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Nimmt ein Protein seine dreidimensio-
nale, gefaltete, native Struktur ein, so
sind Konformationsinderungen inner-
halb der Polypeptidkette die elementaren
Prozesse. Noch vor einigen Jahren galt
die Faltung der Proteine in der Zelle als
autonomer Vorgang, an dem weder En-
zyme noch Hilfsstoffe beteiligt sind.
Neuerdings werden immer mehr Fal-
tungshelfer gefunden, zu denen auch
Enzyme, die Konformationsdnderungen
katalysieren, gehoren. Die cis/trans-Iso-
merisierung der Peptidbindung, die in-
nerhalb der Kette vor einem Prolinrest
lokalisiert ist, wird durch Peptidyl-Pro-
lyl-cis/trans-1somerasen (PPlasen) be-
schleunigt. Dies sind allgegenwirtige,
phylogenetisch hochkonservierte Enzy-

me, von denen man bisher zwei Fami-
lien, die Cyclophiline und die FK506-
bindenden Proteine, kennt. Thre kataly-
tische Aktivitit ist auBBerordentlich hoch,
so dafB die Geschwindigkeitskonstanten
der von ihnen katalysierten bimolekula-
ren Reaktionen das diffussionskontroi-
lierte Limit fiir Enzym-Substrat-Reak-
tionen erreichen. Diese Enzyme konnen
die Isomerisierung sowohl von Oligo-
peptiden als auch von Faltungsinterme-
diaten der Proteine beschleunigen. Wel-
che Struktureinheiten bei Reaktionen in
der Zelle als Substrate erkannt und wel-
che Reaktionen dort katalysiert werden,
ist noch nicht bekannt. Sicher ist, daB
die Isomerasen mit Hitzeschockprote-
inen der nichtaktivierten Steroidrezepto-

ren oder auch mit dem gag-Polyprotein
des Aids-Virus HIV-1 wechselwirken.
Hochwirksame Inhibitoren der PPlasen
sind die immunsuppressiven Verbindun-
gen Cyclosporin A und FK 506. Uberra-
schenderweise wirken diese Verbindun-
gen zwar in der Signalkette der T-Zelle,
aber nicht durch die Inhibierung des En-
zyms; die Inhibitor-Enzym-Komplexe
selbst sind die Wirkstoffe. Diese haben
molekulare Eigenschaften, die die Ein-
zelkomponenten nicht aufweisen, und
die nun weitere Zellbestandteile beein-
flussen konnen. Unter diesen Aspekten
werden die gegenwartig diskutierten Mo-
delle zur Unterdriickung der antigen-
und mitogenstimulierten klonalen Ex-
pansion der T-Zellen vorgestellt.

~

1. Einfithrung

Es gibt Reaktionen, fiir die scheint eine durch Enzyme indu-
zierte Geschwindigkeitserhdhung und eine Selektivitatskontrol-
le in zelluldrer Umgebung vollig liberfliissig zu sein. Sie laufen,
auch unkatalysiert, schnell und scheinbar spezifisch ab, so daf3
die Bereitstellung eines Enzyms durch den Syntheseapparat der
Zelle eine Verschwendung von Ressourcen wire. Zu diesen of-
fensichtlich autonomen Prozessen gehdren generell solche, bei
denen sich die Konformation in Naturstoffen dndert. Den Bio-
chemiker interessieren natiirlich besonders Konformationsén-
derungen in Proteinen, weil Proteine die zentralen Regulations-
elemente der Zelle sind.

Durch Befunde aus zahlreichen Restrukturierungsexperimen-
ten an entfalteten Proteinen wurde diese Sicht der Dinge besté-
tigt. Geht man von einem Protein in denaturiertem Zustand aus,
bei dem keine der urspriinglich vorhandenen Sekundarstruktur-
merkmale der Polypeptidkette mehr nachweisbar sind, fithren
bei kleinen globuldren Eindoménenproteinen alle Konforma-
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tionsdnderungen nach einem Sprung in eine renaturierende Um-
gebung ziemlich schnell zur Konformation des nativen Proteins.
Zusitzliche Komponenten, die diese Faltung férdern, miissen
dabei nicht zugegeben werden. Im Licht dieser Ergebnisse be-
steht ein nur geringer Evolutionsdruck, Organismen mit Enzy-
men auszustatten, die Konformationsidnderungen katalysieren
und dabei Proteine als Substrate erkennen kénnen.

Eine ganz bestimmte, auch intrazellulér relevante Konforma-
tionsdnderung, und zwar die cis/trans-Isomerisierung an der
Aminosdure Prolin, benétigt relativ viel Zeit. Diesen Wider-
spruch konnte meine Arbeitsgruppe 1984 auflgsen, indem wir
das erste, eine Konformationsidnderung an einer formalen Ein-
fachbindung katalysierende Enzym, eine Peptidyl-Prolyl-cis/
trans-Isomerase (PPlase)? nachwiesen und isolierten!!!. Neue
Enzyme sind erfahrungsgemiB als potentielle Zielobjekte fiir
das Screening der Kulturfiltrate von Mikroorganismen nach
Effektoren und fiir die chemisch-synthetische Pharmakaent-
wicklung besonders interessant!?!. In unserem Fall verlief die
Entwicklung ein wenig anders. Erst lange nach dem klinischen
Einsatz des immunsuppressiven Medikaments Cyclosporin A
(CsA), einem cyclischen Undecapeptid, und nach der Identifi-
zierung eines cytosolischen Rezeptorproteins fiir CsA durch
Handschumacher et al.®], konnten N. Takahashi et al.”*] und
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wir™®! die enzymatische Aktivitit dieses Rezeptors nachweisen
und die Inhibitorwirkung von CsA auf die Enzymaktivitit
nachweisen. Aufbauend auf diesen Erkenntnissen verliefen im
Falle des immunsuppressiven Peptidomakrolids FK 506 die Re-
zeptorisolierung und die enzymologischen Experimente zeit-
gleich, wobei die Inhibierung einer nicht mit dem CsA-empfind-
lichen Enzym identischen PPlase durch FK506 festgestellt
wurde®®!,

Vollig unerwartet war aber der Befund von amerikanischen
Arbeitsgruppen, dal die suppressive Wirkung dieser Wirkstoffe
auf die klonale Expansion der T-Zellen nicht aus der direkten
Inhibierung der PPlase-Aktivitdt resultiert. Nach den bisheri-
gen Erkenntnissen préisentiert das Protein die im Wirkstoff-Pro-
tein-Komplex in bezug auf die Konformation verinderten Li-
ganden einer weiteren in der Zelle vorhandenen Komponente,
und zwar der Ca®* /Calmodulin-abhingigen Proteinphosphata-
se Calcineurin, die nun ihrerseits in ihrer dephosphorylierenden
Wirkung inhibiert wird!” ~*! (siche Abschnitt 9).

Deshalb soll neben einer Betrachtung zum Vorkommen, zu
den Eigenschaften und zum Mechanismus der durch PPlasen
katalysierten Reaktionen in dieser Ubersicht auch auf ncue Er-
kenntnisse zur biologischen Wirkung der Immunsuppressor-
Enzym-Komplexe eingegangen werden.

2. Prolin — ein molekularer Schalter

Verfolgt man die Umstrukturierung von Polypeptidketten, so
kann man oft langsame Teilreaktionen (bis in den Stundenbe-
reich) beobachten, wenn Prolin am Kettenaufbau beteiligt
ist119 39 Solche Faltungsvorginge laufen nicht nur im Reagenz-
glas wihrend kiinstlich eingeleiteter Renaturierungs- und Dena-
turierungsreaktionen ab, sondern auch in vivo bei der riboso-
malen Proteinsynthese und -reifung, beim Transport von Poly-
peptiden durch Membranen, bei der Beseitigung funktionsge-
storter Proteine sowie bei der Bindung von Liganden an und
Oligomerisierung von Proteinen!!!!, Bei vielen dieser Prozesse
tritt kurzzeitig ein cis/trans-Isomerenverhiltnis auf, das nicht
dem des thermodynamischen Gleichgewichts entspricht und das
fiir die augenblickliche individuelle Umgebung der Polypeptid-
kette maBgeblich ist.

Zur Ilustration des Faltungsproblems ist in Abbildung 1 ein
Ausschnitt aus der Struktur einer Polypeptidkette dargestellt.
Eine Anzahl formaler Einfachbindungen ermdglicht Rotations-

Abb. 1. Bezeichnung der Rotationswinkel in einer Polypeptidkette,

prozesse im Peptidriickgrat und in den Seitenketten und ge-
wihrleistet somit die Flexibilitdt der Polypeptidkette. Dicse Tor-
sionsbewegungen bedingen die meisten dynamischen Prozesse
in einem Protein, also auch die Faltung. Als ungekoppelte Ele-
mentarprozesse sind sie bis auf eine Ausnahme (Verinderung
des Winkels w) schnell (Relaxationszeiten <« 1 s); durch die
gegenseitige Beeinflussung der Rotationen und durch Nach-
barschaftseffekte resultieren Umwandlungszeiten zwischen
107! und 10® 5. Zu besonders langsamen Konformationsinde-
rungen neigt infolge der wohlbekannten Elektronendelokalisie-
rung innerhalb der Amidbindung und einer zusitzlichen steri-
schen Komponente die Prolylpeptidbindung (Abb. 2). Zudem
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Abb. 2. Die cis/trans-Isomerisierung der Peptidbindung N-terminal zum Prolin.

sind - anders als bei der C(O)NH-Bindung - die beiden energie-
armsten Anordnungen im Konformationsraum, cis (@ = 0°)
und srans (o = 180°), bei der Prolylpeptidbindung thermodyna-
misch vergleichbar stabil. Im Prinzip kénnen bei Polypeptiden
mit # Prolinresten bis zu 2" Isomere als Bindungspartner bei
Erkennungsprozessen und als Reaktionspartner auf molekula-
rer Ebene in der Zelle zur Verfiigung stehen. Die Tendenz von
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Proteinen, eine dreidimensionale Struktur zu bilden, ist ausge-
prigt. Da in dieser Struktur die ¢is- und zrans-Isomere nicht
mehr energiegleich sind, ist das Vorliegen des weniger bevorzug-
ten Isomers recht unwahrscheinlich.

Im Gefolge der cis/trans-1somerisierung kommt es periodisch
zu einer Verdnderung der Lage benachbarter Kettensegmente,
da sich die Propagationsrichtung des Polypeptidriickgrats in
beiden Isomeren unterscheidet. In dieser Hinsicht dhnelt die
cis/trans-Isomerisierung an der Peptidbindung N-terminal be-
ziiglich der Prolineinheit einem molekularen Schaltvorgang, der
wie folgt charakterisiert ist:

1. Es gibt zwei stabile Schalterstellungen; Zwischenpositionen
sind instabil.

2. Der Schaltwiderstand ist auf der Skala der Aktivierungsener-
gien fiir biologische Erkennungsprozesse hoch.

3. Die Betitigung des Schalters fiithrt zu einer Verstidrkung eines
Effckts am Ankunftsort des Signals. Im Falle des Prolin-
schalters resultiert hauptsichlich eine mechanische Bewe-
gung, die sich in der Umorientierung der Segmente des Pro-
teinriickgrats zeigen kann.

4, Isomerisierungskatalysatoren wie die PPlasen iibernehmen
die Funktion eines den Schaltwiderstand senkenden Regel-
glieds und sorgen in Gegenwart vieler Schalter zusitzlich fiir
eine selektive Auswahl. Die Regelung des Schaltwiderstands
(die Rotationsbarriere) erfolgt iber die Enzymkonzentration
und die Auswahl der Schaltelemente durch die Enzymspezifi-
tat.

Ein Beispiel fir einen photoaktivierbaren Schaltvorgang ist
die biologisch auBerordentlich bedeutungsvolle cis/trans-Isome-
risierung der C=C-Bindungen im Retinal und den Retinalpro-
teinen*1,

3. Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen und andere
immunophile Proteine

PPIasen kdnnen bereits in katalytischen Mengen die Isomeri-
sierung der Prolylpeptidbindung (sieche Abb. 2) beschleunigen,
wenn diese Struktureinheit in einem geeigneten Substratpeptid
eingebaut ist. Untersucht man ein beliebiges Zellmaterial aus
Sdugetiergewebe, kann man PPIasen aufgrund ihrer Aktivititen
entdecken, die sich sowohl in der Molekiilmassenverteilung als
auch im isoelektrischen Verhalten unterscheiden (Abb. 3 und 4).
Dies kann als erstes Indiz dafiir gelten, daB eine ganze Gruppe
solcher Enzyme existieren konnte.

In der Enzymnomenklatur sind PPIasen unter den cis/trans-
Isomerasen (EC-Nummer 5.2.1.8) eingeordnet. Die mitunter in
der Literatur auftauchenden alternativen Bezeichnungen ,,Rota-
masen“ % oder ,,Rotomasen*“['*! gehen auf die Bezeichnung
. Rotamerisierung®* fiir den Vorgang der Konformationséinde-
rung zuriick. Bisher sind zwei Proteinfamilien bekannt, die eine
PPlase-Aktivitit aufweisen: die Cyclophiline (Cyp) und die
FK506-bindenden Proteine (FKBP) (Synonyme: FK506-bin-
dende PPlusen, Makrophiline). Welche spezifische enzymati-
sche Funktion zeichnet nun diese beiden Enzymgruppen aus?

Die enzymatisch katalysierte Isomerisierung am Prolin ist re-
versibel, d. h. sie ist an die gleichzeitige Gegenwart der cis- und
der trans-Konformere gekoppelt. Schlie8t man irreversible Fol-
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Abb. 3. Die Auftrennung der Aktivitit der PPIasen aus dem Cytosol von Schwei-
nenieren nach dem Molekulargewicht {kDa]. Die Aktivitit wurde mit Suc-Ala-Phe-
Pro-Phe-4-nitroanilid anhand des gemessenen Beschlcunigungsfaktors X in der je-
weiligen Siulenfraktion F bestimmt; K = (k, — k )/k,; k, ist die Geschwindigkeits-
konstante fiir die unkatalysierte, &, fir die katalysierte lsomerisierung (FPLC-Tren-
nung an einer Bio-GPC-Diol-Sdule (330 x 10 mm)). Das eingefiigte Bild zeigt den
Kurvenverlauf fiir die Fraktionen 10 bis 36 mit einem veridnderten Ordinatenmal-
stab.
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Abb. 4. Die Auftrennung der Aktivitdt ¢y der PPIasen aus dem Cytosol von
Schweinenieren nach dem isoelektrischen Verhalten der Enzyme in einem pH-Gra-
dienten (®); Aktivititsbestimmung siche Abb. 3; Trennung mit einer kontinuierli-

chen Free-Flow-Elektrophorese (Octopus, Fa. Dr. Weber, Ismaning) bei 5°C in
0.2% Servalyt (pH 3-10), 0.1% Dextran (M =1kDa).

gereaktionen an das cis/trans-Gleichgewicht an, so sind auch die
katalysierten Teilreaktionen cis — frans und frans — cis ge-
trennt zugénglich. Fiir alle drei Fille liegen in vitro gesicherte
experimentelle Daten zur PPlase-Katalyse vor, aber welcher der
drei Fille in vivo hauptsdchlich von diesen Enzymen katalysiert
wird, dariiber kann gegenwirtig nur spekuliert werden. Unter-
sucht man humanes Cypl8cy (zu den Bezeichnungen fiir die
PPIasc-Familien siche!®!), setzt Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-4-ni-
troanilid als Substrat ein und hélt wahrend der cis — trans-Iso-
merisierung dic PPlase-Konzentration sehr niedrig, so wird fiir
diese Konformationsinderung eine normale Michaelis-Menten-
Kinetik ermittelt, ohne dal bei niedrigen Substratkonzentratio-
nen [S], Anzeichen eines sigmoiden Kurvencharakters oder an-
dere Effekte im v/[S],-Graphen sichtbar werden (v entspricht der
Reaktionsgeschwindigkeit). Die Reaktionsbeschleunigung fiir
die cis — trans-Isomerisierung in Oligopeptidsubstraten (wenn
[Sl, « K,,) ist linear von der Enzymkonzentration abhin-
gig[l, 16, 17]'

Unter den fiir den Standardaktivititstest geltenden Reaktions-
bedingungen (Enzymkonzentration [E], «[S],) andern die PPI-
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asen das cis/trans-Verhiltnis des Substrats selbstverstindlich
nicht. Allerdings entspricht die Isomerenverteilung nach der
Bindung von Substraten!'® ! (und von Inhibitoren!?? 21%) an
PPlasen nicht derjenigen des freien Liganden im festen Zustand
oder in Losung. Am Enzym wird manchmal das zrans-, manch-
mal das cis-Isomer besser gebunden. Liegen PPlase und Sub-
strat stéchiometrisch oder die PPIase par im Uberschuf vor,
kann dadurch das Isomerengleichgewicht von prolinhaltigen
Polypeptiden vollig verdndert werden. Untersucht man zellulire
Prozesse, an denen PPIasen beteiligt sind, ist dies ein wichtiger
Aspekt, da die intrazelluliren Enzymkonzentrationen oftmals
hoch sind. Tm Cytosol von humanen Erythrocyten ist die Kon-
zentration von Cyclophilinen mindestens 4 pm22! und kann so-
mit leicht die Konzentration eines potentiellen, intrazelluldren
Substrats iibertreffen.

