
Calmodulin oder der CNB-Untereinheit, die Inmunophilin-
Wirkstoff-Komplexe zu binden, 146t vermuten, daB sich der
(die)Ligandbindungsbereich(e) wahrscheinlich in der CNA-
Untereinheit befinden!”®). Die Verstirkung der Bindung von
FKBP-FK 506 und CyP-CsA an CN in Gegenwart von Cal-
modulin weist aullerdem darauf hin, da die Calmodulin-
und die Immunophilin-Ligand-Bindungsstellen nicht unab-
hiingig voneinander sind!”®!. Die Wechselwirkung zwischen
diesen Bindungsstellen mag indirekt Ubertragen werden,
durch Induzierung von Verdnderungen in CN, oder direkt
durch stabilisierende Wechselwirkungen zwischen Calmodu-
lin und dem Immunophilin-Ligand-Komplex, wenn beide an
CNA gebunden sind. Einen tieferen Einblick in die Immuno-
philin-Ligand-Bindungsstelle kann man aus der Substratab-
hingigkeit der CN-Inhibierung gewinnen. Die Dephospho-
rylierung eines aus 20 Resten bestehenden Phosphopeptides
durch CN wird sowohl von FK BP-FK 506 als auch von CyP-
CsA stark inhibiert (K; = ca. 30 nM, mit Rinder-CN und
menschlichen Immunophilinen!”®!). Die Dephosphorylie-
rung von p-Nitrophenylphosphat wird jedoch bei dhnlichen
Konzentrationen der beiden Immunophilin-Wirkstoff-Kom-
plexe um ungefihr den Faktor 3 beschleunigt!*¢l. Diese Be-
funde zeigen, daf} die Bindungsstelle fiir die Komplexe zwar
nicht das aktive Zentrum der Enzymaktivitit ist, dal} sich
wahrscheinlich aber Bindungsstelle und aktives Zentrum in
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unmittelbarer Ndhe befinden. Eine dhnliche Beziehung zwi-
schen Ligandbindungsstelle und aktivem Zentrum findet
man in einem Komplex aus Peptidinhibitor und cyclo-AMP-
abhiingiger Protein-Kinase, von dem kiirzlich eine Kristall-
strukturanalyse gelang!®®, Abbildung 16 zeigt ein Modell
der Immunophilin-Ligand-Bindungsstelle. Unsere gegen-

a)
000 S
oPOZ, OPOZ,
bl FK506/
CsA

RS/ BN

OoPQZ

FKBP/
CyP
)

+
RIS
oPOZ
Abb. 16. Modell fiir den Ort der Bindung des Immunophilin-Ligand-Komple-
xes an CN. a) Zwei Substrate, ein Phosphopeptid und ein p-Nitrophenylphos-
phat sind an CN gebunden. b) Die Immunophilin-Ligand-Komplexe FKBP12-
FK506 und CyP-CsA beeinflussen die Enzymaktivitit von CN gegeniiber

verschiedenen Substraten (Phosphopeptid und p-Nitrophenylphosphat) unter-
schiedlich.

wirtige Vorstellung von der Bindung eines pentameren
Komplexes umfaBt eine durch Calmodulin erleichterte Ko-
ordination von FKBP-FK 3506 oder CyP-CsA an eine oder
zwei miteinander wechselwirkende hydrophobe Ligand-
bindungsstellen, die an das phosphataseaktive Zentrum in
der A-Untereinheit von CN angrenzen.

