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Uber Peptidyl-Prolyl-cisltvans-Isomerasen und ihre Effektoren 

Gunter Fischer" 
Professor Alfred Schellenberger zum 65. Geburtstag gewidmet 
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Nimmt ein Protein seine dreidimensio- 
nale, gefaltete, native Struktur ein, so 
sind Konformationsanderungen 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 Konformationsanderungen 
katalysieren, gehoren. Die cisltrans-Iso- 
merisierung der Peptidbindung, die in- 
nerhalb der Kette vor einem Prolinrest 
lokalisiert ist, wird durch Peptidyl-Pro- 
lyl-cisltrans-Isomerasen (PPIasen) be- 
schleunigt. Dies sind allgegenwartige, 
phylogenetisch hochkonservierte Enzy- 

me, von denen man bisher zwei Fami- 
lien, die Cyclophiline und die FK506- 
bindenden Proteine, kennt. Ihre kataly- 
tische Aktivitlt ist auRerordentlich hoch, 
so daB die Geschwindigkeitskonstanten 
der von ihnen katalysierten bimolekula- 
ren Reaktionen das diffussionskontrol- 
lierte Limit fur 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, daR 
die Isomerasen mit Hitzeschockprote- 
inen der nichtaktivierten Steroidrezepto- 

ren oder auch mit dem gag-Polyprotein 
des Aids-Virus HIV-1 wechselwirken. 
Hochwirksame Inhibitoren der PPIasen 
sind die immunsuppressiven Verbindun- 
gen Cyclosporin A und FK506. Uberra- 
schenderweise wirken diese Verbindun- 
gen zwar in der Signalkette der T-Zelle, 
aber nicht durch die Inhibierung des En- 
zyrns; 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 Unterdruckung der antigen- 
und mitogenstimulierten klonalen Ex- 
pansion der T-Zellen vorgestellt. 

1. Einfuhrung 

Es gibt Reaktionen, fur die scheint eine durch Enzyme indu- 
zierte Geschwindigkeitserhohung und eine Selektivitatskontrol- 
le in zellularer Umgebung vollig uberfliissig zu sein. Sie laufen, 
auch unkatalysiert, schnell und scheinbar spezifisch ab, so daR 
die Bereitstellung eines Enzyms durch den Syntheseapparat der 
Zelle eine Verschwendung von Ressourcen ware. Zu diesen of- 
fensichtlich autonomen Prozessen gehoren generell solche, bei 
denen sich die Konformation in Naturstoffen andert. Den Bio- 
chemiker interessieren naturlich besonders Konformationsan- 
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 besta- 
tigt. Geht man von einem Protein in denaturiertem Zustand aus, 
bei dem keine der ursprunglich vorhandenen Sekundarstruktur- 
merkmale der Polypeptidkette mehr nachweisbar sind, fuhren 
bei kleinen globularen Eindomanenproteinen alle Konforma- 
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tionsanderungen nach einem Sprung in eine renaturierende Um- 
gebung ziemlich schnell zur Konformation des nativen Proteins. 
Zusatzliche Komponenten, die diese Faltung fordern, mussen 
dabei nicht zugegeben werden. Im Licht dieser Ergebnisse be- 
steht ein nur geringer Evolutionsdruck, Organismen mit Enzy- 
men auszustatten, die Konformationsanderungen katalysieren 
und dabei Proteine als Substrate erkennen konnen. 

Eine ganz bestimmte, auch intrazellular relevante Konforma- 
tionsanderung, und zwar die cisltrans-Isomerisierung an der 
Aminosaure Prolin, benotigt relativ vie1 Zeit. Diesen Wider- 
spruch konnte meine Arbeitsgruppe 1984 auflosen, indem wir 
das erste, eine Konformationsanderung an einer formalen Ein- 
fachbindung katalysierende Enzym, eine Peptidyl-Prolyl-cis/ 
trans-Isomerase (PPIase): nachwiesen und isolierten[''. Neue 
Enzyme sind erfahrungsgeman als potentielle Zielobjekte fur 
das Screening der Kulturfiltrate von Mikroorganismen nach 
Effektoren und fur die chemisch-synthetische Pharmakaent- 
wicklung besonders interessantl21. 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 fur CsA durch 
Handschumacher et al.'31, konnten N.  Takahashi et aLt4] und 
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wirrJ1 die enzymatische Aktivitat dieses Rezeptors nachweisen 
und die Inhibitorwirkung von CsA auf die Enzymaktivitat 
nachweisen. Aufbauend auf diesen Erkenntnissen verliefen im 
Falle des immunsuppressiven Peptidomakrolids FK506 die Re- 
zeptorisolierung und die enzymologischen Experimente zeit- 
gleich, wobei die Inhibierung einer nicht mit dem CsA-empfind- 
lichen Enzym identischen PPIase durch FK506 festgestellt 
wurde L61. 

Vollig unerwartet war aber der Befund von amerikanischen 
Arbeitsgruppen, da0 die suppressive Wirkung dieser Wirkstoffe 
auf die klonale Expansion der T-Zellen nicht aus der direkten 
Inhibierung der PPIase-Aktivitat resultiert. Nach den bisheri- 
gen Erkenntnissen prlsentiert das Protein die im Wirkstoff-Pro- 
tein-Komplex in bezug auf die Konformation veranderten Li- 
ganden einer weiteren in der Zelle vorhandenen Komponente, 
und zwar der Ca2 +/Calmodulin-abhangigen Proteinphosphata- 
se Calcineurin, die nun ihrerseits in ihrer dephosphorylierenden 
Wirkung inhibiert wirdr' -91 (siehe Abschnitt 9). 