Mit der katalytischen Funktion untrennbar verbunden ist
eine spezifische Erkennungs- und Bindungsfdhigkeit der
PPlasen fir einen in einer linearen Polypeptidkette eingebau-
ten Prolinrest. Diese Bindungsfihigkeit kdnnte durch begiinsti-
gende Nebenbindungsstellen noch verstiarkt werden. Unter die-
scn Umstinden konnten PPlasen auch eine Rolle als Bin-
dungsproteine mit einer ,,spezifischen Prolinerkennung** spielen.
So erinnert die achtstriangige, antiparallele §-Barrel-Struktur des
humanen Cyp18cy an typische Strukturen von Bindungs- und
Transportproteinen fiir kleine hydrophobe Molekiile, beispiels-
weise die des Bilin-Bindungsproteins, des Retinol-Bindungspro-
teins und des Streptavidins, obwohl die Bindungsstellen die-
scr Proteine fiir ihre Liganden ganz anders aufgebaut
sind[23-24,

Nach unseren bisherigen Erkenntnissen kénnen PPlasen die
Isomerisierung der offenkettigen N-Alkylpeptidbindung in Oli-
gopeptiden nicht gut beschleunigen. Dies zeigt, daB fiir die Ka-
talyse der Proteinfaltung das Prolin selbst und nicht etwa eine
spezielle Bigenschaft der Peptidbindung von Bedeutung ist!**.

Die Aminosiuresequenzen der Cyclophiline und der FK BP26]
sind, auch in den fiir die Enzymaktivitit wichtigen Regionen der
Peptidkette, nicht sehr dhnlich; auch die Strukturhomologie der
aktiven Zentren ist sehr begrenzt!27). Die beiden Enzymfamilien
lassen sich auch sehr gut durch ihr abweichendes Verhalten ge-
geniiber Cyclosporin A und Peptidomakroliden unterscheiden.
Nur CsA und seine Derivate inhibieren Cyclophiline, wihrend
FKBP von Peptidomakroliden inaktiviert werden. Eine Kreuz-
inhibition wird nicht beobachtet.

Innerhalb der beiden Familien sind die Aminosduresequenzen
quer durch das Organismenreich hochkonserviert. Unter den
Isoformen der Cyclophiline und denen der FKBP eines Zelltyps
wird ein fir die Enzymaktivitit offensichtlich besonders wichtiger
Kernbereich durch C-terminale und N-terminale Extensionen
unterschiedlicher Linge komplettiert. Eine solche Konservie-
rung grofBerer Kernbereiche im Verlauf der Evolution wird als
Hinweis auf eine zentrale Bedeutung der betreffenden Protein-
funktion im zelluliren Geschehen gedeutet.

Einige PPlase-Gene wurden bereits auf dem humanen Genom
lokalisiert: humanes Cyp23scc ist auf Chromosom 1528
Cyp150mem auf Chromosom 3291 FKBP12¢cy auf Chromo-
som 20 und FKBP13cy auf Chromosom 11[3°! angeordnet. In
einer Genbank aus humaner Leukocyten-DNA sind ein einziges
funktionales Cypt8cy-Gen und fiinfzehn Pseudogene vorhan-
dent®!],
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Um zu verdeutlichen, daf} die PPTasenfamilien als Rezeptor-
proteine in das Immungeschehen eines Sdugerorganismus einge-
bunden sind, wurde von S. L. Schreiber et al. die Bezeichnung
,2Jmmunophiline* geschaffen'®?). Dieser Terminus bezieht sich
auf die Bindung der immunsuppressiven Medikamente Cyclo-
sporin A, Rapamycin und FK506 (Abb. 5) unter Bildung eines
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Abb. 5. Tmmunsuppressive Inhibitoren der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen.
Am Cyclosporin A entspricht MeBmt (4 R)-4[ (£)-2-Butenyl]-4- N-dimethyl-L-threo-
nin und Abu L-z-Aminobuttersiure. Substituicrt man FK506 am C21-Atom
(Ethylgruppe anstelle des Allylrests), erhélt man die immunsuppressive Verbindung
Ascomycin.
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Wirkstoff-Protein-Komplexes. Cyclosporin A, Rapamycin und
FK506 (Synonym: Tacrolimus) sind aus Mikroorganismen
stammende Naturprodukte, die spezifische Wirkungen im Im-
munsystem!****1 aber nicht nur dort®%), ausiiben. In antigen-
stimulierten T-Lymphocyten werden durch diese Immunsup-
pressiva Ca® " -abhingige Wege in der zur klonalen Expansion
der Zellen fihrenden Signaltransduktion blockiert. Einer der
Hauptfaktoren, warum die T-Zell-Antwort nach der Triggerung
des Rezeptor-CD3-Komplexes durch ein prisentiertes Antigen
oder Mitogen unterdriickt wird, scheint die Inhibierung der Ex-
pression einiger wichtiger Lymphokingene zu sein. Dazu gehoren
die Gene mehrerer Interleukine (IL-2, IL-3, 1L-4), die Faktoren
GM-CSF (Granulocyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender
Faktor), Tumor-Nekrose-Faktor-o (TNF-o) und Interferon-y
sowie das Onkogen c-myc!?%\. Als Regulationsebene hat sich die
Translokation von Komponenten der bisher proteinchemisch
noch recht wenig charakterisierten Transkriptionsfaktoren (AP-
3, NF-AT, NF-«B) aus dem Cytosol in den Kern herausge-
stellt 371,

Immunophil sind aber weit mehr Proteine als die, deren PPI-
ase-Aktivitit nachgewiesen wurde®® 341, Unter anderem bin-
den die immunsuppressiven CsA-Derivate [D-Lys(e-Dansyl)®]-
CsA und [p-Dab(Boc)®]-CsA (Dissoziationskonstanten: K, =
60 + 33 nM bzw. 570 4 380 nM) dhnlich stark an G-Actin aus
Jurkat-Zellen wie an die PPlasen aus dem gleichen Zellhomo-
genat*%l Auch das StreBgen SSA1, das dem Actin strukturver-
wandte, cytosolische Hefeanalogon des Hitzeschockproteins
hsp70, kann [p-Lys(e-Dansyl)®}-CsA mit einer Dissoziations-
konstanten von 53 nM binden™?.. Die In-situ-Affinititsphoto-
markierung von Fibroblasten, Hepatocyten und lymphoiden
Zell-Linien mit [*H]N-(Diazotrifluorethyl)benzyl-n-LysS-cy-
closporin fithrt zu einer Vielzahl mit Hilfe der SDS-Gelelcktro-
phorese (SDS = Natriumdodecylsulfat) detektierbaren, spezi-
fisch markierten Proteinen im Bereich von ca. 20-200 kDa, die
nur zum Teil den bisher bekannten PPlasen zugeordnet werden
kénnen[3® 411, Darunter befindet sich als identifizierbares Ma-
terial auch ein Membranprotein des Na* /p-Glucose-Cotrans-
porters der Niere mit einem Molekulargewicht von 75 kDal*#,

Die spezifische Bindung von Interleukin-8 (IL-8) an CsA
{K, = 850 nM) wird sogar noch immunchemisch in den Bereich
der Bindungsfahigkeit von PPIasen geriickt, da die Kreuzreakti-
vitit eines Antiserums gegen humanes, rekombinantes TL-8 mit
einer cytosolischen PPIlase nachgewiesen wurde. Im enzymati-
schen Standardtest zeigt IL-8 jedoch keine PPTase-Aktivitdt!43!.
Noch weitgehend uncharakterisiert ist ein cytosolisches, S0 kDa
schweres, immunophiles Protein aus Jurkat- und Milzzellen. Es
bindet hochaffin sowohl CsA (X, = 39 nM) als auch FK506
(K, = 2 nM), ohne PPTase-aktiv zu sein. Sowoh!l Rapamycin als
auch CsA konnen mit [*H}-Dihydro-FK 506 vom Bindungsort
verdringt werden 41,

Auf der molekularen Ebene noch vollig ungeklirt ist dic Bin-
dung von Cyclosporinderivaten an das fiir einen speziellen Typus
der Vielfachresistenz von Krebszellen verantwortliche, mem-
branstindige P-Glycoprotein (170 kDa)*3!, Ebenso wie diese
Cyclosporine verhindern auch FK 506 und der PPlase-Inhibitor
Rapamycin das Ausschleusen cytotoxischer Stoffe aus den Zel-
len durch eine hochaffine Bindung an das P-Glycoprotein[*¢],

Die Immunophilic umfafit einerseits einen weitaus gréferen
Proteinpool als den der PPlasen. Andererseits gehéren zu der

Angew. Chem. 1994, 106, 1479 -1501
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Tabelle 1. Eigenschaften einiger Cyclophiline. K, = Dissoziationskonstante, K, =
Inhibitionskonstante.
Cyclophilin N-Terminus [a] PPIase- Inhibierbar durch Lit.

Aktiv.  CsA [nm]

[b]
Menschi8cy IM(rec.); *V(nat) 22 1.6 (K)) [97, 106, 107]
(Schwein) Rind18cy 2VNPTV: N-Block. 13.4 2.6 (K;): 20 OC4,)  [5, 51, 108]
Rattel8cy + sensitiv [109]
L. esc.18cy + sensitiv [75]
P, vulgarisi8cy + sensitiv 11107
C. albicans18cy + sensitiv [80]
S. cerevislTcy 19 40 (IC,o); 4.1 (K)  [11t, 112]
N. crassa24mito +SSKVFFD + 200 (K,) [113]
D. melanog26mem [c] wahrscheinlich [88]
Mensch41cy N-Block + 300 (IC,,) [90]
Mensch24sec 2ADEKK + sensitiv [92]
Mensch23sec 2*DEKKK 4 84 (ICs,) [93]
Maus22sec + 400 (Ky) [95]
Mensch22mito 8.0 8 (K) 971
Maus23sec + sensitiv [8]
S. cerevis20mito 21GKKVF 9.2 9.3 (K) [99]
S. cerevis23sec 2ISDVGE + 101 (IC,) [111, 114]
S. chrysol8 ‘KVYFD + 25 (IC50) [103]
E. colil8cy 67.4 2500050000 (IC;,) [115]
E. coli21peri 2SAKGDP 571 25000-50000 (ICs,) [115]

[a] Ansequenzierte N-terminale Enden isolierter, reifer Proteine (Aminoséiuren im Ein-

buchstabencode). [b] Der Quotient &, /K, [uM~*s 1] ist ein MaB fiir die PPlasen-Akti-
vitiit. Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-4-nitroanilid wurde als Substrat eingesetzt. Bestimmung bei
10"C. [c] Nicht bestimmt.

Tabelle 2. Eigenschaften einiger FK506-bindenden Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen

(FKBP).
FKBP N-Terminus  PPIase- Inhibierbar durch Lit.

[a] Aktiv.  FK506 und Rap [nmM]

fb] [c]

Menschi2ey 2GVQVE 2.2,0.64 1.7 (FK), 0.2 (Rap), K; [162, 190, 191]
Rind12cy 2GVQVE 0.66 0.25 (Rap). K, [51, 168]
S. cerevist2ey N-Block 82 0.9 (FK), 0.5 (Rap), K, [168, 180]
Menschiémem  22TGT(A)EG 1.5 55 (FK), X, 192]
Mensch25 N-Block 0.8[d] 160 (FK}, 0.9 (Rap), K; [d] [177]
Mensch52 *TAEE 0.39[¢] 10 (FK), 8 (Rap), K, [178, 193]
Kanin.52 XAEEM Ifl 1l 11941
S. cerevisid BGSLSD 54 8.3 (FK), 0.7 (Rap), K; [180]
S. chrysol3 IGIEKP + ~40 (FK), ~10 (Rap), IC,, [181]
N. crassal3 + ~20 (FK), IC;, [182]
N. meningitidis12 + sensitiv FK [183]
C. trachomatis27 + sensitiv FK und Rap [195]
L. pneumophila5 ' ATDAT 1.2 210 [185, 218}

[a] Ansequenziertes N-terminales Ende isolierter, rcifer Proteine. [b] &../K.[pm~*s™'];
Suc-Ala-Leu-Pro-Phe-4-nitroanilid als Substrat; T =10°C. {c] FK306 = FK, Rapamy-
cin = Rap. [d] Rinderenzym. [¢] Bestimmung bei 15 °C. [f] Nicht bestimmt.

Gruppe der PPlasen Proteine mit vergleichsweise geringer Affi-
nitat gegeniiber Cyclosporin A (Tabelle 1) und FK506 (Tabel-
le 2), die somit nicht immunophil sind.