6. Zusitzliche Funktionen der Immunophiline

Viele Befunde deuten darauf hin, daBl die Immunophiline
neben der Vermittlung der Signalinhibierung von FK 506,
Rapamycin und CsA noch andere Funktionen in der Zelle
haben. Zum Beispiel ist FKBP13 ein membrangebundenes
Protein, und in Mastzellen ist es das am hiufigsten vorkom-
mende!”- 33361, Obwohl FKBP12 und FKBP13 zu 43 % tiber
die gleiche Aminosduresequenz verfiigen und alle Reste in
der Ligandenbindungstasche gleich sind, unterscheiden sich
die beiden Proteine deutlich in den Regionen, die die Bin-
dungstasche direkt umgeben. So sind die Reste in der hoch-
geladenen basischen Schleife von FKBP12 (Arg40 bis
Lys 44) durch vollig andere, ungeladene Reste in FKBP13
(RDRNK —» LPOQNQ, im Ein-Buchstaben-Aminoséure-
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code) ersetzt. Falls diese Schleife fiir die Bindung des
FKBP12-FK506-Komplexes an CN wichtig ist, diirften diese
Unterschiede auf eine verdnderte biologische Funktion von
FKBP13 hinweisen. Tatsdchlich bindet der FKBP13-
FK506-Komplex nicht an CN, wenngleich die strukturelle
Ursache dafiir noch nicht feststeht!”}. Anhaltspunkte fiir
die biologische Funktion von FKBP13 kénnen aullerdem
aus der Proteinsequenz gewonnen werden. Im Unterschied
zu allen anderen bekannten FKBPs wird FKBP13 mit einem
Signalpeptid am N-Terminus synthetisiert, welches dem Pro-
tein den Weg in das endoplasmatische Reticulum (ER)
weist!>> 8% Im ER wird das Peptid abgespalten, wobei die
16sliche Form des Molekiils entsteht. Am duBersten C-Ter-
minus enthdlt FKBP13 eine mogliche ER-Retentionsse-
quenz®), Arg-Thr-Glu-Leu-CO; (Abb.12). Diese hilt das
Protein im ER zuriick, so daB es nicht ausgeschieden wird
oder in andere Teile der Zelle wandert. Diese beiden Sig-
nalpeptide zeigen, dall FKBP13 ein ER-Protein ist, und man
kann annehmen, daB es eine Funktion in der Regulierung
des Proteinhaushaltes in diesem Organell hat. So hat
FKBP13 wahrscheinlich eine dhnliche Funktion wie die
Hitzeschockproteine!®?! und die Proteindisulfid-Isomera-
sel82:831 die ungefaltete oder falsch gefaltete Polypeptidket-
ten im ER stabilisieren, und so deren Aggregation und Aus-
fillung verhindern. Mdglicherweise stabilisiert FKBP13
ebenfalls ungefaltete Peptide durch Wechselwirkungen mit
seiner hydrophoben Tasche. Es konnte auch als Proteinfal-
tungsenzym (,,Foldase*) durch Férderung der cis-frans-Iso-
merisierung von Peptidyl-Prolyl-Amidbindungen wirken.
Dieser Vorgang wurde bei der in-vitro-Faltung einer Reihe
von Proteinen als der geschwindigkeitsbestimmende Schritt
identifiziert 341

Ahnliche Funktionen wurden fiir zwei Mitglieder der Cy-
clophilinfamilie, CyP-B!38"- 8¢l und das Proteinprodukt des
ninaA-Gens!38¢ 831 postuliert. Diese beiden Proteine befin-
den sich im ER, obwohl CyP-B ein 1osliches Protein ist,
wihrend das ninaA-Protein liber eine durch die Membran
reichende C-terminale Domine an die Membran gebunden
ist. Das ninaA-Protein, welches sich in den Photorezeptor-
zellen der Augen von Drosophila melanogaster befindet, wird
fiir die richtige Funktion des Sehpigmentes Rhodopsin be-
noétigt. Drosophila-Photorezeptorzellen, die ein mutiertes ni-
naA-Gen enthalten, haben einen stark reduzierten Gehalt an
Rhodopsin, wodurch die Sehfunktion beeintrachtigt wird
(Rhodopsin kann das ER nicht verlassen!®®!), Wenn das mu-
tierte Gen durch den Wildtyp ersetzt wird, werden die Rho-
dopsinfunktion sowie die normale Sehfunktion wiederherge-
stellt. Die Wirkungen des ninaA-Proteins sind substrat-
spezifisch: von den homologen Rhodopsinen Rh1, Rh2
(70% Ubereinstimmung der Aminosiuren mit Rh1) und
Rh3 (35% Ubereinstimmung der Aminosiuren mit Rh1)
werden nur Rh1 und Rh2 von den ninaA-Mutationen beein-
fluBt. Diese Ergebnisse zeigen, daB das ninaA-Cyclophilin
fiir die richtige Ubertragung des Rhodopsins vom ER zum
Membranplasma des Auges notwendig ist!38¢ 83861,