Deshalb sol1 neben einer Betrachtung zum Vorkommcn, zu 
den Eigenschaften und zum Mechanismus der durch PPIasen 
katalysierten Reaktionen in dieser Ubersicht auch auf neue 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 
istr'Os 591. Solche Faltungsvorgange laufen nicht nur im Reagenz- 
glas wahrend kunstlich 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 Protcine sowie bei der Bindung von Liganden an und 
Oligomerisierung von Proteinen" 'I. Bei vielen dieser Prozesse 
tritt kurzzeitig ein cisltrans-Isomerenverhlltnis auf, das nicht 
dem des thermodynamischen Gleichgewichts entspricht und das 
fur die augenblickliche individuelle Umgebung der Polypeptid- 
kette mal3geblich ist. 

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

@ 

Abb. 1. Bezeichnung der Rotationswinkel in einer Polypeptidkette. 

prozesse im Peptidruckgrat und in den Seitenketten und ge- 
wahrleistet somit die Flexibilitat dcr Polypeptidkette. Dicse Tor- 
sionsbewegungen bedingen die meisten dynamischen Prozesse 
in einem Protein. also auch die Faltung. Als ungekoppelte Ele- 
mentarproLesse sind sie bis auf eine Ausnahme (Veranderung 
des Winkels o) schnell (Relaxationszeiten <<1 s); durch die 
gegenseitige Beeinflussung der Rotationen und durch Nach- 
barschaftseffekte resultieren Umwandlungszeiten zwischen 
10- '' und lo3 s. Zu besonders langsamen Konformationsande- 
rungen neigt infolge der wohlbekannten Elektronendelokalisie- 
rung innerhalb der Amidbindung und einer zusatzlichen steri- 
schen Komponente die Prolylpeptidbindung (Abb. 2). Zudem 

A n 

trans cis 

Abb. 2. Die ci.r!trans-Isomerisierung der Peptidbindung N-terminal zum Prolin 

sind - anders als bei der C(0)NH-Bindung - die beiden energie- 
armsten Anordnungen im Konfonnationsraum, cis (w % 0") 
und trans (0) R 180"), bei der Prolylpeptidbindung thermodyna- 
misch vergleichbar stabil. Im Prinzip konnen bei Polypeptiden 
mit n Prolinresten bis zu 2" Isomere als Bindungspartner bei 
Erkennungsprozessen und als Reaktionspartner auf molekula- 
rer Ebene in der Zelle zur Verfugung stehen. Die Tendenz von 
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Proteinen, eine dreidimensionale Struktur zu bilden, ist ausge- 
pragt. Da in dieser Struktur die cis- und trans-Isomere nicht 
mehr energiegleich sind, ist das Vorliegen des weniger bevorzug- 
ten Isomers recht unwahrscheinlich. 

Im Gefolge der cisltruns-lsomerisierung kommt es periodisch 
zu einer Veranderung der Lage benachbarter Kettensegmente, 
da sich die Propagationsrichtung des Polypeptidruckgrats in 
beiden Isomeren unterscheidet. In dieser Hinsicht ahnelt die 
cisltrans-Isomerisierung an der Peptidbindung N-terminal be- 
zuglich der Prolineinheit einem molekularen Schaltvorgaag, der 
wie folgt charakterisiert ist: 

Es gibt zwei stabile Schalterstellungen ; Zwischenpositionen 
sind instabil. 
Der Schaltwiderstand ist auf dcr Skala der Aktivierungsener- 
gien fur biologische Erkennungsprozesse hoch. 
Die Betatigung des Schalters fiihrt zu einer Verstarkung eines 
Effckts am Ankunftsort des Signals. Im Falle des Prolin- 
schalters resultiert hauptsachlich eine mechanische Bewe- 
gung, die sich in der Umorientierung der Segmente des Pro- 
teinruckgrats zeigen kann. 
Isomerisierungskatalysatoren wie die PPIasen iiberiiehmen 
die Funktion eines den Schaltwiderstand senkenden Regel- 
glieds und sorgen in Gegenwart vieler Schalter zusitzlich fur 
eine selektive Auswahl. Die Regelung des Schaltwiderstands 
(die Rotationsbarriere) erfolgt iiber die Enzymkonzentration 
und die Auswahl der Schaltelemente durch die Enzymspezifi- 
tat. 

Ein Beispiel fur einen photoaktivierbaren Schaltvorgang ist 
die biologisch auRerordentlich bedeutungsvolle cis/iruns-Isome- 
risierung der C=C-Bindungen im Retinal und den Retinalpro- 
teinen[l21. 