4, Messung der Enzymaktivitiit

In Tabelle 3 sind die bisher bekannten Methoden zur Mes-
sung von PPlase-Aktivitdten aufgefiihrt. Sie beruhen oftmals
darauf, reine cis- oder trans-Isomere oder zumindest eine Isome-
renverteilung herzustellen, die von der Verteilung des den duBe-
ren Bedingungen entsprechenden Gleichgewichtszustands ab-
weicht. Auf diese Weise kann man die Kinetik der Einstellung
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Tabelle 3. Methoden zur Messung der katalytischen Aktivitit von Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen.
Methode Detektion Reaktionsrichtung Substrattyp Anwendbar in Homogenaten Lit.
Isomerspezifische Proteolyse UV/VIS; cis — trans Oligopeptide ja [1, 4, 51, 60]
Fluoreszenz
NMR-Spektroskopie Sittigangstransfer; frans 2 cis Oligopeptide, kurze Proteine nein [55-37, 61]
Linienverbreiterung
Solventsprung Fluoreszenz; trans — cis Oligopeptide ja [52, 53]
UV/VIS cis — trans
Riuckfaltung/Entfaltung Fluoteszenz trans — cis; Proteine nein (16, 62, 63]
cis — trans
UV/VIS trans — cis; Proteine nein [62, 64]
cis — trans
Circulardichroismus trans — cis; Proteine nein [63]
cis — trans
Proteolyse trans — cis; Proteine nein [65, 136]
cis — trans
enzymatische Aktivitit trans — cis; Proteine ja [66—68]
cis — trans
des Gleichgewichts und damit die Geschwindigkeit der cis/trans- ky
. ) . S¥ <—= §
Isomerisierung untersuchen. Setzt man die dynamische NMR- / k. ‘\
Spektroskopie ein, so wird die Aktivitdt im ungestorten cis/trans- ES ES
Gleichgewichtszustand gemessen. Obwohl bei linearen, prolin- \ /
haltigen Oligopeptiden cis- und frans-Formen durch Tieftempe- Produkt
ratur-HPLC manchmal getrennt werden kénnen!7, ist die Le-
.. . .. . 8 s 5
bensdauer der isolierten, reinen Konformeren fiir analytische ,o & Kokl + Kok [Ely + KKK [SI[E]
Messungen meist zu gering. Deshalb 16st man die Hydrolyse KB (k_ KZ + [Elk5)
einer Peptidbindung durch eine isomerspezifische Protease aus,
um durch diese angekoppelte irreversible Bindungsspaltung das
. - . . N . s 5 5*
Konformationsgleichgewicht voriibergehend zu stéren. Diese [ElokS <k, Ky, (ElokS > k_ K,

Reaktion ermdglicht eine kinetische (und thermodynamische)
Analyse des Konformationsgleichgewichts, weil viele Proteasen
das all-trans-Konformer cines Substrats mehr als 10*fach bevor-
zugen (Zahlenwert bezieht sich auf den k_,,/K,-Wert, wobei &,
der Wechselzahl und K der Michaelis-Konstanten entspricht).
Die isomerspezifische Proteolyse kann auch dann beobachtet
werden, wenn die isomerisierbare Bindung weit entfernt von der
proteolytisch gespaltenen Bindung ist (Abb. 6)#8 301,

Substrattyp Prolinposition Spezifitat
—P P _P._P._Phe — F_p_ 2 trans
5 4 3 2 1 2
T a, trans >cis
Spaltstelle ) .
5 keine

Abb. 6. Schematische Darstellung der cis/trans-Konformationsspezifitit von «-
Chymotrypsin fiir prolinhaltige Substrate, die diese Aminoséure in unterschiedli-
chen Positionen P der Peptidkette enthalten. Ausgewertet wurde die Spezifitdtskon-
stante k,,,/K,. Die Nebenbindungsstellen der Proteasesubstrate sind arthand der
Nomenklatur von Berger und Schechter [264] bezeichnet, nach der die reaktive
Bindung zwischen P, und P, angesiedelt ist.

Abbildung 7 zeigt fiir den Fall [E], &5, » k_, K3, daB sich die
enzymatische Bildungsgeschwindigkeit » eines gemeinsamen
Reaktionsprodukts aus einem Konformerengleichgewicht her-
aus einem Grenzwert ndhern kann, wenn das Gleichgewicht
durch eine sehr aktive, konformationsspezifische Protease ge-
stort wird. Bei hoher Enzymkonzentration [E], und Vorliegen
eines unreaktiven Isomers S ist die Geschwindigkeit v der

Produktbildung unabhingig von der Proteasekonzentration.
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v = S/ KREL[Sly + (k_ e YKL/ KDELIS], o= (k5 /KS)ELIS], + &,[S

I
cat! cat!

Abb. 7. Die Bildungsgeschwindigkeit v eines gemeinsamen Produkts einer enzym-
katalysierten Reaktion aus einem in verschiedenen Konformationen vorliegenden
Substrat S unter Stationirbedingungen ([S* + S], « K&¥, K5).

Sie wird in diesem Fall nur noch von der Umwandlungsge-
schwindigkeit des unreaktiven Konformers (k| ; beim Peptidbin-
dungsisomer cis — trans) bestimmt, die bei einem chromogenen
Proteasesubstrat sehr leicht verfolgt werden kann.

Die resultierende Reaktion ist 1. Ordnung, und die Beschleu-
nigung der cis — trans-Isomerisierung durch eine zugesetzte
PPlase ist an Kurvenverldufen in Abbildung 8 zu erkennen.
Wenn man bei Substratkonzentrationen [S], « K, fiir die betref-
fende PPlase arbeitet, ergibt sich aus der Geschwindigkeitskon-
stanten k, [s ] der beschleunigten Reaktion 1. Ordnung (&, [s ']
ist die Konstante fiir die unkatalysierte Isomerisierung) sofort
die Geschwindigkeitskonstante (k_ /K, [M~1s™ 1 = (k, — k,)/
[E],) fiir die bimolekulare durch die PPIase katalysierte Reak-
tion. Die isomerspezifische Proteolyse ist eine in bezug auf die
Molekiilstruktur der Substrate und die proteolytische Empfind-
lichkeit der PPlasen in Grenzen variierbare Methode, mit der
selbst PPIase-Aktivitdten in nur grob aufbereiteten biologischen
Materialien quantitativ bestimmt werden konnen. Fiir rekombi-
nantes Cyp18cy (Mensch) liegt die noch nachweisbare Enzym-
konzentration im MeBansatz bei ca. 0.02 nM.

Die durch die geringen Anteile an cis-Isomeren (ca. 5-30%
der Gesamtkonzentration, je nach Peptidstruktur) limitierten

Angew. Chern. 1994, 106, 1479-13501



Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen

AUFSATZE

120 180 240

0 NS

I T I W Il

0 60 300 360 420 480

tls]
Abb. 8. Der Verlauf der Spaltung von Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-nitroanilid durch die
konformationsspezifische Protease Subtilisin Typ VIII (0.15mgmL ™' in 0.035M
Hepes-Puffer, pH 7.8, 13 °C) in Abhingigkeit von der Zeit ¢; Detektion bei 390 nm.
1) Unkatalysierte cis — frans-Isomerisierung, gestartet mit dem in 0.2 M LiCl/Tri-
fluorethanol geldsten Peptid; 2) unkatalysierte cis — frans-Isomerisierung, gestartet
mit dem in Dimethylsulfoxid gelosten Peptid; 3) wie Kurve 2, aber mit 5nm
Cypl8cy im Ansatz. Die Spikes am Kurvenanfang sind Mischartefakte.

Amplituden der Isomerisierung fiithren manchmal zu Problemen
mit dem Signal/Rausch-Verhiltnis, und bei hohen Substratkon-
zentrationen kommt es zu Loslichkeitsproblemen. D. Rich
et al.l”" konnten zeigen, daB in einer Losung der Standardsub-
strate Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-4-nitroanilid in LiCl/Trifluoretha-
nol (0.235-0.47 M) Konzentrationen an cis-lsomeren von tiber
50 % erreicht werden, die die Ausfithrung der Aktivititsbestim-
mung wesentlich erleichtern (Abb. §).

Nutzt man einen solchen Losungsmittelsprung fiir Peptide
wie das fluorogene 2-Aminobenzoyl-Gly-Ala-Pro-Phe(4-NO,)-
Xaa-NH,, die in der Fluoreszenz intramolekular gequencht sind,
kann sogar die Isomerisierungsgeschwindigkeit ohne Zugabe
einer Hilfsprotease verfolgt werden>2!, Nach dem Sprung steigt
beim Ubergang in die trans-Konformation die Intensitit der
Fluoreszenz an. Mit der gleichen Technik, allerdings wird die
Intensititsabnahme der Absorption bei 428 nm im UV/VIS-
Spektrum detektiert, kann die katalytische Wirkung der PPIase
auf Ala-Ala-Pro-Tyr(3-NO,)-AlaNH, im reversiblen Gleichge-
wicht bestimmt werden®?l. Das Melsignal resultiert aus den
unterschiedlichen pK,-Werten des 3-Nitrotyrosylrests in den
beiden Konformationszustinden des Peptids!®+.,

Im eindimensionalen NMR-Spcktrum kann man durch Sétti-
gungstransfer!t 7 5% 36} oder durch die Analyse der Linienver-
breiterung!®7- 38! die Relaxationsgeschwindigkeit beider Teilre-
aktionen des [somerisierungsgleichgewichts in Gegenwart kataly-
tischer Enzymmengen messen. Auf der NMR-Zeitskala ist die
Umwandlungsgeschwindigkeit der meisten cis- und trans-Pro-
lylpeptidbindungs-Konformere langsam. Man findet deshalb
fiir die Kerne in der Umgebung des Isomerisierungszentrums
getrennte Signale fiir beide Molekiilformen. In Gegenwart von
PPlasenkonzentrationen gréfer 1 uM kommt es bei dem Stan-
dardsubstrat Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-4-nitroanilid durch die stark
erhdhte Umwandlungsgeschwindigkeit zur Koaleszenz der beiden
Resonanzsignalsitze der Konformere. Der katalysierte chemische
Austausch 148t sich auch in einem NOESY-Experiment an hu-
manem Calcitonin' 32 durch das Auftreten zusitzlicher K reuz-
peaks in Gegenwart von Cyp18cy nachweisen (Abb. 9)!38],

Untersucht man die Kinetik der Ritckfaltung und der Entfal-
tung von Proteinen!® *9), so findet man unter Umstinden lang-
same Faltungsphasen, die oftmals durch die frans — cis-Isome-

Angew. Chem. 1994, 106, 1479-1501
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Abb. 9. Im Prolinbereich (4-Ringprotonen) gespreiztes 'H-NMR-NOESY-Spek-
trum von humanem Calcitonin' “32; A: in Phosphatpuffer, pH 6.8; B: wie A, aber
zusdtzlich in Gegenwart von 25 pM Cyp18&cy; C: wie B, aber Inhibition der Cyp18cy-
Aktivitdt durch einen UberschuB an CsA. Die zusitzlichen K rcuzpeaks (K dstchen)
in B kommen durch den in Gegenwart der PPlIase schnellen cis/trans-Austausch an
der Phe-?*Pro-Bindung zustande. Dic aus der PPlase-Katalyse resultierenden
NOESY-Kreuzpeaks zwischen den d-Ringprotonen von cis- und von trans->*Pro
sind durch Kreise gekennzeichnet [58]. An den Achsen sind die chemischen Ver-
schiebungen § aufgetragen.
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risierung einer oder mehrerer Prolylpeptidbindungen bedingt
sind. Infolge von Polaritdtsinderungen im Verlauf der Faltung
verdndert sich die Fluoreszenz oder die Absorption von Tyr-
und Trp-Resten in Nachbarschaft der Prolineinheiten, so daB sie
als Sonden fiir den Isomerisierungsverlauf dienen kdnnen. Als
besonders geeignetes Substrat fiir beide PPIasenfamilien hat sich
RNase T1, die zwei Bindungen mit cis-Anordnung (Tyr-**Pro
und Ser-3*Pro) im nativen Zustand enthilt, erwiesen. Unter Be-
dingungen, bei denen beide kinetische Prozesse getrennt zu beob-
achten sind, werden auch beide durch PPlasen katalysiert!?*],
Geringe Konzentrationen (kleiner 1 M) an Harnstoff oder Gu-
anidininmhydrochlorid werden bei der Riickfaltung von den
cytosolischen PPTasen ohne grolen Aktivitdtsverlust toleriert.

5. Die Proteinfamilie der Cyclophiline

Von den bisher bekannten 35 Proteinsequenzen, die homolog
zu denen der Cyclophilinfamilie der PPlasen (Schema 1) sind,
konnten viele bereits als Proteine isoliert, charakterisiert und in
ithrer Enzymaktivitiit bestdtigt werden. Tabelle 1 verdeutlicht
dies und gibt weitere charakteristische Eigenschaften an.

Neben ihrer ausgeprigten Sequenzhomologie in einem mittle-
ren, ca. 130 Aminosduren umfassenden Kernbereich, verbindet
alle eukariotischen Cyclophiline ihre ausgeprigte Affinitit ge-
geniiber Cyclosporin A (Inhibitionskonstante) K, « 1 um) und
zu vielen seiner Derivate. Prokaryotische Enzyme sind weniger
bindungsfihig!' 41951151 ein Befund, der aber nicht immer
giiltig ist!103. 1161,

Die in der Sequenz vollstindig konservierten Aminosauren
sind iiber einen Kernbereich verteilt und in ihrer Mehrzahl im
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Schema 1. Erlduterungen auf S. 1487.
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vierten Exon verankert!!%¢l. Sie sollten infolge der relativ kur-
zen Polypeptidkette von Cyp18 etwas mit der Bildung des Kata-
lysezentrums und der Aktivierung der katalytischen Prozesse zu
tun haben. Fiir humanes Cyp18cy wurde die dreidimensionale
Struktur durch NMR-Spektroskopie und durch eine Rontgen-
strukturanalyse bis zu einer Aufldsung von 1.63 A ermit-
telt[18-23.:24] Dje Struktur zeigt, daB die konservierten Amino-
sduren iiber eine Furche lings eines Faltblattbereichs ange-
ordnet sind (Abb. 10). Der konservierte Bereich umfa3t dem-

Abb. 10. Ausder Kristallstrukturanalyse [19] erhaltenes, dreidimensionales Modell
von humanem, rekombinatem Cyp18cy in Gegenwart des Dipeptids Ala-Pro (griin
eingezeichnete Struktur). Die Bereiche, die eine in der Cyclophilinfamilie hochkon-
servierte Aminoséure enthalten, sind weill eingezeichnet.

nach ein ziemlich ausgedehntes Areal, dessen Ausmalle die der
hypothetischen Substratbindungsstellen fiir kurzkettige Oligo-
peptide iibertreffen. Unter den bisher bekannten sechs Isofor-
men der menschlichen Cyclophiline ist das Cyp18cy besonders

<« Schema 1. Aminosiduresequenzen der auf der Genebene bekannten Cyclo-
philine. Die Zahlen iiber den Sequenzen geben die Numerierung der Aminosiuren
im humanen Cyp18cy an. Die fett gedruckten Buchstaben symbolisieren hochkon-
servierte’ Reste. Mensch Cyp18cy (human Cyclophilin A, human Cyclophilin 1)
[69]; Rind (Schwein) Cyp18cy (bovine (pig) Cyclophilin A} [4, 5, 70]; Ratte Cypi8cy
(rat Cyclophilin A) [71], (die Sequenz von Hamster Cyp18cy ist zu 97.6 % identisch
[72]); Maus Cyp18cy (mouse Cyclophitin A) [73]: Huhn Cyp (Teilsequenz) [74]; L.
esculentum Cypl8cy (Tomate) (75]; B. napus Cyp18 (Raps) [75]; Z. maps Cypl18
(Mais) {75]; P. vulgaris Cyp18cy (Bohne [76); 4. thaliana Cypl18[77): D. melanoga-
ster Cyp18cy (Fruchtfliege) (78]: D. discoideun Cyp18 (Schleimpilz) (79]: C. albicans
Cyp18cy (Hefe) [80]: S. pombe cypl8 (Hefe) [81]: S. cerevisiae Cyplicy (yeast
Cyclophilin A) (Hefe) [82, 83]; E. granulosus Cyp17 (Bandwurm) {84]: S. japonicum
Cyp20 [85]: N. crassa Cyp24mito {86, 87]. D. melanogaster Cyp26mem (ninaA)
{Fruchtfiege) {88, 89); Huhn Cyp22see (S-Cyclophilin) |74} Mensch Cypdicy (Cyp-
40. ERB-Cyclophilin) [90, 91];: Mensch Cyp24sec (secreted cyclophilin-like Protein,
SCLP) [92]; Mensch Cyp23sec (human Cyclophilin B, Cyclophilin 2) [93]; Ratte
Cyp26sec (CyLP; rat Cyclophilin B) [94] (die Sequenz in [94] enthiilt wahrscheinlich
einen Fehler im Leseraster, der in [95} korrigiert wurde; die korrigierte Sequenz ist
hier angegeben. Moglicherweise fiihrt eine weitere Insertion einer Base zu einem
Stopcodon an der Aminosiure 2°*Glu [96]); Mensch Cyp22mito (human Cyclophi-
lin 3) {97]; Mensch Cyp158mem (NK-TR protein) [98]; Maus Cyp22sec (mouse
Cyclophilin 2) [95}; Maus Cyp23sec (mouse Cyclophilin C) [8]; S. cerevisiae
Cyp20mito (yeast Cyclophilin 3) (Hefe) [99. 100); S. cerevisiae Cyp23sec (yeast
Cyclophilin B) [101]; S. cerevisiae Cyp36 (Sce3) [102]; S. chrysomalius Cyp18 {103];
Synechococeus sp. Cyp 15 [A. Kaplan, PIR CSYC42): E. coli Cypl18cy (E. coli b)
[104]; E. coli Cyp21peri (E. coli a) [104, 105]: ein offenes Lescraster in Salmonella
typhimurium (GenBank M32355) ist nahezu identisch zu E. coli Cyp21peri.
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verbreitet und gilt nach wie vor als das Rezeptorprotein fiir die
immunsuppressive Wirkung von CsA.