Ein weiteres interessantes Mitglied der FKBP-Familie,
FKBP2557%, wurde mit Hilfe einer synthetischen, auf Ra-
pamycin basierenden Affinitdtsmatrix!>*! entdeckt. Dieses
Protein besteht aus zwei klar voneinander zu unterscheiden-
den Domdnen. Die aus 114 Resten bestehende C-terminale
Region ist zu FKBP12 homolog (42% Sequenzidentitit).
Die N-terminale Region aus 101 Resten zeigt jedoch keiner-
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lei besondere Homologie zu irgendeinem bekannten Protein.
Im Gegensatz zu FKBP12 und FKBP13, die FK506 und
Rapamycin mit ungefihr gleicher Affinitdt binden, hat
FKBP2S5 eine etwa 200fach hohere Selektivitdt fiir Rapamy-
cin als fiir FK506 (K,(Rapamycin) = 0.9 nm; K; (FK506) =
160 nM). FK BP25 hat ferner eine mogliche Zellkernlokalisie-
rungssequenz!®7), bestehend aus einem Lys,-Tetrapeptid und
einem von zwei Lys,-Dipeptiden. Die Lokalisierung von
FKBP25 im Kern 146t darauf schlieen, dal} dieses Protein
eine andere Funktion hat als FKBP12 und FKBP13. Die
Rapamycinselektivitit und das Vorhandensein einer N-ter-
minalen Doméne stiitzen diese Annahme. Die Aufklirung
der Funktion von FKBP25 bedarf jedoch noch einer Reihe
von Analysen. Dazu gehoren die Bestdtigung der Lokalisie-
rung im Zellkern, die Bestimmung von Funktion und Struk-
tur der N-terminalen Doméne und die Abschatzung der Fa-
higkeit zur Bildung inhibierender Komplexe mit FK 506 und
Rapamycin.

Die Gesamtheit der Befunde iliber Immunophiline macht
deutlich, daB sie vielfiltige Funktionen wahrnehmen. Sie
wurden in praktisch allen bis heute untersuchten Organis-
men gefunden, und zwar gewebespezifisch. Sie sind in den
verschiedensten Teilen der Zelle, vom Cytoplasma bis zum
Kern, lokalisiert. Sie existieren in 16slichen und in membran-
gebundenen Formen. SchlieBlich zeigen fast alle bis heute
untersuchten Proteine Rotamaseaktivitat, wenngleich die
Substratspezifitit von Protein zu Protein schwankt. Diese
Befunde geben zwar Hinweise auf die genauen biologischen
Funktionen dieser Familie von Proteinen, sie machen aber
auch deutlich, daBl noch viele interessante Aspekte der Im-
munophilinfunktionen unentdeckt sind.

7. Zusammenfassung und Ausblick

Mit einer Familie von Naturstoffen wurde also eine neue
Familie von Rezeptorproteinen, die Immunophiline, gefun-
den. Deren Studium fiihrte zu der Erkenntnis, daB sie als
Komplexe mit ihren jeweiligen immunsuppressiven Ligan-
den wirksam sind. Daraus resultieren die Verwendung der
Immunophilin-Ligand-Komplexe als Sonden zur Untersu-
chung zelluldrer Signaliibertragungswege, wobei als Zielver-
bindung dieser Komplexe Calcineurin identifiziert wurde.
Dessen Substrate zu bestimmen, ist der nichste Schritt. Auf
diese Weise wird, angefangen vom inhibitorisch wirksamen
Naturstoff, ein Signaliibertragungsweg entschliisselt, und
zwar Molekiil fiir Molekiil durch die Black Box Cytoplasma.

Fiir Naturstoffe, die von einem Organismus gebildet wer-
den, ist es nicht ungewdhnlich, an Proteine in einem anderen
Organismus zu binden. Beispiele dafiir sind viele therapeu-
tisch niitzliche Verbindungen wie Opiate and antimitotisch
wirksame Substanzen. Aullerdem gibt es Beispiele fiir Ligan-
den, die die Wechselwirkung zwischen zwei Proteinen stei-
gern. So tritt zum Beispiel das retinolbindende Protein
(RBP) nur mit dem Rezeptor Priaalbumin in starke Wechsel-
wirkung, wenn es an Retinol gebunden ist!®°), Die Einzigar-
tigkeit der Immunophilin-Story besteht darin, daB alle drei
Liganden — FK506, CsA und Rapamycin — beide Figen-
schaften aufweisen. Nicht nur, daB sie in anderen Organis-
men als in denjenigen, in denen sie produziert wurden, an
Proteine binden, sie verstirken in gebundenem Zustand
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auch noch die Wechselwirkungen zwischen diesen und ande-
ren Proteinen. Somit haben sich alle drei bekannten natiirli-
chen Immunophilinliganden mit zwei getrennten, aber mit-
einander in Beziehung stehenden Funktionen entwickelt. Es
fallt schwer zu glauben, dal} diese duale Funktion zufillig
entstanden sein soll, besonders wenn man die in der Einlei-
tung dieses Artikels beschriebenen komplexen Beziehungen
zwischen den drei Liganden bedenkt.