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

PPIasen konnen bereits in katalytischen Mengen die Isomeri- 
sierung der Prolylpeptidbindung (siehe Abb. 2) beschleunigen, 
wenn diese Struktureinheit in einem geeigneten Substratpeptid 
eingebaut ist. Untersucht man ein beliebiges Zellmaterial aus 
Saugetiergewebe, kann man PPIasen aufgrund ihrer Aktivitaten 
entdecken, die sich sowohl in der Molekulmassenverteilung 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 cisltruns- 
Isomerasen (EC-Nummer 5.2.1 3) eingeordnet. Die mitunter in 
der Literatur auftauchenden alternativen Bezeichnungen ,,Rota- 
rna~en"['~] oder , ,Rot~rnasen' ' [~~] gehen auf die Bezeichnung 
,,Rotarnerisierung" fur den Vorgang der Konformationsande- 
rung zuruck. Bisher sind zwei Proteinfamilien bekannt, die eine 
PPIase-Aktivitit aufweisen : die Cyclophiline (Cyp) und die 
FK506-bindenden Proteine (FKBP) (Synonyme : FK506-bin- 
dende PPIasen, Makrophiline). Welche spezifische enzymati- 
sche Funktion zeichnet nun diese beiden Enzynigruppen aus? 

Die enzymatisch katalysierte Isomerisierung am Prolin ist re- 
versibel, d. h. sie ist an die gleichzeitige Gegenwart der cis- und 
der trans-Konformerc gekoppelt. SchlieRt man irreversible Fol- 
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Abb. 3. Die Auftrennung der Aktivitat dcr PPIasen aus dem Cytosol von Schwei- 
nenieren nach dem Molekulargewicht [kDa]. Die Aktivitat wurde mit Suc-Ala-Phe- 
Pro-Phz-4-nitroanilid anhand des gemessenen Beschlcunigungsfaktors K in der je- 
weiligen Saulenfraktion F hestimmt: K- = (kb ~ k J k , :  k ,  is1 die Geschwindigkeits- 
konstante fur die unkatalysierte, kb fur die katalysierte lsonierisierung (FPLC-Tren- 
nung an einer Bio-GPC-Diol-Saule (330 x 10 mm)). Das eingefugte Bild zeigt den 
Kurvenverlauf fur die Fraktionen 10 bis 36 mit einem veranderten OrdinatenmaU- 
stab. 
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Abb. 4. Die Auftrennung der Aktivitat (0) der PPIasen aus dem Cytosol von 
Schweinenieren nach dem isoelektrischen Verhalten der Enzyme in einem pH-Gra- 
dienten (*); Aktivititsbestimmung siehe Abb. 3; Trennung mit einer kontinuierli- 
chen Free-Flow-Elektrophorese (Octopus, Fa. Dr. Weber, Ismaning) bei 5°C in 
0.2% Scrvalyt (pH 3-10), 0.1 % Dextran ( M = l  kDa). 

gereaktionen an das cisltruns-Gleichgewicht an, so sind auch die 
katalysierten Teilreaktionen cis -+ truns und truns --f cis ge- 
trennt zuganglich. Fur alle drei Falle liegen in vitro gesicherte 
experimentelle Daten zur PPIase-Katalyse vor, aber welcher der 
drei Fllle in vivo hauptsachlich von diesen Enzymen katalysiert 
wird, dariiber kann gegenwartig nur spekuliert werden. Unter- 
sucht man humanes Cypl8cy (zu den Bezeichnungen fur die 
PPIasc-Familien siehe" ), setzt Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-4-ni- 
troanilid als Substrat ein und halt wahrend der cis -+ trans-Iso- 
merisierung die PPIase-Konzentration sehr niedrig, so wird fur 
diese Konformationsanderung eine normale Michaelis-Menten- 
Kinetik ermittelt, ohne daW bei niedrigen Substratkonzentratio- 
nen [S], Anzeichen eines sigmoiden Kurvencharakters oder an- 
dere Effekte im v/[S],-Graphen sichtbar werden ( u  entspricht der 
Reaktionsgeschwindigkeit) . Die Reaktionsbeschleunigung fur 
die cis --f trans-Isomerisierung in Oligopeptidsubstraten (wenn 
[ S ] ,  << K,) ist linear von der Enzymkonzentration abhan- 
gig[i. 16% 171. 

Unter den fur den Standardaktivititstest geltenden Reaktions- 
bedingungen (Enzymkonzentration [El, << [S],) andern die PPI- 
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asen das cisltrans-Verhlltnis des Substrats selbstverstandlich 
nicht. Allerdings entspricht die Isomerenverteilung nach der 
Bindung von Substraten" *, (und von Inhibitoren["* 'I1) an 
PPIasen nicht derjenigen des frcien Liganden im festen Zustand 
oder in Losung. Am Enzym wird manchmal das trans-, manch- 
ma1 das &-Isomer besser gebunden. Liegen PPIase und Sub- 
strat stochiometrisch oder die PPIase gar im UberschuD vor, 
kann dadurch das Tsomerenglcichgewicht von prolinhaltigcn 
Polypeptiden vollig verandert werden. Untersucht man zellulare 
Prozesse, an denen PPIasen beteiligt sind, ist dies ein wichtiger 
Aspekt, da die intrazellularen Enzymkonzentrationen oftmals 
hoch sind. Im Cytosol von humanen Erythrocyten ist die Kon- 
zentration von Cyclophilinen mindestens 4 p ~ [ " ]  und kann so- 
mit leicht die Konzentration eines potentiellen, intrazellullrcn 
Substrats ubertreffen. 