Unter den Sequenzbereichen, die fiir die Lokalisierung der
Proteine in der Zelle verantwortlich sind, féllt bei Cyp18cy das
endstindige CXXL als Signal fiir die posttranslationale Dige-
ranylierung auf. Dieses sonst hauptsichlich bei kleinen G-Pro-
teinen vorkommende Motiv bewirkt eine regulierte Membran-
verankerung der Proteinel!”l. Experimentelle Befunde zur
posttranslationalen Modifizierung von Cyclophilinen fehlen ge-
genwirtig. Auch beim Zelladhisionssignal -RGD-, das bei eini-
gen sekretorischen Vertretern im Kernbereich der Sequenz vor-
kommt, ist die Lokalisierung in der dreidimensionalen Pro-
teinstruktur unbekannt, und es fehlen auch biologische Hinweise
fiir eine spezifische Funktion in den betreffenden Cyclophilinen.

Obwohl hochreine SdugerCyp18cy thermisch und chemisch
recht stabile Enzyme sind (ihre enzymatische Aktivitit bleibt in
Pufferlésung bei 4 °C iiber Monate voll erhalten), geniigt auf-
grund des beachtlich hydrophoben Charakters bereits eine Pla-
stikoberfliche, um das Protein zu denaturieren!! '81. Cytosolische
Enzyme vom Typ Cypt8cy kommen in den Organismen und in
vielen Geweben und Zelltypen in hohen Konzentrationen vor; die
quantitativen Angaben scheinen jedoch stark von der Bestim-
mungsmethode abzuhdngen. Im Sdugerorganismus ist Cyp18cy
nicht lymphocytenspezifisch, ein Umstand, auf den die Neben-
wirkungen bei Therapien mit CsA zuriickgefiihrt werden!*!%1,

Nierentubuli und Endothelzellen enthalten ca. 10 pg Cyp18cy
pro mg Gesamtprotein, wihrend dieser Wert in T-Zellen mit 3.1—
7.0 pgmg ™! etwas unterschritten wird!'2% 1211 Im Kaorperge-
webe liegt die Konzentration bei ca. 1-3 ug pro mg Protein,
wobei Haut- und Lungengewebe den geringsten und neuronen-
reiche Arealel!22! des Gehirns den hochsten Gehalt aufwei-
sen!!2!1 Eg gibt eine groBe intraindividuelle Schwankungsbreite
in den Konzentrationen und Lokalisierungen!!?®, so da8 in
anderen Untersuchungen der Cyp18cy-Gehalt in Lymphknoten
und Milz am héchsten ist!''8), Die erhohte Konzentration in
Tumorzelten! 24! ist nicht bestitigt'!2'!. Mit Hilfe der Elektro-
nenmikroskopie und der confokalen Fluoreszenzmikroskopie
wurde in Thymocyten Cyp18cy nicht nur im Cytosol, sondern
auch in der Kernmembran und in den duBleren Bereichen des
Golgi-Apparats nachgewiesen. Ein zellspezifischer, fiir Leber und
Niere drastischer Anstieg der Cyp18cy-Konzentrationen wird
nach einer Behandlung mit CsA gefunden!!!8- 1251

In unerwartet hohem MaBe ist humanes Cyp4icy mit Cyp18cy
in Mais verwandt (67.3% Identitdt); das wiederum ubiquitdre
Vorkommen von Cyp41icy im Kdrpergewebe (Gehirn > Leber,
Niere. Thymus, Milz) > Lunge) weist auf eine spezielle Zell-
funktion dieser PPlase im Siugergewebe hin!®%!°8] Diese Ver-
mutung wird nachdriicklich durch den Befund bestétigt, dal3
dieses Enzym ein Bestandteil des oligomeren, nichtaktivierten
Ostrogenrezeptors ist!®'!. Die lange C-terminale Extension am
PPlase-homologen Kernbereich von Cyp4icy zeigt die Homo-
logie zum C-Terminus von FKBP59, der PPlase-Komponenten
des nichtaktivierten Progesteronrezeptors. Auch andere Kompo-
nenten der Steroidrezeptoren, die Strefproteine hsp90 und
hsp70, gehéren zu den auf die Faltung von Proteinen speziali-
sierten Molekiile, deren molekulare Wirkung fiir die Rezeptor-
funktion noch unbekannt ist.

Diese Einschrankung gilt auch fiir das an der dulleren Mem-
bran von CD3~,CD16* -Granulocyten (natiirliche Killerzellen)
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befindliche Cyp138mem, das bei der Erkennung von Tumorzel-
len und fiir die Cytotoxizitit der Killerzellen eine Rolle spielt.
Die Aminosiuresequenz und auch Untersuchungen mit Anti-
peptid-Antikdrpern lassen darauf schliefien, dafl der N-termina-
le PPIase-Teil des Molekiils extrazellulir an den Transmem-
bransegmenten verankert ist und somit direkt am Kontakt der
Zellen untereinander teilnehmen kann'®®!.

Drosophila Cyp26mem, das gewebsspezifische ninaA-Protein
der Augen von Fruchtfliegen, ist wahrscheinlich katalytisch an
der Synthese, der Faltung, dem Transport und/oder der Stabili-
tit des photoempfindlichen Rh1-Rh6-Rhodopsins beteiligt.
Cyp26mem ist ein integrales Membranprotein mit einem
Cyp18cy-homologen Sequenzkernbereich, der im Lumen des
endoplasmatischen Retikulums (ER) angesiedelt ist!”® ®8L Schal-
tet man das Cyp26mem-Gen aus, sammelt sich nicht mehr funk-
tionelles Opsin, die Vorstufe von Rhodopsin, im endoplasmati-
schen Retikulum so stark an, daf} dieses zur ungehemmten Pro-
liferation angeregt wird!' 2!, Eine Random-Mutagenese an den
Drosophila-Fliegen fuhrt zu Punktmutationen im Cyp26mem,
wodurch Fliegen-Phinotypen mit einer gestérten Rhodopsinpro-
duktion entstehen. Die nachfolgende Analyse zeigte, daBl die be-
troffenen Aminosduren im vermuteten Substratbindungsbereich
des in seiner Raumstruktur bekannten, homologen Cyp18cy
angesiedelt sind 27,

Es gibt dariiber hinaus eine Gruppe von Cyclophilinen, die
sekretorische Proteine sind und entsprechende Extensionen in
der Aminosiuresequenz aufweisen (siche Schema 1 und Tabel-
le 1). Trotzdem eine N-terminale Signalsequenz, die fiir den
Transport notwendig wire, fehlt, kann selbst Cyp18cy, dhnlich
wie bei IL-1 beobachtet, bei geeigneter Zellstimulierung durch
die Zellmembran geschleust werden!!2®). Sekretorische Cyclo-
philine kdnnen neben einer Signalsequenz auch das ER-Reten-
tionssignal VEKPFAIKE am C-Terminus®®! enthalten. Ihr
Transport aus der Zelle und ihre Neusynthese wird durch
Wachstumsfaktoren stimuliert™2?), In Ubereinstimmung mit
diesen aus Sequenzdaten abgeleiteten Lokalisierungen wurden
im Lumen dcs endoplasmatischen Retikulums hohe PPIase-Ak-
tivitdten ermittelt!!3°]. Biologisch signifikant kénnte die beob-
achtete Colokalisierung mit typischen Proteinen des endoplas-
matischen Retikulums, z.B. den Ca?*-bindenden Proteinen wie
Calreticulin, sein®1. Die von C. M. Deber et al.l'*!] vertretene
Hypothese, daB die cis/trans-Isomerisierung von Prolylbindun-
gen in Membrankanilen eine Funktion in dynamischen Prozes-
sen hat, macht es nicht verwunderlich, daB durch Cyclosporin A
blockierbare Transportproteine, z.B. in der inneren Membran
der Mitochondrien, zu finden sind™*?). Untersucht man CsA-
analoge Inhibitoren!!33), so stellt man fest, daB} die Inhibitions-
konstanten X; fiir die Inaktivierung des Rattenhomologen von
Cyp22mito proportional zu den IC,,-Werten fiir die Blockie-
rung des Ca®*-Ausstroms durch eine Membranpore ist. Mit
Hilfe CsA-resistenter Mutanten von Neurospora crassa mit ei-
nem genetischen Defekt fiir ein funktionsfiihiges Cyp24mito ge-
lang M. Tropschug et al. erstmals der Nachweis, daB nicht die
Inhibierung der PPlase-Aktivitit selbst den biologischen Effekt
von CsA bewirkt, sondern daB3 der CsA-Cyp-Komplex cyto-
toxisch sein muB'®7,

Die Deletion des Cyp20mito-, Cypt7cy- und Cyp23sec-Gens
in Saccharomyces cerevisiae, auch in Form einer Tripel-Mutante,
beeintrichtigt die Lebensfihigkeit der Hefezellen nicht!®°!. Setzt
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man die Hefen aber StreBbedingungen aus, so kann man die
Wirkung der Cyp-Deletionen erkennen. Cyp20mito ist essentiell
fiir das Wachstum der Hefe auf rL-Lactat bei 37°C, die
Cyp20mito-Mutante ist temperatursensitivl'°%!. In Pflanzenzel-
len beweist eine Analyse durch die Northern-Technik den An-
stieg der mRNA-Konzentration von Cyp18cy als Antwort auf
StreBbedingungen!’®. Die Erhohung der Transkription des
Cyp17cy-Gens von Saccharomyces cerevisiae um mehr als das

. Zweifache bei einem Hitzeschock weist eine Parallele zu dem

typischen StreB-70-Gen SSA1 auf. Der entsprechende Cyp-Pro-
moter ist demnach hitzeinduzierbar. Eine Ausschaltung der Ge-
ne von Cypl17cy und Cyp23sec vermindert erheblich die Fahig-
keit der Hefezellen, einen Hitzeschock zu {iberleben 3%,

5.1. Katalytische Eigenschaften

Enzymkinetische Parameter sind bisher nahezu ausschliefilich
fiir Reaktionen von Cyp18cy bestimmt worden (siche Tabelle 1).
Bei der Enzym-Substrat-Wechselwirkung sind fiir die Geschwin-
digkeitskonstanten k,,/K,, (cis — trans) der bimolekularen Re-
aktion im glinstigsten Fall bereits Werte nahe des diffusionsbe-
stimmten  Grenzwerts von 2x108M™'s™! bestimmt wor-
den!!®31, Eine zuverlissige Methode zur Titration der Zahl der
katalytisch aktiven Zentren liegt noch nicht vor; man kann sich
jedoch mit einer durch die Zunahme der Trp-Fluoreszenzinten-
sitdt gut verfolgbaren Titration unter Verwendung des kompeti-
tiven Inhibitors CsA behelfen. Das Standardsubstrat Suc-Ala-
Ala-Pro-Phe-4-nitroanilid wird mit rekombinantem humanem
Cyp18cy mit Konstanten von K, = 0.87mM (cis), k., =
12700 s~ (cis) bei 0 °C umgesetzt>!!, Diese Daten zeigen, daBl
zumindest die cytosolischen Cyclophiline perfekt evolvierte
Enzyme in bezug auf ihre katalytische Funktion sind. Bedingt
durch die hohen k_,-Werte wird trotz der ohnehin schon schnel-
len unkatalysierten Isomerisierung (k,) noch ein betrichtlicher
Beschleunigungsfaktor k., /k, von ca. 10% erreicht.

Die Spezifitit von Cyp18cy fiir Nebenbindungsstellen (No-
menklatur der Nebenbindungsstellen analog derjenigen von
Proteasen(*®#; isomerisierbare Bindung zwischen der P,- und
der P’ -Position) ist bisher nur fiir die Aminosiuren Xaa und
Yaa in Suc-Ala-Xaa-Pro-Yaa-4-nitroanilid einigermaBen aufge-
klart. Vergleicht man das beste mit dem schlechtesten Peptid-
substat fiir ungeladene und geladene Seitenkelten Xaa, so unter-
scheiden sich die Werte fiir das Verhéltnis k_, /K, um weniger als
das Zwanzigfache!®7 1151821831 I bezug auf Yaa sind die
Differenzen etwas geringer, und fiir die P,-Position haben die
Werte fiir &, eine etwas grofere Variationsbreite als fiir &,/
K_ 12981 Der Succinylrest im Standardsubstrat kann, ohne da
sich die Konstante k,,/K,, verindert, durch Glutaryl ersetzt
oder mit minimalen Auswirkungen ganz entfernt werden. Auch
die P,-Position hat noch Auswirkungen auf die Spezifititskon-
stante®7),

Bisher konnten nur die dreidimensionalen Strukturen von
Substrat-Cyp18cy-Komplexen aufgeklirt werden!' 1% 231 Fiir
das Dipeptid Ala-Pro und cin Tetrapeptid-Substrat, dessen cis/
trans-Isomerisierung gut katalysiert werden kann, ist jeweils nur
das cis-Isomer (Winkel an der Peptidbindung w = — 3 °C) als
gebundene Vorzugskonformation nachweisbar. Bei der Bindung
des Dipeptids an das Enzym #ndert sich die Enzymkonforma-
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tion im Vergleich zu der in freiem Cypl8cy nicht merklich. Da
Ala-Pro aber keine Substrat-, sondern nur schwache Inhibitor-
eigenschaften aufweist, kann die Komplexbildung mit ldngeren
Polypeptidketten doch noch zu einem gréBeren Ligandenein-
fluB auf die Enzymstruktur fiihren. Unsere kinetischen Untersu-
chungen an humanem Calcitonin! ~3? belegen, daB die Kom-
plexbildung mit Cyp18cy regiospezifisch verlduft. Die Isomeri-
sierung von mittelstindigen Phe-2*Pro-Bindungen wird sehr gut
katalysiert, die von der endstiindigen Ala-32ProNH,-Gruppe ist
jedoch nicht beschleunigbar®3!,

Finige langsame Prozesse bei Proteinfaltungsreaktionen sind
durch Cyclophiline katalysierbarl®?: 847681 wodurch man sie
zweifelsfrei als cis/trans-Isomerisierungen identifizieren kann.
Wihrend der Riickfaltung eines Proteins wirken PPIasen ein-
deutig als Katalysatoren, denn die Faltung hdngt nicht — wie in
der Regel bei Chaperonen — von der Zugabe des Faltungshelfers
in stochiometrischen Mengen oder vom Zusatz weiterer nieder-
molekularer Hilfsstoffe ab!!37!. Im speziellen Fall der rekombi-
nanten Kohlensiureanhydrase wurde unter Riickfaltungsbedin-
gungen bei der Finwirkung von Cyp18cy (Schwein) sowohl eine
Faltungsbeschleunigung als auch eine Erhéhung der Faltungs-
ausbeute beobachtet!'*5], Da der Ausbeuteeffekt unabhingig
von der Enzymkatalyse zu sein scheint, wird dieser PPIase eine
zusdtzliche Chaperonwirkung zugeschrieben. Signifikante Er-
héhungen der Riickfaltungsausbeute kommen auch unspezi-
fisch durch die Schutzwirkung von stéchiometrischen Mengen
an Fremdprotein vort?®?!, Die katalytischen Effekte durch
PPlasen sind stets durch CsA blockierbar, wihrend das dhnlich
hydrophobe, aber nicht inhibitorisch wirkende Cyclosporin H
die Katalyse von Riickfaltungsprozessen nicht beeinfluf3t.