Diese Verlegenheit fiihrt zu einer Reihe grundlegender,
unbeantworteter Fragen zur Funktion dieser faszinierenden
Verbindungen und ihrer biologischen Rezeptoren. Zu-
nichst: Warum existieren die Immunsuppressiva FK 506,
CsA und Rapamycin? Was niitzt es Pilzen, Verbindungen
mit einem solch komplizierten und in Wechselbeziehung ste-
henden Spektrum von Eigenschaften zu synthetisieren?
Gleichfalls: Warum existieren Immunophiline? Sicher sind
sie nicht im Verlauf der Evolution entstanden, um Molekiile,
die nur in Mikroorganimen vorkommen, zu binden. Wenn
sie zu dem Zweck vorhanden sind, die Signaliibertragung in
Zellen zu regulieren, wie werden sie dann aktiviert? Gibt es
endogene Verbindungen, deren Wirkungen durch die Im-
munsuppressiva nachgeahmt werden? Wenn dem so ist, kon-
nen wir dann diese Verbindungen identifizieren und die
Strukturen der gebundenen Molekiile zum Design besserer
immunsuppressiver Agentien nutzen? Bei detaillierterer Be-
trachtung ergeben sich immer neue Fragen: Worin besteht
die physiologische Funktion von Calcineurin (CN), und was
sind seine natiirlichen Substrate? AuBerdem, wie nah sind
wir daran, alle Molekille in der Black Box der Si-
gnaliibertragung von den Rezeptoren der Zelloberfliche
zum Zellkern zu kennen? Was ist die Zielstruktur des spiter
wirksamen FKBP-Rapamycin-Komplexes? Steht dieser
Komplex in Beziehung zu CN? SchlieBlich, was ist die struk-
turelle Basis fiir die Bildung der ternéren Ligand-Immuno-
philin-Target-Komplexe? Konnen wir aus den Strukturen
dieser Komplexe grundlegende Erkenntnisse iber die Me-
chanismen der molekularen Erkennung gewinnen? Die Be-
antwortung dieser Fragen hiangt, wie auch die Studien, die
uns zu diesen Fragen gefithrt haben, von einer Vielzahl expe-
rimenteller Methoden und Strategien ab. Es bleibt zu hoffen,
daB es uns durch Anwendung der einander ergdnzenden Me-
thoden der Chemie, Biologie und Strukturanalyse gelingt, in
Zukunft noch wesentlich spannendere Fragen aufzuwerfen.

Wir danken unseren vielen Kollegen und Freunden, die an
der Strukturaufkidrung der Immunophiline beteiligt waren. Im
besonderen brachte uns die kontinuierliche Zusammenarbeit
mit Greg Van Duyne und Jon Clardy von der Cornell Universi-
ty eine Fiille von Einblicken in die molekularen Grundlagen der
Immunophilinfunktion. Unser Erfolg bei der Bestimmung der
Struktur von freiem FKBP12 in Lisung wdre ohne die Geduld,
die Anleitung und die' Miihen von Stephen Michnick sowie die
harte Arbeit und kritische Analyse von Tom Wandless und
Professor Martin Karplus vom Harvard Chemistry Depart-
ment undenkbar gewesen. Unser Dank gilt ferner Mark Albers
und Tom Wandless fiir die kritische Durchsicht des Manu-
skriptes, Robert Standaert fiir die Uberlassung von Abbil-
dung 12, Dr. Thomas Wehlage fiir Hilfe bei der Korrektur des
deutschen Manuskripts und Dr. Hengming Ke von der Univer-
sity of North Corlina fiir die Uberlassung der Koordinaten von
CyP (verwendet fiir Abb. 7) vor ihrer Publikation. Schliefilich
schulden wir anderen Mitgliedern der Schreiber-Gruppe
grofen Dank, wie M. A., Jun Liu, Pat Martin, R. S., und
T. W., deren Mithe und Begeisterung das Immunophilin-Pro-
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Jekt hier bei uns aufregend und erfolgreich werden liefien.
M. K. R. dankt der American Chemical Society, Division of
Organic Chemistry, und Merck, Sharp & Dohme fiir finan-
zielle Unterstiitzung in Form eines Graduiertenstipendiums.
Die Immunophilin-Forschung im Laboratorium von S. L. S.
wird von den National Institutes of General Medical Sciences
(GM-38627 und GM-40660) gefordert.
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