Mit der kdtdlytischen Funktion untrennbar verbunden ist 
eine spezifische Erkennungs- und Bindungsfahigkeit der 
PPIasen fur einen in einer linearen Polypeptidkette eingebau- 
ten Prolinrest. Diese Bindungsfahigkeit konnte durch begunsti- 
gende Nebenbindungsstellen noch verstarkt werden. Unter die- 
sen Urnstanden konnten PPIasen auch eine Rolle als Bin- 
dungsproteine niit einer ,,spezifischen Prolinerkennung" spielen. 
So erinnert die achtstrangige, antiparallele P-Barrel-Struktur des 
humanen Cypl8cy an typische Strukturen von Bindungs- und 
Transportproteinen fur kleine hydrophobe Molekule, beispiels- 
weise die des Bilin-Bindungsproteins, des Retinol-Bindungspro- 
teins und des Streptavidins, obwohl die Bindungsstellen die- 
scr Proteine fur ihre Liganden ganz anders aufgebaut 

Nach unseren bisherigen Erkenntnissen konnen PPIasen die 
Isomerisierung der offenkettigen N-Alkylpeptidbindung in Oli- 
gopeptiden nicht gut beschleunigen. Dies zeigt, da8 fur die Ka- 
talyse der Proteinfaltung das Prolin selbst und nicht etwa eine 
spezielle Eigenschaft der Peptidbindung von Bedeutung ist['']. 

Die Aminosaureseyuenzen der Cyclopbiline und der FKBPLZ6] 
sind, auch in den fur die Enzymaktivitat wichtigen Regionen der 
Peptidkette, nicht sehr ahnlich; auch die Strukturhomologie der 
aktiven Zentren ist sehr begrenztLZ7]. Die beiden Enzymfamilien 
lassen sich auch sehr gut durch ihr abweichendes Verhalten ge- 
genuber Cyclosporin A und Peptidomakroliden unterscheiden. 
Nur CsA und seine Derivate inhibieren Cyclophiline, wahrend 
FKBP von Peptidomakroliden inaktiviert werden. Eine Kreuz- 
inhibition wird nicht beobachtet. 

Tnnerhalb der beiden Familien sind die Aminosauresequenzen 
quer durch das Organismenreich hochkonserviert. Unter den 
Isoformen der Cyclophiline und denen der FKBP eines Zelltyps 
wird ein fur die Enzymaktivitlt offensichtlich besonders wichtiger 
Kernbereich durch C-terminale und N-terminale Extensionen 
unterschiedlicher Lange komplettiert. Eine solche Konservie- 
rung grol3erer Kernbereiche im Verlauf der Evolution wird als 
Hinweis auf eine zentrale Bedeutung der betreffenden Protein- 
funktion im zellularen Geschehen gedeutet. 

Einige PPTase-Gene wurden bereits auf dem humanen Genom 
lokalisiert: humanes Cyp23scc ist auf Chromosom 1 5Lz8], 
CyplSOmem auf Chromosom 3['"], FKBPl2cy auf Chromo- 
som 20 und FKBPl3cy auf Chromosom 11 [301 angeordnet. In 
einer Genbank aus humaner Leukocyten-DNA sind ein einziges 
funktionales Cypl8cy-Gen und funfzehn Pseudogene vorhan- 
denL3']. 

sind[33. 241. 

Um zu verdeutlichen, dal3 die PPTasenfamilien als Rezeptor- 
proteine in das Immungeschehen eines Saugerorganismus einge- 
bunden sind, wurde von S. L. Schreiber et al. die Bezeichnung 
,,Immunophiline" ge~chaf fen[~~] .  Dieser Terminus bezieht sich 
auf die Bindung der immunsuppressiven Medikamente Cyclo- 
sporin A, Rapamyein und FK506 (Abb. 5) unter Bildung eines 
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Ahb. 5. Immunsuppressive Inhibitoren der Peptidyl-Prolyl-cis!rrans-Isomerasen. 
Am Cyclosporin A entspricht MeBmt (4K)-4[ (E)-2-Butenyl]-4-N-dimethyl-~-threo- 
nin und Abu r-&.minobutterslure. Substituicrt man FK506 am CWAtom 
(Ethylgruppe anstelle des Allylrests) erhalt man die immunsuppresaive Verhindung 
Ascomycin. 
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Wirkstoff-Protein-Komplexes. Cyclosporin A, Rapamycin und 
FK 506 (Synonym: Tacrolimus) sind aus Mikroorganismen 
stammende Naturprodukte, die spezifische Wirkungen irn Im- 
rn~nsys t em '~~ .  341, aber nicht nur d ~ r t [ ~ ~ ] ] ,  ausiiben. In antigen- 
stimulierten T-Lymphocyten werden durch diese Immunsup- 
pressiva Ca2+-abhangige Wege in der zur klonalen Expansion 
der Zellen fiihrenden Signaltransduktion blockiert. Einer der 
Hauptfaktoren, warurn die T-Zell-Antwort nach der Triggemng 
des Rezeptor-CD3-Komplexes durch ein prasentiertes 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, IL-4), die Faktoren 
GM-CSF (Granulocyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender 
Faktor), Tumor-Nekrose-Faktor-z (TNF-a) und Interferon-y 
sowie das Onkogen ~ - m y c [ ~ ~ ' .  Als Regulationsebene hat sich die 
Translokation von Komponenten der bisher proteinchemisch 
noch recht wenig charakterisierten Transkriptionsfaktoren (AP- 
3, NF-AT, NF-KB) aus dern Cytosol in den Kern herausge- 
st el It r 3  71. 