Wie bei der Katalyse von cis/frans-Isomerisierungen durch
PPlasen, die mit einer isomerspezifischen Proteolyse verkniipft
sind (siehe Abschnitt 4), ist bei der PPlase-katalysierten Riick-
faltung von Proteinen die cis — trans- oder die trans — cis-Iso-
merisierung an eine irreversible Reaktion gekoppelt, und zwar
an die unter nativen Bedingungen quasi-irreversible Bildung ei-
ner dreidimensionalen Proteinstruktur. Es liel sich experimen-
tell bereits nachweisen, dall widhrend der Proteinfaltung beide
Isomerisierungsrichtungen katalysiert werden konnen!®2-139,
Die katalytische Effizienz von Cyclophilinen ist unter den Be-
dingungen [S] « K, bei makromolekularen Substraten wenig-
stens zehnfach geringer als bei kurzkettigen Substraten, Dies ist
sicherlich auch durch die verldngerten Diffusionszeiten bei
groflen Molekiilen bedingt.

Die kinetische Analyse der PPlase-katalysierten Riickfaltung
von Proteinen itber den qualitativen Befund hinaus, daB die
Reaktion beschleunigt wird, gestaltet sich infolge der vielen
strukturell nicht charakterisierten Substratzustiinde sehr kom-
pliziert. Bei der bisher am besten untersuchten Riickfaltung, die
der entfalteten RNase T12°), ist die trans-Tyr-**Pro-Einheit,
anders als trans-Ser-"3Pro, fiir den Katalysator aus sterischen
Griinden unzuginglich. Die aus dieser Unzuginglichkeit resul-
tierende Bildung von intermediiren Strukturen, die bereits die
cis-Ser-°3-Pro-Einheit der nativen Struktur enthalten, ist keine
Eigenschaft der vollstindig entfalteten Kette, sondern entwik-
kelt sich erst im Laufe der Friihphase des Riickfaltungsprozesses.
Die frithzeitige Bildung von nativen Strukturelementen mag
auch der Grund sein, warum manche Reaktionsschritte, an de-
nen cis/trans-Isomerisierungen beteiligt sind, bei der Riickfal-
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tung von Proteinen durch Cyp18cy nicht katalysiert werden
konnen!®7!. Setzt man bei der Riickfaltung dieses Modellpro-
teins cytosolische Cyclophiline aus unterschiedlichen Organis-
men ein, findet man einen Zusammenhang zwischen der kata-
lytischen Aktivitdt all dieser Enzyme gegeniiber einem Tetra-
peptid-Substrat und den zwei langsamen, beschleunigbaren
Prozessen bei der Bildung der nativen Struktur von RNase
T1161 Bis auf E. coli Cyp18cy, das die sehr langsame cis-Tyr-
39pro-Isomerisierung vergleichsweise gut katalysiert, erkennen
fiinf andere, phylogenetisch wenig verwandte Cyclophiline die
Nebenbindungsstellen der RNase-T1-Polypeptidkette gleich
gut und haben vergleichbare sterische Anforderung an das Sub-
strat. Dieses Ergebnis ist als evolutionare Konservierung der
katalysierten Proteinfaltung interpretiert worden.

Fiir Modelle zur De-novo-Bildung der Proteine in der Zelle ist
es wichtig zu wissen, dal} die oxidative Riickfaltung von redu-
zierter RNase T1 (zwei Disulfidbriicken im nativen Zustand) in
Gegenwart der beiden Faltungsenzyme Proteindisulfidisomerase
und E. coli Cyp18cy synergistisch beschleunigt wird14°!, Aus
Griinden der mikroskopischen Reversibilitit zu fordern, aber
experimentell nicht leicht zu untersuchen, ist die durch PPIasen
katalysierte Proteinentfaltung. Dies gelang Miicke und Schmid,
jedoch mit reduzierter und S-carboxymethylierter RNase T1, da
dieses Protein bereits durch einen Konzentrationssprung von
einer 0.2 zu einer 3 M NaCl-Losung entfaltet werden kann. Die
Uberraschend cinfache Kinetik des Entfaltungsprozesses zeigt
eine nichtlinear von der E.-coli-Cyp18-cy-Konzentration ab-
hingige katalytische Beschleunigung(®3!,

Die unter physiologischen Aspekten duBerst interessante Ka-
talyse der Isomerenumwandlung in nativen Proteinen wurde bis-
her kaum untersucht. Bekannt ist, da} 50 pm Cyp18cy (Schwein)
keinen Einfluf3 auf die Geschwindigkeit der cis/trans-Isomerisie-
rung an der Gly-**Pro-Bindung von nativem Calbindin Dy,
hat!®!,

Quantitativ interpreticrbare Daten, die von katalysierten In-
vivo-Faltungsprozessen erhalten wurden, stehen noch weitge-
hend aus. Neben den positiven, qualitativen Befunden einer
durch CsA bewirkten Verzdgerung des Aufbaus der dreidimen-
sionalen Struktur von Transferrin im endoplasmatischen Reti-
kulum!'#1 der etwas verbesserten Proteinausbeute in Coex-
pressionsexperimenten!* 42! und der Wirkung von Gendeletio-
nen"#* liegt als einziger bekannter, kinetischer Wert der Faktor
1.4 fiir die durch CsA verlangsamte Geschwindigkeit der Tripel-
helixbildung im Procollagen von Fibroblasten vor'** Auch
hier wird als Sonde die Inhibierung der PPIase-Aktivitdt durch
CsA verwendet. Der relativ geringe kinetische Effekt bedingt
trotzdem eine betrdchtlich verinderte Zusammensetzung des
Reaktionsprodukts, weil die posttranslationalen Modifikatio-
nen auf die durch die Enzyminhibierung verdnderte Zeitdauer
der Faltung stark ansprechen.

5.2. Inhibitoren

Alle Cyclophiline binden CsA mit Assoziationskonstanten im
Bereich von nM bis einige um (Tabelle 1). Thre Enzymaktivitit
wird kompetitiv inhibiert; ein Befund, der aber bisher nur fiir
das sehr gut inhibierbare humane Cyp18cy verifiziert wurde.
Vergleicht man die Literaturdaten zur CsA-Cyp18cy-Wechsel-
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wirkung, so fillt auf, daB sich die gemessenen Bindungskon-
stanten um mehr als den Faktor 100 unterscheiden. Dies deutet
auf die Abhéingigkeit der Assoziationskonstanten von der Pro-
teinkonzentration hin, die entweder in der Oligomerisierung von
freiem Cyp18cy oder in der bereits im Kristallverband nachge-
wiesenen Bildung eines decameren Komplexes!!**! zu suchen ist.

Die Spezifitit der Bindung und der Inhibierung wird durch
die minimale Affinitdt von p-!!MeVal-Cyclosporin (CsH) zu Cy-
clophilinen dokumentiert. Weitere Basisstrukturen von reversi-
blen Cyclophilininhibitoren sind gegenwirtig nicht bekannt. Eine
Vielzahl gepriifter prolinhaltiger Oligopeptide, die sich als kom-
petitive Substrate anbieten, hemmen die Testreaktion mit Suc-
Ala-Ala-Pro-Phe-4-nitroanilid nicht gravierend, wenn man bei-
de Komponenten in Konzentrationen kleiner 1 mm einsetzt!!46].

Unter pharmakologischen Gesichtspunkten sehr interessant
ist der Befund von D. Rich et al., daB die Bindung von CsA an
Cyp18cy relativ langsam und unter den Reaktionsbedingungen
pseudoerster Ordnung ist sowie in {mindestens) zwei kinetisch
relevante Prozesse aufgeteilt werden kann. Zudem hédngen Para-
meter fiir die Bindung an das Enzym von der Art des Losungsmit-
tels ab, in dem Cyclosporin A vor dem Reaktionsbeginn gelost
wurdel®1:147.148) - Dyje Zeitabhiingigkeit der Inhibitionskon-
stanten (mit einer scheinbaren Halbwertszeit von 29 s fiir die
mittlere Reaktionsphase) zeigt sich in den verdnderten Werten:
K, = 61 nM wurde unmittelbar nach Zugabe von CsA zu Cyp18cy
bestimmt, K; =2.5nM nach 30 min Reaktionszeit (Abb. 11).
Auch die Reaktion mit der reifen Form von Cyp22mito (Ratte)
weist mehrere unterschiedlich schnelle Teilschritte auf. Die
Halbwertszeit ist hier deutlich linger und liefert den Hinweis auf
eine enzymabhingige Konformationsénderung bei der Bildung
der stabileren CsA-CsA-Komplexe.

80
60
a[%)]

40

20

0 30 60 90 120
t fmin]

Abb. 11. Zeitabhiingigkeit der Restaktivitiit « [%] bei der Reaktion von CsA (e)
mit Cypi8cy sowie FK506 (*) bzw. Rapamycin (D) mit FKBP12cy bei 10°C bzw.
15°C (Rapamycin). CsA (10 nM im Ansatz) und Cyp18cy (1.5 nM); FK506 (26 nm
im Ansatz); Rapamycin (34 nM im Ansatz), FKBP12 jeweils 40 nM. Alle Stamml6-
sungen der Effektoren in EtOH/H,0 50/50 Vol.- % [263].

Die Ursache dieses ,,Gedédchtnisses™ von CsA fiir seine Vorge-
schichte ist hauptsdchlich in der konformativen Heterogenitit
von CsA in Lésung zu suchen!*#?!. Das inhibitorisch wirksame
CsA mit trans-Konformation an der *MeLeu-!°MeLeu-Bin-
dung!2t- 159 [iegt in manchen Lésungsmitteln in geringen Kon-
zentrationen (Tetrahydrofuran), in anderen fast zu 100% vor
(Tetrahydrofuran/LiCI!* ') so daB von dieser Konzentration
der K;-Wert zu Beginn der Reaktion, der sich aus der gesamten
eingesetzten CsA-Menge errechnet, abhdngt. CsA scheint aber
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kein Suizidinhibitor zu sein, da nach den bisherigen Erkenntnis-
sen Cypl8cy die cis — trans-Konformationsinderung in CsA
nicht katalysiert. Manche CsA-Derivate erreichen erst nach
Stunden die Einstellung des endgiiltigen Gleichgewichts, in dem
der Ligand optimal an sein Wirtsprotein adaptiert ist. Verwen-
det man Dimethylsulfoxid als Losungsmittel, verlangsamt sich
die Einstellung des Gleichgewichts noch mehr. Trotzdem erhilt
man selbst unter diesen fiir quantitative Aussagen ungiinstigen
Umstdnden eine fiir 96 CsA-Derivate ndherungsweise lineare
Abhingigkeit zwischen der Bindung der Derivate an Cyp18cy
(Rind) und der Fihigkeit zur Unterdriickung der T-Zell-Prolife-
ration!!32). Zwei Derivate (off diagonal analogues!'*3) zeigten
allerdings besonders groBe Abweichungen von dieser Korrela-
tion, so daB ernste Zweifel am unmittelbaren Zusammenhang
zwischen der Inhibierung der katalytischen Wirkung von
Cyp18cy und der Immunsuppression durch CsA-Derivate
aufkamen. ®MeAla-CsA inhibiert die Katalyse vorziiglich
(K, = 9 nM!"3#) und zeigt trotz der an sich minimal verinderten
Struktur gegeniiber der von CsA nur 1% von dessen immunsup-
pressiver Wirkung!!3*), Dagegen bringt 'MeBm,t-Cyclosporin
bei schlechter Bindung (K; = 2240 nm; Cypl18cy (Rind)!!33))
noch 12 % der immunsuppressiven CsA-Wirkung auf die Aktivie-
rung des IL-2-Transkriptionsfaktors NF-AT zustande!'!>+ 1561,

Makromolekulare CsA-Derivate, hergestellt aus Aminodex-
tran (Molmasse ca. 70 kDa) oder Serumalbumin durch kovalente
Verkniipfung von CsA iiber die Seitenkette des (4R)-4-[trans-
Butenyl]4, N-dimethyl-L-threonin-Rests, inhibieren Cyp18cy nur
etwa zehnmal schlechter als CsA. Mit diesen CsA-Derivaten
kann die IL-2-Ausschiittung in EL-4-Lymphocyten mit einem
IC,,-Wert von 60 nM gehemmt werden (ca. 4% der CsA-Aktivi-
tit unter gleichen Bedingungen). Sogar die Kupplung des Ami-
nodextran-CsA-Derivats an Agaroseperlen verhindert, voraus-
gesetzt der Kontakt der Zelloberfliche mit den Perlen wird
hergestellt, nicht die immunsuppressive Wirkung!!*7). Dies
spricht fiir einen (zusdtzlichen?) Rezeptor fiir Cyclosporin A auf
der Oberfliche von T-Zellen. Mit dem gegenwiirtig diskutierten
Modell fiir die Wirkung von CsA (siche Abschnitt 9) ist iibri-
gens auch eine Eigenschaft von ®MeAla-CsA unvereinbar — die-
ses Derivat ist in Phorbolester/lonomycin-aktivierten T-Zell-
Proliferationstest kein CsA-Antagonist!!53I,

Die dreidimensionale Struktur des humanen CsA-Cyp18cy-
Komplexes wurde durch NMR-Spektroskopie!!>® und Rént-
genstrukturanalyse!!#5! aufgeklirt. Die Struktur von Cyp18cy
wird durch die Komplexbildung kaum beeinflu3t!24 131 wih-
rend CsA seine Konformation im Komplex gegeniiber der in un-
polaren, nichtwiBrigen Losungen!' ! oder der im Kristallver-
band!!®! drastisch dndert; beispielsweise sind im Komplex keine
intramolekularen Wasserstoffbriickenverbindungen mehr vor-
handen. Die CsA-Reste 1-3 und 9-11 (sieche Abb. 5) stellen den
Kontakt zur Cyclophilinoberfldche her, das den Liganden in einer
hydrophoben Tasche, die aus den Seitenketten der Aminosiu-
ren !21Trp, ®°Phe, *7lle, !?2Leu, !!3Phe, '?°His, '°'Ala, '°3Ala
und 73 Thr aufgebaut ist, bindet. Wie aus der Intensititszunah-
me der Fluoreszenz bei der Komplexierung und aus Mutagene-
seexperimenten!!®3 1941 schon vorher bekannt war, ist die Ami-
nosdure '2!Trp eine entscheidende Determinante fiir eine
besonders feste Bindung von CsA an das Cyclophilin.

Die Bindungsregion selbst besteht aus vier antiparallel ange-
ordneten Einheiten mit Faltblattstruktur und ist identisch mit
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Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen

der Tasche fiir das Substrat Acetyl-Ala-Ala-Pro-Phe-
amidomethylcumarin'?*!. Im Vergleich zu diesem Peptid

bindet CsA an Cyclophiline allerdings mit der entgegen-
gesetzten Propagationsrichtung der Peptidkette[t5%],

Cytosolische FKBP (Synonym: Makrophiline) gehd-
ren mit weniger als 110 Aminosiuren und Molekularge-
wichten um 12kDa zu den kleinsten bekannten Enzymen
und haben neben der Sequenzhomologie die Inhibierung

durch FK 506 und Rapamycin gemeinsam (Tabelle 2). Es

6. Die Proteinfamilie der
FK506-bindenden PPlasen

gibt noch keinen Befund, der auf eine Oligomerisierung

der cytosolischen Enzyme hinweist, wenn diese in kataly-

L. pneumophila

[184];

aus natiirlichen Quel-

hsp56) [178]; Kaninchen FKBP52 (hsp binding immuno-
Protein)

s

Bisher sind 18 Sequenzhomologe bekannt
FKBP27 (Mip-like

Rekombinante FKBP unterscheiden sich in ihren kine-
tischen Konstanten und Struktureigenschaften nicht

Die dreidimensionale Struktur von humanem FKBP12
merklich von den PPlasen

tischen Konzentrationen vorliegen. FKBP12cy aus Sdu-
gergewebe gelten als Rezeptorproteine fiir die immun-
Rezeptoruntersuchungen zu diesen Verbindungen wurde
der Enzymcharakter der FK506-Bindeproteine ent-
deckt 61,

noch nicht sequenziert worden sind, deren Zugehdorigkeit
wurde mit hoher Genauigkeit bestimmt[29-219:2211 " ¢jn
se C: **KKFDS*SRD in der FKBP12-Kette) berichtet
wurde!®7. Die Clusterbildung der konservierten Amino-
sduren in der Sequenz ist zwar weniger ausgeprégt als bei
den Cyclophilinen, in der Raumstruktur sind diese Ami-

zu dieser Proteinfamilie aber bereits iiber die Kreuzreak-
len!!89 1961 obwohl iiber eine posttranslationale In-vitro-

Phosphorylierung (Konsensusbereich flir Proteinkina-
der Aminosiuren entspricht der von FKBP12cy (Mensch). Mensch

FKBP12cy ([32, 166, 167]; Rind FKBP12cy [168]; Maus FKBP12cy [169];
cans FKBP13 [172]; Mensch FKBP16 (FKBP-13) {173]; Mcnsch FKBP25

[174-176] (das Rinder FKBP2S ist zu 97% identisch [177}; Mensch

FKBPS2cy (p36.
philin, HBI; p59) [179]; S. cerevisize FKBP14 [180]; S. chrysomallus

FKBP13 [181]; N. crassa FKBP13 [182]; N. meningitidis FKBP [183]; C.

trachomatis
FKBP25mem (Mip-Protein) [185, 186]; L. micdadei FKBP26 [187]; (Mip-

S. cerevisiae FK BP12cy (RPB oder RBP1-Protein) [26, 170, 171}; C. albi-
Protein); P. aeruginosa FKBP25 [188]; P. flucreszens FKBP [189).

Schema 2. Aminosiduresequenzen der auf der Genebene bekannten
FK 506-bindenden Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen. Die Numerierung

zen hochkonservierten Aminosiuren (Schema 2) erstrek-

FK506-Molekiil dargestellt. Die in den FKBP-Sequen-
ken sich iiber das gesamte Proteinmolekiil.

strukturell charakterisiert werden. In Abbildung 12 ist
die Struktur von FKBP12cy mit einem gebundenen

tivitdt mit anti-FKBP12cy-Antikorpern und die FK506-
Enzym-Substrat-Komplex konnte jedoch noch nicht

suppressive Wirkung von Peptidomakroliden, und bei
(Schema 2); die zum grofiten Teil im Standardtest als
PPIasen identifiziert wurden. Daneben gibt es FKBP, die
Empfindlichkeit nachgewiesen wurde!!!%-165],
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nosduren aber ebenfalls gemeinsam in einer Furche im Bereich
der Bindungsstelle von FK 506 angeordnet (Abb. 12).

Die Stabilitdt von humanem FKBP12 ist betrédchtlich (7,, &
68 °C) und im Komplex mit Peptidomakroliden!! *® noch ausge-
pragter; ¢s 1d3t sich nach der durch Harnstoff vermittelten Ent-
faltung (¢,, = 4.3 M), im Gegensatz zu Cyclophilinen, auch wieder
bis zur vollen Enzymaktivitdt in die native Form zuruckfal-
ten“ 99]'

Abb, 12. Dreidimensionales Modell des FK506-FKBP12-Komplexes [20]. Das
FK506-Molekil ist griin eingezeichnet, hochkonservierte Aminosduren in FKBP-
Sequenzen sind durch die weillen Bereiche symbolisiert.

Wie Cyclophiline sind FKBP12cy in humanem Gewebe weit
verbreitet und weisen besonders hohe Konzentrationen in einigen
Hirnregionen aufl2°’l. Die Konzentration von FKBP12cy im
Cytosol von Lymphocyten-Zellen ist fiir ein Enzym auferge-
wohnlich hoch (¢ & 20 pm!'?7- 2011y Die subzellulare Verteilung
ist jedoch nicht stabil, sondern vom Funktionszustand der Zelle
abhingig, wobei, analog zu Cyp18cy, dem Zellkern nahe Berei-
che bevorzugt werden!??2!, Eine weitere unerwartete Gemein-
samkeit zwischen Cyp18cy und FKBP12cy ist ihre chemotakti-
sche Aktivitit gegeniiber Neutrophilen, die fiitr FKBP12cy bis
weit unterhalb des nanomolaren Bereichs nachweisbar ist[2%31.
CsA und FK506, nicht aber die PPIase-Inhibitoren *MeAla-
CsA und Rapamycin, blockieren die chemotaktische Aktivitit
ihrer jeweiligen Bindungspartner und weisen damit auf die
Ca’*-abhiingige Signaltransduktion als eigentlichen Ort der
biologischen Wirkung hin. Mit dem Ergebnis, dall FKBP12cy
extrazelluldr wirksam ist, harmoniert der Befund, der eine das
Hepatocytenwachstum stimulierende Aktivitdt in einer Dosis
von 1 pg pro kg Gewebe bei der Leberperfusion beschreibt[204],
Die Inhibierung der chemotaktischen Wirkung der PPIasen
wird alternativ zum IL-2-Modell auch zur Erklirung der Im-
munsuppression durch CsA und FK 506 herangezogen>©31,

Das Hefeanalogon von FKBP12cy wird durch ein nicht-
essentielles Gen codiert, dessen Eliminierung oder bereits schon
der Tyr89Asp-Austausch im Enzym!?%¢! die fungizide Wirkung
von Rapamyein aufhebt!1%8:170-2071 Tm Wildtyp der Hefe blok-
kiert Rapamacin das Wachstum durch die irreversible Fixierung
der Zellen in der G1-Phase des Zellcyclus. FK 506 wirkt gegen-
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iiber Rapamycin antagonistisch. Wahrscheinlich inhibiert der
Rapamycin-FKBP12cy-Komplex eine Phosphatidylinositol-3-
kinase[!71- 2081,

Wie auch flr das zweite in Saccharomyces cerevisiae
(FKBP14mem) gefundene FKBP iibersteigt die katalytische
Aktivitdt diese Hefe-PPIasen die der iibrigen FKBP um fast das
100fache (Tabelle 2). Die Signalsequenz von FKBP14mem diri-
giert dieses Enzym vorwiegend in die mikrosomalen Fraktio-
nen!'8%, Auch hier pragt die Deletion des Gens unter den Hefe-
zellen bei Normalbedingungen kcinen Phinotyp aus. L43t man
jedoch durch eine Tunicamycinbehandlung den Gehalt an un-
glycosylierten, ungefalteten Precursorproteinen im endoplas-
matischen Rétikulum ansteigen, wird FKBP14mem verstérkt
exprimiert (29,

Das verwandte humane FKBP16sec ist das hauptsdchlich vor-
kommende FKBP in Mastzellen!2*%! und als ein FK BP16-Homo-
loges, das der Blattzellen von Pflanzen!''®l, In Jurkat-Zellen
macht es aber nur ca. 2% der FK BP12cy-Menge aus™ 7). Beson-
ders interessant erscheint FKBP25, weil es ein eindeutiges Lokali-
sierungssignal fiir den Zellkern trigt und DNA-Bindungseigen-
schaften iiber ein Helix-Turn-Helix-Motiv aufweist[t 74 1772111,

Ein weiterer Berithrungspunkt mit der Biochemie der Cyclo-
philine ergibt sich aus der fiir beide Familien nachweisbaren Be-
teiligung am Aufbau der Steroidrezeptoren. Als integraler Be-
standteil des heterooligomeren, nichtaktivierten Glucocorticoid-
rezeptors (ca. 300 kDa) ist ein Hitzeschockprotein (52 kDa) mit
zwei Homologiebereichen in bezug auf FKBP nachweisbar!! 4],
Der N-terminalen Doméne mit einer 49proz. Identitdt gegen-
itber humanem FKBP12c¢y ist eine weitere FK BP-dhnliche Do-
mine, deren Funktion nicht ganz geklirt ist, sowie eine Calmo-
dulin-bindende Region angeheftet**2. Das im nativen Zustand
wahrscheinlich dimere, am Cytoskelett lokalisierte FKBP52
bindet an das fiir FK506 verwendete Sdulenmaterial bei der
Affinititschromatographie!®3l. Es ist PPlase-aktiv und wird
durch Peptidomakrolide inhibiert!?*3). Nach anfinglich ver-
geblichen Versuchen konnte eine betrachtliche Wirkung von
FK 506 auf die eigentliche Funktion des Rezeptors, ndmlich die
Erhdéhung der Transkriptionsgeschwindigkeit spezifischer Ge-
ne, beobachtet werden. Man mull dazu bei einer verminderten
Steroidinduktion arbeiten, um den Einflu} priifen zu kon-
nenl2141,

Im C-terminalen Bereich ist FKBP52 zu 34 % identisch mit
der entsprechenden 140 Aminosduren umfassenden Region von
Cyp4lcy, der PPlase-Komponente des nichtaktivierten Ostro-
genrezeptors®® 21,

Pathogene Bakterien scheinen besonders dafiir pridestiniert,
membranstindige FKBP auszuprigen (siche Schema 2[21%1),
Legionella pneumophila, der Erreger der Legiondrskrankheit, ist
ein intrazellulir phagocytierender Parasit von Lungenmakro-
phagen und Monocyten!?'%!. Das Mip-Protein (FKBP25mem)
gilt als Pathogenitétsfaktor an der Oberfliche der Legionellen
(ca. 100fache Reduktion in FKBP25mem-negativen Mutan-
ten*17))_ Fiir die N-terminale Extension am FKBP-homologen
Kermn des reifen Proteins kann man betrichtliche helikale Anteile
vorhersagen, die zur Membranverankerung beitragen kénnten.
Die PPlase-Aktivitit 148t sich mit FK506 inhibieren %%, und
das aktive Enzym liegt wahrscheinlich als Dimer vor'?'®l, Die
Infektiositdt des Bakteriums wird durch FK506 reduziert. Die
Angriffspunkte von FKBP auf molekularer Ebene wihrend der
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Pathogenesc lassen sich allerdings noch nicht schhiissig lokalisic-
renf213),

6.1. Katalytische Eigenschaften

Die katalytisch aktive Konzentration von FKBP wird bisher
durch die Titration mit FK 506 oder mit Rapamycin anhand der
Intensititsabnahme der Protcinfluoreszenz!2!9! oder durch die
Austitration der Aktivitit bei hohen Inhibitorkonzentrationen
niherungsweise crmittelt. Im Gegensatz zu den Cyclophilinen
haben FKBP cine ausgeprigte Spezifitdt gegeniiber der Amino-
siure in P,-Position der Substratkette!142 1801851901 Begon.
ders hohe k_,/K_-Werte liefern Aminosduren mit hydrophoben
Seitenketten in dieser Position, wihrend Glycin und geladene
Aminosiduren zu kaum katalysierbaren Peptiden fiihren. Man
kann sogar einen linearen Zusammenhang zwischen dem k_,./
K, -Wert (humanes FK BP12cy) und dem hydrophoben Kapazi-
titsfaktor R’ der Aminosdureseitenkette herstellen' 9. Eine
solche Spezifitdisvertcilung macht biologisch nur dann Sinn,
wenn der Zelle, dhnlich wie im Falle der Proteasen, verschiedene
Enzyme mit unterschiedlicher Spezifitét fiir dic Nebenbindungs-
stellen zur Verfugung stehen. Dafiir gibt es bei den FKBP bisher
noch keine Anzcichen, da alle bisher untersuchten Enzyme ein
ziemlich gleichformiges Katalysemuster zeigen (Abb. 13). Im
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Abb. 13. Relative Substratsperifitit /K, [%] (auf der Ordinate aufgetragen)
verschiedener FKBPs fiir Substrate des Typs Suc-Ala-Xaa-Pro-Phe-4-nitroanilid
mit Xaa = Leu (100%) [162, 180, 185].

optimalen Substrat Suc-Ala-Leu-Pro-Phe-4-nitroanilid fiir
FKBP12cy ist der gegeniiber Cyp18cy etwa um den Faktor 10
niedrigere k,/K, -Wert auf die Wechselzahl &, [597 s™'] und
weniger auf die Konstante K, zuriickzufiihren!22°1,

Trotz einer verminderten Effektivitdt gegeniiber Cyclophili-
nen konnen auch FKBP die Faltung von Proteinen katalysie-
ren!'®?), obwoh! bisher sehr wenige Daten dazu vorliegen.

6.2. Inhibitoren

Rapamycin und FK506 binden immer stochiometrisch (1:1
bei humanem FKBP12¢y) und teilwcise aullerordentlich fest an
FKBP, wobei sie dercn PPIase-Aktivitdt reversibel inhibiercn

(Tabelle 2). Dic Geschwindigkeit der Inhibition ist zeitabhin-
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gig, und somit der Verlauf dieser Reaktion mit der CsA-Cyp-
Komplexbildung vergleichbar (siche Abb. 11). Als Ursache fiir
den langsamen, nach ciner Reaktion 1. Ordnung auswertbaren
ProzeB3, ist die Nachbildung des trans-Isomers des Inhibitors
wahrscheinlich. Obgleich dic immunsuppressiven Wirkungen
von Rapamycin und von I'K506 sich grundlegend unterschei-
den, d.h. das Vorlicgen cines gesonderten Rezeptors nahelegen,
ist in Jurkat-Zellen ein spezifisch Rapamycin-bindendes Protein
bisher nicht nachgewiesen worden!?2%, Auch bei Rapamycin
lassen sich Inhibierung der PPIase-Aktivitit und die rapamycin-
spezifische Immunsuppression voneinander trennen!?23,

In cinem durch eine Bis(carbamoyl)-4-xylylendiamin-Briicke
iiber das C40-Atom von FK3506 verbundenen FKS506-Dimer
(FK1012) haben beide FK 506-Dimerhilften eine hohe Affinitét
gegeniiber FKBP (K} = 0.06, K = 0.76 nM). Auf dicse Weisc
kénnen chimire Proteine, bestehend aus einem FKBP-Teil und
einem Effektorteil, in situ dimerisieren und dadurch von einer
Oligomerisierung abhingige Signalkaskaden gestartet werden.
Dic Abschaltung gelingt durch Zugabe von monomerem
FK 50612241,

Die Bildungsenthalpie fir diese Komplexe und andere ther-
modynamische Daten sprechen fiir einc dominierende Betcili-
gung von hydrophoben Wechselwirkungen bei der Komplexbil-
dung!??). Das it sich auch aus der Struktur des FK506-
FKBP-Komplexes ablciten, da alle Aminosduren im Nahbe-
reich des FK506-Reaktionszentrums hydrophobe Seitenketten
aufweisen (Abb. 14).

lleg ‘/\

. Phega |8.56A
N
Leuo7 _’l’(j‘

Abb. 14. Alle Aminosiuren, die im Umkreis von 5.5 A um die Peptidcarbonylgrup-
pe von FK506 (mit fetten graven Linien dargesteliter Molekiilteil) im FK506-
FKBP12-Komplex [20] ein Atom lokalisiert haben. Im Riickgrat der Polypeptidket-
te (fette schwarze Linien) sind die N-Atome eingezeichnet. I'ir einige besonders eng
benachbarie Atome sind die Abstinde angegeben. Es geiten die Abstéinde der durch
die diinnen Linien miteinander verbundenen Atome.