Imrnunophil sind aber weit mehr Proteine als die, deren PPl- 
ase-Aktivitat nachgewiesen w u ~ - d e ~ ~ ~ *  391. Unter anderern bin- 
den die immunsuppressiven CsA-Derivate [~-Lys(~-Dansyl)']- 
CsA und [~-Dab(Boc)~]-CsA (Dissoziationskonstanten: Kd = 

60 f 33 n M  bzw. 570 f 380 nM) ahnlich stark an G-Actin aus 
Jurkat-Zellen wie an die PPIasen aus dem gleichen Zellhomo- 
ge~~a t [~ ' ] .  Auch das StreRgen SSA1. das dem Actin strukturver- 
wandte, cytosolische Hefeanalogon des Hitzeschockproteins 
hsp70, kann [r~-Lys(~-Dansyl)~]-CsA mit einer Dissoziations- 
konstanten von 53 nM  binder^[^']. Die In-situ-hffinitatsphoto- 
mdrkierung von Fibroblasten, Hepatocyten und lymphoiden 
Zell-Linien mit [3H]N-(Diazotrifluorethyl)benzyl-~-Lyss-cy- 
closporin fiihrt zu einer Vielzahl mit Hilfe der SDS-Gelelektro- 
phorese (SDS = Natriumdodecylsulfat) detektierbaren, spezi- 
fisch markierten Proteinen im Bereich von ca. 20-200 kDa, die 
nur zum Teil den bisher bekannten PPIasen zugeordnet werden 
konnen[39s 411. Darunter befindet sich als identifizierbares Ma- 
terial auch ein Mernbranprotein des Na+/mGlucose-Cotrans- 
porters der Niere mit einem Molekulargewicht von 75 kDa[421. 

Die spezifische Bindung von Interleukin-8 (TL-8) an CsA 
(Kd = 850 nM) wird sogar noch immunchernisch in den Bcreich 
der Bindungsfahigkeit von PPIasen geriickt, da die Kreuzreakti- 
vitat eines Antiserums gegen humanes, rekombinantes TL-8 mit 
einer cytosolischen PPIase nachgewiesen wurde. Im enzymati- 
schen Standardtest zeigt IL-8 jedoch keine PPIase-Akti~itat[~~].  
Noch weitgehend uncharakterisiert ist ein cytosolisches, 50 kDa 
schweres, imrnunophiles Protein aus Jurkat- und Milzzellen. Es 
bindet hochaffn sowohl CsA (Kd = 39 nM) als auch FK506 
(Kd = 2 nM), ohne PPTase-aktiv zu sein. Sowohl Rapamycin als 
auch CsA konnen rnit [3H]-Dihydro-FK506 vorn Bindungsort 
verdrangt ~ e r d e n ~ ~ ~ l .  

Auf der molekularen Ebene noch vollig ungekllrt ist dic Bin- 
dung von Cyclosporinderivaten an das fur einen speziellen Tmus 
der Vielfachresistenz von Krebszellen verantwortliche, mem- 
branstindige P-Glycoprotein (1 70 kDa)[4s1. Ebenso wie diese 
Cyclosporine vcrhindern auch FK 506 und der PPIase-Inhibitor 
Rapamycin das Ausschleusen cytotoxischer Stoffe aus den Zel- 
len durch eine hochaffine Bindung an das P -Glyc~pro te in~~~l .  

Die Immunophilie urnfafit einerseits einen weitaus groReren 
Proteinpool als den der PPIasen. Andererseits gehoren zu der 

Tabelle 1. Eigenschaften einiger Cyclophiline. K, = Dissoziationskonstantc, K, = 
Inhibitionskonstante. 

Cyclopliilin N-Terminus [a] PPIase- Inhiblerbar durch Llt 
Akriv. CsA [ n ~ ]  
[bl 

Menschl8cy 
(Schwein) RindlXcy 
Rattel8cy 
L. ex.18cy 
P. vfrlgurisI8cy 
c'. albicunrl8cy 
S. cerevisl7cy 
hi. crassu24mito 
D. melanog26mem 
Mensch4lcy 
Mensch24sec 
Mensch23sec 
Maus22sec 
Mensch22mito 
Maus2lsec 
S. cerevis20mito 
S. cerrvis23scc 
S. chryso18 
E. colil8cy 
E. co/i2lperi 

'M(rec.): 'V(nat.) 22 
'VNPTV: N-Block. 13.4 

+ 
+ 
+ 
+ 
19 

4SSKVFFD i 

[CI 
N-Block + 
"ADEKK 
26DEKKK 

+ 
i 
t- 
8.0 
+ 

"GKKVF 9.2 
+ ZISI)VGE 

'KVYFD + 
67.4 

"AKGDP 57.1 

1.6 ($) [97, 106. 1071 
2.6 ( K J ;  20 (ICso) 
sensitiv [I091 
sensitiv (751 
sensitiv 11301 
sensitiv P O I  

[ 5 ,  51, 1081 

40 (ICJ; 4.3 (K,) 

wahrscheinlich [88] 

[ill, 1121 
200 (Kd) [1131 

300 (IC30) ~901 
sensitiv ~921 

400 ( K d )  [951 
84 UCsd [931 

8 (KJ L971 
sensitiv [XI 
9.3 (K,) [991 
101 ( G o )  [ill, 1141 

25000-SO000 (ICsn) [I151 
25000-50000 (ICJ [I151 

25 (G) w31  

[a] Ansequenzierte N-terminale Enden isolicrter. rcifer Proteine (Aminoduren im Ein- 
buchstabencode). [b] Der Quotient k , , , /K , [p~~ ' s -~ ]  irl ein MaB fur die PPIasen-Akti- 
vitlt. Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-4-nitroanilid w urde ais Substrat emgesetzt. Bestimmung bei 
10 "C. [c] Nicht bestimmt. 