Ahnlich wie bei den Cyclosporinen existiert fiir FK 506-Deri-
vatc eine ndherungsweise lineare Beziehung zwischen dem Para-
meter Ig IC,,, fiir die Bindung an FKBP12 und der Blockierung
der IL-2-Ausschiittung aus stimulierten Jurkat-Zellen. Zu den
Off-diagonal-Verbindungen gehéren Rapamycin und vor allem
506BD (Abb. 15), eine synthetische Verbindung, mit dercn Hilfe
zuerst dic Diskrepanz zwischen der PPlase-Inhibition und der
T-Zell-Wirkung gezeigt wurde!?26), Beide Verbindungen haben
eine hohe Affinitdt gegeniibcr PPlasen und inhibieren deren
Aktivitit, ohne die IL-2-Produktion zu beeinflussen2?7). Diese
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Abb. 15, Strukturen einiger synthetischer Inhibitoren von FKBP12cy.

Off-diagonal-Derivate dienen als empfindliche Sonden bei der
Verifizierung des Calcineurinmodells der Immunsuppession.

Die a-Dicarbonyleinheit in FK506 und Rapamycin weicht
von der s-zrans-Planaritit ab. Die a-Carbonylgruppe steht im
Enzymkomplex ebenfalls senkrecht zur Ebene der Amidgruppe
(siche Abb. 12[29-228) Dieg ist aber nicht eine Folge der makro-
cyclischen Struktur, denn lokale Spannungen bedingen schon in
einfachen Brenztraubensduredialkylamiden die Auslenkung aus
der ansonsten planaren Dicarbonylebene!229!.

Eine Konformationsinderung an der Amidbindung von
FK 506 ist bei der Komplexbildung zu beobachten: Im kristalli-
nen Zustand liegt die cis-Konformation, in wiaBrigen Losungen
ein Isomerengemisch und nach der Bindung an FKBP12cy die
trans-Konformation vor. In Rapamycin iiberwiegt auch im freien
Zustand die im Rapamycin-FKBP-Komplex auftretende Kon-
formation, so daf3 die gegeniiber dem Rapamycin-FK 506-Kom-
plex grofere Komplexbildungskonstante erklarbar wird. Wie fiir
eine Lésung von FK 506 in Ethanol/Wasser gefunden wurde, ist
FK506 im Gegensatz zu Rapamycin chemisch nicht stabil, son-
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dern tautomerisiert langsam am Hemiketal-C10-Atom unter
Racemisierung und Bildung der Ketostruktur am C10-Atom3%1,

Beide Makrolide werden als Ubergangszustands-Analoga fiir
die durch PPlasen katalysierten Umwandlungen angesehen, bei
denen die a-Carbonylgruppe bereits im Grundzustand die nor-
malerweise im Ubergangszustand der Isomerisierung vorliegende
Anordnung beziiglich der Peptidbindung einnimmt!'?!, Nach
dem Einbau einer Peptidbindung anstelle der OH-Gruppe am
C10-Atom von FK506 liBt die Inhibitorwirkung nach*!1, so
dafl FK506 wahrscheinlich nicht das Ubergangszustand-analoge
Surrogal eines die Dipeptideinheit Leu-Pro enthaltenden, na-
tiirlichen Substrats ist.

Die Konformationshomologie von FK506 zu «-Ketosdure-
amiden erklidrt, warum neue Inhibitormolekiile zuerst an diese
Peptidbindung-Carbonylgruppe-Grundstruktur angelehnt wur-
den. Verbindung A in Abbildung 15 ist ein Phenylglyoxylséure-
derivalt, das trotz der im Vergleich zu FK 506 cinfachen Struktur
mit K; =1.5 um?232 eine beachtliche Inhibitorpotenz aufweist.
Substanz B bringt mit der Sulfonamidgruppe eine Erweite-
rung der Strukturelemente, die die Wirkung hervorrufen
(K, = 5um!?33) wihrend Verbindung C die von Hauske
et al.1234 aus 56 Inhibitorstrukturen extrahierten Elemente fiir
einen optimalen FKBP-Inhibitor zusammenfalt.

7. Intrazelluléiire Bindungsproteine fiir PPlasen

Proteine, die in der intakten Zelle oder in Zellhomogenaten
spezifisch an PPIasen assoziiert sind, kénnten Hinweise auf die
biologische Funktion der Enzyme und auf natiirliche Substrate
liefern. Aus den hohen K -Werten von humanem Cyp18cy und
von FKBP12 gegeniiber Oligopeptiden und aus den prognosti-
zierbaren, gleichfalls niedrigen Affinitéiten der PPIasen fiir Pro-
teinsubstrate 146t sich ableiten, daB Assoziale aus PPlasen und
zelluldren Substraten kaum akkumuliert sind. Es ist daher frag-
lich, ob die Lebensdauer von PPlasen-Komplexen mit guten
Polypeptidsubstraten fiir einen analytischen Nachweis aus-
reicht. Die PPlase-Bindungspartner in stabilen heterooligome-
ren Komplexen kénnen aber so gefunden werden.

Immobilisierte Proteine der Hitzeschockfamilie hsp90 binden
in Abhiingigkeit von der Mg?*/ATP-Konzentration selektiv an
humanes Cyp18cy, wobei die Bindung keine ATP-Hydrolyse
erfordert und nicht durch CsA unterdriickbar ist. Umgekehrt
werden auf einer Affi-Gel-Saule mit Cyp18cy als Liganden die
Hitzeschockproteine hsp70 und hsp90 beim Chromatographie-
ren zuriickgehalten'?®%1, Eine Chromatographie mit dem PPI-
ase-aktiven Fusionsprotein aus Glutathion-S-Transferase und
Cyp23sec (Maus) als Affinitétsliganden, gebunden an Glutathion-
Agarose als Trager, retardiert ein 77 kDa schweres Glycoprotein
aus AC-6-Knochenmarkzellen mit einem fiir Zelloberfléichen-
molekiile typischen, an Cystein reichen Sequenzbereich!®- 2361,

Unerwartet kann, wie aus Quervernetzungsversuchen mit
Bis(sulfosuccinimidyl)suberat hervorgeht, das prolinfreie
Peptid CGYDVSTAQKITAKL spezifisch mit Hefe Cypl7cy
interagieren. Die Quervernetzung ist durch CsA unterdriickbar
und mit der reversen Sequenz nicht zu beobachten!**7},

Eine elegante molekularbiologische Methode!?3® kann Pro-
tein-Protein-Wechselwirkungen in e¢inem Hefesystem iiber die
Aktivierung der Transkription eines Reportergens in vivo nach-
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weisen. Bei der Analyse der potenticllen Bindungspartner des
gag-Polyproteins des HIV-1-Virus in einer durch humane cDNA
codierten Proteinbibliothek wurden Cyp18cy und Cyp23sec als
die einzigen spezifischen Bindungsproteine flir Pr55%¢ ermit-
telt!**%), Gag-Proteine verwandter Virustypen binden nicht an
Cyclophiline oder nur wie beim Affenvirus SIV-1 an Cyp23sec.
Die Pr55%¢-Cyp-Komplexierung ist mit isolierten Proteinen in
vitro nachvollziehbar und auch fiir das p24-Fragment von
Pr55%# festzustellen. Hier kann die Assoziation durch CsA zu-
riickgedringt werden. Welche Schliisse fir die Pathogenese einer
HIV-1-Infektion aus diesen Befunden resultieren, ist noch véllig
unklar. Immerhin kann die Applikation von CsA die HIV-1-Re-
plikation und vor allem die Bildung vielkerniger Syncytien aus
T-Zellen storen>+0),

Fiir FKBP wurden bisher weniger Bindungsproteine aufgefun-
den. FKBP12cy wird sehr spezifisch und fest an den Ryanodin-
Rezeptor (565 kDa), den Ca?*-Kanal der Skelettmuskulatur,
gebunden und mit ihm aufgereinigt. Man vermutet, dal FKBP12
an der cytoplasmatischen Seite des sarkoplasmatischen Retiku-
lums lokalisiert ist41],

8. Mechanismen der durch PPIasen katalysierten
Umwandlungen

Die Geschwindigkeit der unkatalysierten cis/frans-Isomerisie-
rung der Prolylpeptidbindung hiingt relativ wenig von den un-
mittelbar benachbarten Aminosduren ab, betridchtlich aber vom

Faltungszustand %! der Polypeptidkette. Fiir die Isomerisierun-
gen von Polypeptidketten findet man in Relation zu denen von
Oligopeptiden sowohl Geschwindigkeitserhdhung als auch -er-
niedrigung. Eine spezifisch intramolekulare Katalyse der Isome-
risierung der Prolinbindung tiber die Argininseitenkette in Di-
hydrofolat-Reduktase wurde zwar vorgeschlagen!?4?1, ist jedoch
schwierig von strukturbedingten Einfliissen zu trennen.

Auber bei extremen pH-Werten ist einc Sdurekatalyse der Iso-
merisierung nicht feststellbar und auch auf eine nucleophile Be-
teiligung von OH ™ -Ionen kann man bisher nur indirekt schlie-
Ben*3 In nichtwiBrigen Lésungsmitteln laufen diese Konfor-
mationsidnderungen aufgrund der Destabilisierung des Grund-
zustands der Isomere und damit der verminderten Elektronen-
delokalisierung innerhalb der Amidbindung schneller als in Was-
ser ab!2**] wobei aus den bisherigen Ergebnissen fiir die Reak-
tionsbeschleunigung ein Faktor kleiner 100 resultiert.

Die fiir eine durch ein Enzym katalysierte cis/trans-Isomeri-
sierung prinzipiell denkbaren molekularen Mechanismen wurden
von uns sehr friihzeitigi*#%! diskutiert und sind in erweiterter
Form in Abbildung 16 aufgefiihrt. Einige dieser Reaktionswege
lassen ein Zwischenprodukt, in dem das Substrat kovalent ge-
bunden ist, im Verlauf der Katalyse erwarten. Im wesentlichen
Elementarschritt wird in allen Féllen der Doppelbindungscharak-
ter der C-N-Bindung geschwicht. Auf die beiden postulierten
Mechanismen, die unter C-H-Bindungsspaltung ablaufen, er-
hielt man bei den bislang untersuchten PPlasen keine Hinweise.
Die enzymgebundenen Nucleophile E-X ™~ oder Elektrophile E—
X konnten auch fiir an das Enzym gebundene Wassermolekiil
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Abb. 16. Hypothetische Reaktionsmechanismen bei der PPTase-katalysierten cis/trans-Isomerisierung der Prolylpeptidbindung. E—X enlspricht einer enzymgebundenen,
reaktiven Gruppe. In allen Mechanismen bleibt das freie Elektronenpaar am Stickstoffatom, d.h. die Elektronen werden nicht mehr iiber die Amidbindung delokalisiert.
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stehen, und in der Tat wird iiber eine Beteiligung von H,O
am Mechanismus der katalysierten Isomerisierung nachge-
dacht.

Die Interpretation der kinetischen Daten von PPlasen-kata-
lysierten Umwandlungen wird durch die Gegenwart multipler
Enzymformen!*8! mit unterschiedlichem Verhalten erschwert.
Die pH-Abhingigkeit der Reaktion von Cyp18cy mit Tetra-
peptid-Substraten, deren katalytische Wirkung (k. /K,) bei
niedrigen pH-Werten sinkt, kann durch die Ubertragung ei-
nes Protons mit pK, = 5.91281 (Literaturwert 4.92/24¢1) be-
schrieben werden. Zusammen mit der niedrigen Aktivierungs-
enthalpie von AH¥ = 0.3-3 kcalmol ~1[145-246.247] weigen
diese Parameter auf einen ungewohnlichen Katalysemechanis-
mus hin.

Auf den ersten Blick sprechen sekundire kinetische Isotopen-
effekte mit Werten groBer 1.0 fiir Xaa-Pro-Substrate mit einer
C,(D)H-Einheit im Xaa-Rest (gefunden bei beiden Enzym-
familien}, Solvent-Deuterium-Isotopeneffekte (k_,./K u,o(k o/
K )p,0 1.0 sowie die weitgehende pH-Unabhingigkeit des
k.. /K,-Werts fitr pH-Werte groBer 7 fiir einen sehr einfachen
Mechanismus mit einem vielleicht nichtkovalenten Ubergangs-
zustand (Gleichung (3) in Abb. 16). Bei diesem Mechanismus
miiBte die festere Bindung des Ubergangszustands, der einen
Winkel @ ~ 90° an der Prolylpeptidbindung aufweist, an das
Enzym die Absenkung der freien Aktivierungsenthalpie AG*
bewirken (conformational twist mechanism)!!4%!. Der Transfer
der Substrate aus dem wéBrigen Medium in hydrophobe En-
zymbereiche setzt gleichzeitig den oben diskutierten, katalyti-
schen Beitrag durch die verminderte Elektronendelokalisierung
im Grundzustand frei.

Aus der chemischen Umgebung im (Ala-Pro)-Cyp18cy-Kom-
plex 146t sich die in der Néhe des Isomerisierungszentrums loka-
lisierte Aminosdure 12His als potentiell reaktive, katalytisch
wirksame Seitenkette erkennen (Abb. 17). Nahezu parallel zum
Peptidylrest Xaa in der Xaa-Pro-Einheit, aber umgekehrt be-
ziiglich der Kettenpolaritét angeordnet, befindet sich das Riick-

Abb. 17. Alle Aminosiurereste des cytosolischen Cyclophilins [19], die im Umkreis
von 5.5 A um das Sauerstoffatom der Peptidcarbonylgruppe des gebundenen Di-
peptids Ala-Pro (mit fetten graven Linien dargestellter Molckiilteil) ein Atom loka-
lisiert haben. Fiir die verdeckte Amidgruppe der Seitenkettc von ®3Gln ist der
NH - -+ O-Absland angegeben, der auf eine starke Wasserstoffbriickenbindung hin-
deutet. Weitere Informationen siche Abh. 14.
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gratsegment ('°2Asn bis '°°Met) des Proteins. Die der Peptid-
bindung benachbarte Carbonylgruppe der Ala-Pro-Einheit bildet
cine Wasserstoffbriickenbindung zur NH-Gruppe von '°2 Asn;
diese Funktion erfullt die #*Tyr-OH-Gruppe im FK 506-FK BP-
Komplex (siche Abb. 14), in dem keine weiteren funktionellen
Seitenketten in der Nihe des Isomerisierungszentrums sind.
Durch die Wasserstoffbriickenbindung zwischen der Seitenkette
von **Gln und der Carboxygruppe von Ala-Pro, die in Polypep-
tidsubstraten fehlt, kdnnte sich dieser Dipeptidkomplex von
Substrat-Cyp18-Komplexen hinsichtlich der Struktur unter-
scheiden. Im Tetrapeptidkomplex ist auch der *°Arg-Rest im
geeigneten Abstand fiir eine Wasserstoffbriickenbindung zu die- ‘
sem Molekiilteil zu finden!'®!,

Durch ortsspezifische Mutagenese gelingt es bei Cyp18cy, die
nucleophile Beteiligung von SH-Gruppen am Katalysemechanis-
mus auszuschlieBen?#®), die man aus den Inhibitionsdaten und
aus dem Nachweis eines im CsA-Cyp-Komplex vor SH-Modi-
fizierungen geschiitzten Cysteinrest hitte ableiten konnen!®),
145Cys ist zwar noch in der Nihe des aktiven Zentrums angesie-
delt, aber fiir einen nucleophilen Angriff viel zu weit von der
Peptidylcarbonyleinheit des Substrats entfernt. Weiterhin lassen
sich die Bindung von CsA und die enzymatische Aktivitdt durch
Mutationsexperimente voneinander trennen, denn einer Ab-
nahme der CsA-Bindungsfihigkeit im W121A-Mutantenenzym
um mehr als das 100fache steht eine nur 11.4fache Verminderung
der katalytischen Aktivitdt gegeniiber. Selbst die nahezu inakti-
ven Enzyme H126Q, F60A und R55A konnen immer noch CsA
binden; quantitative Daten liegen jedoch nicht vor!!54,

Bezieht man die qualitativen Ergebnisse zur In-vivo-Funk-
tionsfihigkeit von Cyp26mem aus Drosophila melanogaster
mit ein!*27), fiihren die Mutationen von Gly130Asp, Gly108Asp,
Gyl64Asp, Gly65Asp und Asn35Lys (Numerierung analog dem
humanen Cyp18cy) zu Enzymen mit reduzierter Aktivitit.

Im Vergleich zu Cyclophilinen liegen fiir FKBP wesentlich
mehr quantitative Daten fiir punktmutierte Enzyme vor. Der
Austausch der einzigen Cysteingruppe (Cys22Ala), der sukzessive
Austausch aller finf Serin- und der von zwei der insgesamt
sieben Threonineinheiten (Thr75Ala, Thr96Ala) eliminiert po-
tentielle Nucleophile und H-Briicken-Donoren. Bei keinem der
resultierenden Enzyme konnte eine gravierende Verdnderung
der enzymatischen Aktivitit oder der Bindungsfihigkeit gegen-
iber FK506 oder Rapamycin nachgewiesen werden!22%,

Trotzdem lassen sich auch bei dieser Proteinfamilie Mutanten-
enzyme finden, bei denen die Enzymaktivitdt von der Bindungs-
fahigkeit gegeniber FK506 getrennt werden kann. Bei der
Phe36Tyr-Mutation in FKBP12cy[*!?! bleibt die Affinitit zum
Inhibitor erhalten, wihrend die Enzymaktivitit auf einen sehr
kleinen Wert absinkt. Beim Asp37Val-Austausch im gleichen
Enzym sind beide Prozesse fast vollstindig entkoppelt; diesmal
aber mit einem vergleichsweise groBen Verlust an FK 506-Affini-
tdtt24°1, Eine Tendenz, die sich auch in Legionella pneumophila
FKBP25mem fiir die Substitution Asp37Leu (Numerierung
analog zu humanem FKBP12cy), dieser innerhalb der FKBP-
Familie hochkonservierten Aminosiure, fast im gleichen Ver-
héltnis bestatigt>'#. Unter den sich in der Nihe des aktiven
Zentrums befindlichen Aminoséuren (siche Abb. 17) sind, wie-
derum an Legionella pneumophila FKBP25mem gepriift, auBler
#2Tyr noch **Phe und *°Phe wichtig!?'#!. $7His ist fiir die Kata-
lyse entbehrlich24%).
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9. Immunosuppressor-PPlase-Komplexe und das
Calcineurinmodell

Ein Verlust der PPlase-Aktivitdt der Rezeptoren Cyp18cy und
FKBP12cy bei der Einwirkung von CsA bzw. FK506 geniigt
nicht, um die Blockierung der T-Zell-Aktivierung durch diese bei-
den Verbindungen zu erkldren. So ist das zweite, in der ITmmun-
suppression hochwirksame Peptidomakrolid, das Rapamycin,
zwar ein noch besserer Inhibitor fiir FK BP12cy als FK 506, seine
Wirkung resultiert aber aus ganz anderen Prozessen auf mole-
kularer Ebene. Anstelle der Blockierung der Transkription der
frith in der Signaltransduktion erscheinenden Gene, wie es fiir die
Inhibition mit CsA und FK506 gefunden wurde, beeinflufit Ra-
pamycin die konstitutive Zellteilung und blockiert die G, = S-
Phase!!91: 259. 2511 Eg scheint, daB ein Rapamycin-FKBP-Kom-
plex den Aktivitdtsanstieg der p70S6-Kinase blockiert, wenn der
IL-2-Rezeptor oder CD28 stimuliert wird!*3! ~ 2331, Diese Effekte
sind nicht auf T-Zellen beschrankt!*%4],

Weiterhin findet man eine Reihe von CsA- und FK506-Deri-
vaten (die oben erwihnten off diagonal analogues), die zwar die
PPlase-Aktivitit durch ihre ausgepriagte Affinitdt unterdriicken,
aber eine andere oder gar keine Wirkung in den In-vitro-IL-2-
Transkriptionsmodellen und T-Zell-Aktivierungstests aufwei-
sen!!53: 2281 Dije mit FK 506 oder CsA gemeinsame Rezeptorbin-
dungsstelle dieser Verbindungen a8t sich manchmal durch die
antagonistische Wirkung der biologisch inaktiven Derivate in
den Transkriptionstests nachweisen. Zusammen mit den Dele-
tionsexperimenten der Gene von Cypl2cy und FKBP12cy in
Hefe und Newrospora crassa wird klar, daB eine spezifische
Bindung der immunsuppressiven Verbindungen an diese Re-
zeptoren eine notwendige, aber keine hinreichende Voraus-
setzung fiir die Unterdriickung der T-Zell-Antwort ist. Als
die die immunsuppressive Wirkung ausldosenden Komponenten
haben sich die Ligand-PPIase-Komplexe selbst herauskristalli-
siert. Sie haben gegeniiber anderen' Zellbestandteilen neue,
weder im freien Liganden noch im Protein vorhandene Eigen-
schaften.

Als gemeinsames Bindungsprotein fiir tragergebundene
FK 506-FKBP- und CsA-Cyp-Komplexe konnten S. L. Schrei-
ber et al. und 1. Weissman et al. durch Affinitdtschromatogra-
phie Calcineurin/Calmodulin auffinden!’-®.. Der Rapamycin-
FKBP12cy-Komplex retardiert diese Proteine nicht. Diese hetero-
mere Proteinphosphatase (Bestandteile: Calcineurin A, Calci-
neurin B, Calmodulin, Ca?*) wird in der Hydrolyseaktivitit
gegeniiber Proteinphosphaten, jedoch nicht gegeniiber 4-Nitro-
phenylphosphat, durch die Komplexe CsA-Cyp18cy und FK506-
FKBP12cy mit einem K;-Wert um 335 nM inhibiert. Auch einige
off diagonal analogues aus der FK 506- und der CsA-Reihe zeigen
in einem Test zur quantitativen Bestimmung der Transkriptions-
aktivitit des IL-2-spezifischen Faktors NF-AT, die erwartete
Korrelation zwischen dem K;-Wert fiir Calcineurin und den IC,-
Werten im Transkriptionsmodell!* >4}, Als zelluldres Zielmolekiil
fiir die Phosphataseaktivitit von Calcineurin wurde die etwa
120 kDa schwere, cytosolische, phosphorylierte Komponente des
multimeren Transkriptionsfaktors NF-AT3%! erkannt. Im Zell-
kern liegt NF-AT, dephosphoryliert vor. Bei fehlender Calcineu-
rinaktivitit geht man von einer Translokationssperre fiir NF-AT,
aus, so daB der aktive Transkriptionskomplex am IL-2-Promoter,
bestehend aus Proteinen der Jun- und Fos-Familie sowie dem
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DNA-bindenden NF-AT, infolge der fehlenden cytosolischen
Untereinheit nicht angeschalten werden kann (Abb. 18){256, Die
Calcineurininhibition ist eine spezielle Eigenschaft der cytosoli-
schen FK BP12- und Cyp18cy-Komplexe. Die Ligandierung von
FK 506 an reifem FK BP16mem fiihrt zu einer 200fach schlechte-
ren Inhibition fiir die Phosphatase!*®2.

Antigen

T-Zell-Rezeptor

Ca 2+T

¢ PPlase-CsA(FK506)

v Transkriptions- o ne - Calmodulin
JIQ faktor
NI VR Phosphat
IL-2mANA *
/7\;\/\ (Eiii\/ L2-Ger™.

S —

IL2mANA oo moter DNA

Abb. 18. Hypothetischer Mechanismus fiir die durch CsA oder FK506 bewirkte
Unterdriickung der antigen- oder mitogenstimulierten, klonalen T-Zellexpansion.
Die Inhibierung der Caleineurinaktivitit durch die CsA(FK506)-PPlase-Komplexe
ist fiir die Unterbrechung der Signaltransduktion nach der T-Zell-Stimulierung
verantwortlich. Der 1L-2-Rezeptor triggert einen unabhingigen Signalweg.
MHC = Haupthistokompatibilititskomplex.

Was ist nun die Ursache auf molekularer Ebene, die dic PPTase-
Effektor-Komplexe dazu befihigt, im Unterschied zu den freien
Molekiilen das Bindungsprotein Calcineurin zu inaktivieren?
Aus der Struktur-Wirkungs-Analyse einer Anzahl von FK506-
Derivaten, die zwar alle an FKBB12cy binden, aber trotzdem
eine unterschiedliche Wirkung auf die I1.-2-Ausschiittung haben,
geht hervor, daB sehr subtile Effekte dafiir verantwortlich sind.
Aufgrund dieser Daten und der dreidimensionalen Struktur der
Komplexe ist eine angendherte Effektorregion der Wirkstoffe
postuliert worden, die den Kontakt zu Calcineurin vermittelt.
Sie umfaft fur CsA die Aminosduren 5-8 und fiir FK506 die
C-Kette der Atome C17-C32.

So ist beispielsweise C18-Hydroxaascomycin im Gegensatz zu
Ascomycin selbst (Strukturformel siche Legende von Abb. 5) im
IL-2-Test inaktiv, jedoch ein starker Antagonist fiir die FK506-
und Rapamycinwirkung!?3?!, Es 148t, wie erwartet, die Calci-
neurinaktivitit unbeeinfluit. Von beiden Verbindungen wurden
die dreidimensionalen Strukturen der Komplexe mit FKBP12
als zweiter Komponente bestimmt!?3®). Ein Vergleich zeigt, da3
die Strukturunterschiede zwischen den biologisch inaktiven und
aktiven Komplexen [letztere sind die Komplexe F506-(humanes
FKBPcy12) und Ascomycin-(humanes FKBP12cy)] so minimal
sind, daB der stdrende Einflu} der zusitzlichen OH-Gruppe von
Hydroxyascomycin selbst auf den oligomeren Calcineurinkom-
plex (bei ciner Bruttomolmasse des Komplexes von MW
110 KdA 1112431 diskutiert wird. Bietet man aber C18-Hydroxy-
ascomycin im Inhibitionstest fiir Calcineurin als Komplex mit
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Hefe FKBP12cy als zweite Komplexkomponente an, so wird die
Phosphataseaktivitdt dhnlich stark inhibiert wie durch den
FK506-(humanes FKBP12cy)-Komplex. Die auch fiir diesen
Komplex vorliegende Struktur im Kristall'**1 fiberrascht, da
die Konformation des Peptidomakrolids fiir den inaktiven hu-
manen und den aktiven Hefekomplex dieselbe ist. Zwischen
Aktivitdt und Inaktivitit des Wirkstoffkomplexes entscheiden
demnach in diesem Fall die nichtkonservierten Aminosiuren in
der Sequenz der beiden FKBP. Ahnlich komplizierte Beziehun-
gen gelten fiir die Komplexe der CsA-Derivate mit Cyp18cy und
Cyp23secl56:260]

Die Wirkung der CsA- und der FK506-PPlase-Komplexe
geht wahrscheinlich weit {iber die T-Zellen als Wirkungsort und
iiber die relativ langsame Transkriptionsregulation hinaus. Die
durch FK 506 und CsA inhibicerbare, iiber die Stimulierung des
IgE-Rezeptors bewirkte schnelle Ausschiittung von Histamin
(7., ®#10 min!) durch eine Exocytose aus Mastzellen ist an das
Vorliegen der PPlase-Komplexe gebunden!?®!!. In den SchlieB-
zellen hoherer Pflanzen reguliert der als second messenger die-
nende, intrazelluldre Ca?*-Spiegel den Einstrom von K *-To-
nen. Der K*-Kanal wird bei héheren Ca?*-Konzentrationen
blockiert, und diese Blockade wird durch extern zugesetzte CsA-
Cypl18cy- oder FK506-FKBP12cy-Komplexe aufgehoben. Die
Deblockierung gelingt bei Cyclosporin A durch dessen alleinige
Applikation, bei FK 506 reicht dessen Zugabe nicht aus. Dies ist
darin begriindet, dall die Hauptkomponente der zelleigenen
FKBP (ein FKBP16-Homologes) einen FK 506-Komplex liefert,
der gegeniiber Calcineurin inaktiv ist!*191,

Es soll nicht unerwihnt bleiben, daf3 ein zweites prolinspezifi-
sches Enzym, die Dipeptidyl-Peptidase IV als CD26 die antigen-
induzierte Signaltransduktion in T-Zellen spezifisch beeinfluBt.
Die Blockierung der proteolytischen Aktivitit durch Inhibi-
tion2¢ fithrt, wie fitr CsA und FK506 gefunden, ebenfalls zu
einer Verminderung der IL-2-Sekretion.

10. Ausblick

Seit der Entdeckung der ersten Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Iso-
merase ist die Zahl der sequenzierten Enzyme schon beachtlich
grol3 geworden. Viele dieser PPIasen wirken in einer noch nicht
genigend erforschten Art und Weise bei zelluldren Regelsyste-
men mit und kdnnten auch fiir die Wechselwirkungen der Zellen
untereinander wichtig sein. Um hier Einblick in die Abldufe auf
molekularer Ebene zu bekommen, mufl man In-vivo-Effektoren
oder -Substrate identifizieren und die Auswirkungen der cis/
trans-Isomerisierungen auf die Eigenschaften einer Polypeptid-
kette erforschen. Natiirlich erwarten wir einen weiteren Anstieg
in der Zahl der aufgeklirten PPlase-Sequenzen und vielleicht,
hervorgehend aus neuen Aktivitétstests, auch neue PPlase-Fa-
milien. Daneben erdffnen diese Proteine dem Enzymologen die
faszinierende Moglichkeit, den Mechanismus der enzymkataly-
sierten einfachsten chemischen ,,Reaktion®, der Drehung um
eine Bindung, zu untersuchen. Die PPIasen sind die ersten be-
kannten Enzyme, die auf die Katalyse von Konformationsinde-
rungen spezialisiert sind. Wahrscheinlich sind sie spezifisch fiir
prolinhaltige Polypeptide. Es ist interessant dariiber nachzuden-
ken, ob in der Zelle Bedarf fiir weitere Konformasen mit ganz
anderen Zielmolekiilen besteht.
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