Tabelle 2. Eigenschaften einiger FKSO6-bindenden Peptidyl-Prolyl-cisltran.\-Isornerasen 
(FKBP). 

FKBP N-Terminus PPlase- Inhherbar durch Lit 
[a1 Aktiv. FK506 und Rap [ n ~ ]  

b l  [el 

Menachl2cy *GVQVE 2.2, 0.64 1.7 (FK). 0.2 (Rap), K, 
Rind 12cy 'GVQVE 0.66 0.25 (Rap). K, 
S. cerevisl2cy N-Block 82 0.9 (FK). 0.5 (Rap), Kd 
Menschlhmem Z2TGT(A)EG 1.5 55 (FK), K, 
Mensch25 N-Block 0.8 [d] 160 (FK), 0.9 (Rap). K ;  [d] 
Mensch52 *TAEE 0.39 [el 10 (FK), 8 (Rap), K, 

XAEEM [fl [f] Kanin.52 
S. cerevisl4 "GSLSD 54 8.3 (FK). 0.7 (Rap), K, 
S. chryso13 'SIEKP + =40 (FK). 2 1 0  (Rap), IC,, 
N .  crussal3 + s 2 0  (PK), IC,, 
N .  meningitidis32 + sensitiv FK 
C. iruchomutis27 + sensitiv FK und Rap 
L. pneirmophila25 "ATDAT 1.2 210 

[a] Ansequenziertes N-terminales Ende isolierter, rcifct Proteine. [b] k,,,/K, [ p i C 1  s-'I; 
Suc-Ala-Leu-Pro-Phe-4-nitroanilid als Substrat; T = 10 C. [c] FK506 = FK, Rapamy- 
cin = Rap. [d] Rinderenzym. [el Bestimmung bei 1 5  'C. [fl Nicht bestimmt. 

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

4. Messung der Enzyrnaktivitiit 

Tn Tabelle 3 sind die bisher bekannten Methoden zur Mes- 
sung von PPIase-Aktivitaten aufgefiihrt. Sie beruhen oftmals 
darauf, reine cis- oder trans-Tsomere oder zumindest eine Isome- 
renverteilung herzustellen, die von der Verteilung des den auRe- 
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 kdtdlytischen Aktivitat von Peptidyl-Prolyl-cisitruns-Isomerasen. 

Methode Detektion Reaktionwichtung Sub\trattyp Anwendbar in Homogeiiaten Lit. 

Isomerspezifische Proteolyse UV/VIS; 

NMR-Spektroskopie Sittigungstransfer ; 

Solvent sprung Fluoreszcnz; 

RiickfaltunglEntfaltung Fluoreszenz 

Fluoreszenz 

Linienverbreiterung 

uvjvrs 

UViVIS 

Circulardichroismus 

Proteolyse 

enzymatiache Aktivitit 

cis + irans Oligopeptide 

Oligopeptide, kurie Proteine nein 

tram + cis 
cis - ti m s  

trans + cis; 
cis + trans 
trans + cis; 
cis + trans 
tians + cis; 
cis + lrnns 
trans + cis: 
cis + trans 
truns + c b  : 
cis + r rms  

Oligopeptide 

Proteine 

Proteine 

Proteine 

Proteine 

Proteine 

nein 

nein 

nein 

nein 

ja 

[52. 531 

[36. 62. 631 

[62, 641 

~651 

[65, 1361 

[66-681 

des Gleichgewichts und damit die Geschwindigkeit der cis/ trans- 
Isomerisierung untersuchen. Setzt man die dynamische NMR- 
Spektroskopie ein, so wird die Aktivitat im ungestorten cisltrans- 
Gleichgewichtszustand gemessen. Obwohl bei linearen, prolin- 
haltigen Oligopeptiden cis- und frans-Formen durch Tieftempe- 
ratur-HPLC manchmal getrennt werden konnenL4'], ist die Le- 
bensdauer der isolierten, reinen Konformeren fur analytische 

ES ES 

\ /  
Produkt 

Messungen meist zu gering. Deshalb lost man die Hydrolyse K"_Ck-,xs,' + [El&::,) 
einer Peptidbindung durch eine isomerspezifische Protease aus, 
um durch diese angekoppelte irreversible Bindungsspaltung das 
Konformationsgleichgewicht vorubergehend zu storen. Diese 
Reaktion ermoglicht eine kinetische (und thermodynamische) 
Analyse des Konformationsgleichgewichts, weil viele Proteasen 
das all-trans-Konformer eines Substrats mehr als 104fach bevor- 
zugen (Zahlenwert bezieht sich auf den k,,,/K,,,-Wert, wobei k,,, 
der Wechselzahl und Km der Michaelis-Konstanten entspricht). 

u = (k~,/XS_j[E],[S], + ( k -  l j k , j (k~~ t :~ j [E l , [S ] ,  u = (k~,,:l%_)[El,[Sl, + k,[S 

Abb. 7. Die Bildungsgeschwindigkeit u eines gemeinsamen Produkts einer enzym- 
katalvsierten Reaktion aus einem in verschiedenen Konformationen vorliependen 

Die isomerspezifische Proteolyse kann auch dann beobachtet 
werden, wenn die isomerisierbare Bindung weit entfernt von der 
proteolytisch gespaltenen Bindung ist (Abb. 6)[48- ''I. 

Substrat S unter Stationirbedingungen ([S* + S], << e, e). 

Su bst rattyp Prolinposition Spezifitat 

Spahstelle ps keine 

Abb. 6. Schematische Darstellung der &/trans-Konformationsspezititat von u- 
Chymotrypsin fur prolinhaltige Substrate, die diese Aminosaure in unterschiedli- 
chen Positionen P der Peptidkette enthalten. Ausgewertet wurde die Spedtitatskon- 
stante kcS,/Km. Die Nebenbindungsstellen der Prntcasesubstratc sind anhand der 
Nomenklatur von Bei-ger und Schechter [264] bezeichnet, nach der die reaktive 
Bindung zwischen P, und P; angesiedelt ist. 

Abbildung 7 zeigt fur den Fail [El, >> k-  @,,, daI3 sich die 
enzymdtische Bildungsgeschwindipkeit v eines gemeinsamen 
Reaktionsprodukts aus einem Konformerengleichgewicht her- 
aus einem Grenmert nahern kann, wenn das Gleichgewicht 
durch eine sehr aktive, konformationsspezifische Protease ge- 
stort wird. Bei hoher Enzymkonzentration [El, und Vorliegen 
eines unreaktiven Isomers S ist die Geschwindigkeit v der 
Produktbildung unabhangig von der Proteasekonzentration. 

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 --+ [ram-Isomerisierung durch eine zugesetzte 
PPIase ist an Kurvenverlaufen in Abbildung 8 zu erkennen. 
Wenn man bei Substratkonzentrationen [S], << K,,, fur die betref- 
fende PPIase arbeitet, ergibt sich aus der Geschwindigkeitskon- 
stanten k,  [s- '1 der beschleunigten Reaktion 1. Ordnung (k ,  [s- '1 
ist die Konstante fur die unkatalysierte Tsomerisierung) sofort 
die Geschwindigkeitskonstante (kJK,,, [K s-  '1 = (k, - kJ 
[El,) fur die bimolekulare durch die PPIase katalysierte Reak- 
tion. Die isomerspezifische Proteolyse ist eine in bezug auf die 
Molekulstruktur der Substrate und die proteolytische Empfind- 
lichkeit der PPIasen in Grenzen variierbare Methode, mit der 
selbst PPIase-Aktivitaten in nur grob aufbereiteten biologischen 
Materialien quantitativ bestimmt werden konnen. Fur rekombi- 
nantes Cypl8cy (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 
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0 u 60 120 180 240 300 360 420 480 

Abb. 8. Der Verlauf der Spaltungvon Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-4-nitroanilid durch dic 
konformationsspezifische Protease Subtilisin Typ VlII (0.15 mgmL-’ in 0.035 hf 

Hepes-Puffer. pH 7.8, 13 “C) in Abhiingigkeit von der Zeit f ;  Detektion bei 390 nm. 
1) Unkatalysierte cis + tians-Isomeiisierung, geslartet mit dem in 0.2 M LiCIlTri- 
fluorethanol gelosten Peptid ; 2) ankatalysierte cis + rrans-Isomerisierung, gestartet 
rnit dem in Dimethylsulfoxid geldsten Peptid: 3) wie Kurve2, aber rnit 5 n ~  
CyplXcy im Ansatz. Die Spikes am Kurvenanfang sind Mischartefakte. 

Amplituden der Isonierisieruiig fiihren manchmal zu Problemen 
mit dem Signal/Rausch-Verhaltnis, und bei hohen Substratkon- 
zentrationen kommt es zu Loslichkeitsproblemen. D. Rich 
et al.[”” konnten zeigen, daR in einer Losung der Standardsub- 
strate Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-4-nitroanilid in LiCl/Trifluoretha- 
no1 (0.235 -0.47 M) Konzentrationen an cix-lsomeren von iiber 
50 % erreicht werden, die die Ausfiihrung der Aktivitatsbestim- 
mung wesentlich erleichtern (Abb. 8). 

Nutzt man einen solchen Losungsmittelsprung fur 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 werdenrS2’. Nach dem Sprung steigt 
beim Ubergang in die trans-Konformation die Intensitat der 
Fluoreszenz an. Mit der gleichen Technik, allerdings wird die 
Intensitatsabnahme der Absorption bei 428 nm im UVjVIS- 
Spektrum detektiert, kann die katalytische Wirkung der PPIase 
auf Ala-Ala-Pro-Tyr(3-NOZ)-AlaNH, im reversiblen Gleichge- 
wicht bestimmt werdenLS3]. Das MeDsignal resultiert aus den 
unterschiedlichen pK,-Werten des 3-Nitrotyrosylrests in den 
beiden Konformationszustanden des Peptid~[’~]. 

Irn eindimensionalen NMR-Spcktrum kanii man durch Satti- 
g~ngstransfer[~’~ 5 5 ,  561 oder durch die Analyse der Linienver- 
b r e i t e r ~ n g [ ~ ~ ,  5 8 1  die Relaxatioiisgeschwindigkeit beider Teilre- 
aktionen des Isomerisierungsgleichgewichts 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 
fur die Kerne in der Umgebung des Isomerisierungszentrums 
getrennte Signale fur beide Molekulformen. In Gegenwart von 
PPIasenkonzentrationen grol3er 3 p~ kommt es bei dem Stan- 
dardsubstrat Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-4-nitroanilid durch die stark 
erhohte Umwandlungsgeschwindigkeit zur Koaleszenz der beiden 
Resonanzsignalsatze der Konformere. Der katalysierte chemische 
Austausch laRt sich auch in einem NOESY-Experiment an hu- 
manem Calcitonin’ ~ 3 2  durch das Auftreten zusatzlicher Kreuz- 
peaks in Gegenwart von CyplScy nachweisen (Abb. 9)Iss1. 

Untersucht man die Kinetik der Riickfaltung und der Entfal- 
tung von Proteinen[”. 591, so findet man unter Umstandcn lang- 
same Faltungsphasen, die oftmals durch die trans -+ cis-lsome- 

A 
3.3 

3.4 

3.5 

3.6 

3.7 

3.8 

C 
3.3 

3.4 

3.5 

3.6 

3.7 

3.8 

-. B 
3.3 

3.4 

3.5 

3.6 

3.7 

3.8 

3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 

Abb. 9. Im Prolinbereich (&Ringprotonen) gespreiaes ‘H-NMR-NOESY-Spek- 
trum von humanem Calcitonin’-”; A:  in Phosphatpuffer, pH 6.8; B: wie A; aber 
zusatzlich in Gcgenwart von 25 p~ CyplXcy; C: wieB, aber Inhibition der CyplXcy- 
Aktivitat durch einen UberschuD an CsA. Die zusatzlichen Kreuzpeaks (Klstchen) 
in B koinmen durch den in Gegenwart der PPIase schnellen eis/tmns-Austausch an 
der Phe-Z3Pro-Bindung zustande. Die aus dcr PPIasc-Katalysc resultierenden 
NOESY-Kreuzpeaks zwischen den &Ringprotonen von cis- und von tran~-’~Pro 
sind durch Kreise gekennzeichnet [%I. An den Achsen sind die chemischen Ver- 
schiehungcn h aufgctragen. 

risierung einer oder mehrerer Prolylpeptidbindungen bedingt 
sind. Infolge von Polaritiitsanderungen im Verlauf der Faltung 
verandert sich die Fluoreszenz oder die Absorption von Tyr- 
und Trp-Resten in Nachbarschaft der Prolineinheiten, so daR sie 
als Sonden fur den Isomerisierungsverlauf dienen konnen. Als 
besonders geeignetes Substrat fur beide PPIasenfarnilien hat sich 
RNase TI, die zwei Bindungen mit cis-Anordnung ( T ~ r - ~ ~ P r o  
und Ser-”Pro) im nativen Zustand enthalt, erwiesen. Unter Be- 
dingungen, bei denen beide kinetische Prozesse getrennt zu beob- 
achten sind, werden auch beide durch PPIasen katalysiert[2s1. 
Geringe Konzentrationen (kleiner 1 M) an Harnstoff oder Gu- 
anidiniumhydrochlorid werden bei der Ruckfaltung von den 
cytosolischen PPTasen ohne groaen Aktivitatsverlust toleriert . 

5. Die Proteinfamilie der Cyclophiline 

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

Neben ihrer ausgepragten Sequenzhomologie in einem mittle- 
ren, ca. 130 Aminosauren umfassenden Kernbereich, verbindet 
alle eukariotischen Cyclophiline ihre ausgepragte Affinitat ge- 
genuber Cyclosporin A (Inhibitionskonstante) K, << l VM) und 
zu vielen seiner Derivate. Prokaryotische Enzyme sind weniger 
bindungsfahig[lo4, ‘ O S ,  ’15], ein Befund, der aber nicht immer 

Die in der Sequenz vollstandig konservierten Aminosauren 
sind iiber einen Kernbereich verteilt und in ihrer Mehrzahl im 

gfiltig ist[103, 1161 
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vierten Exon verankert[I6'l. Sie sollten infolge der relativ kur- 
Zen Polypeptidkette von Cypl8 etwas rnit der Bildung des Katd- 
lysezentrums und der Aktivierung der katalytischen Prozesse zu 
tun haben. Fur humanes Cypl8cy wurde die dreidimensionale 
Struktur durch NMR-Spektroskopie und durch eine Rontgen- 
strukturanalyse bis zu einer Auflosung von 1.63 8, ermit- 
telt[I8. 23 ,  241. Die Struktur zeigt, daB die konservierten Amino- 
siuren uber eine Furche lings eines Faltblattbereichs ange- 
ordnet sind (Abb. 20). Der konservierte Bereich urnfafit dem- 

Abb. 10. Aus der Kristallstrukturanalyse 1191 erhaltenes. dreidimensionales Modell 
von humanem. rekornhinalern CyplXcy in Gegenwart des Dipeptids Ala-Pro (grun 
eingezeichnete Struktur). Die Bereiche. die eine in der Cyclophilinf;lmilie hochkon- 
servierte Aminosiure enthalten. sind weiD einpezeichnet. 

nach ein ziemlich ausgedehntes Areal, dessen AusmaBe die der 
hypothetischen Substratbindungsstellen fur kurzkettige Oligo- 
peptide iibertreffen. Unter den bisher bekannten sechs Isofor- 
men der menschlichen Cyclophiline ist das Cypl8cy besonders 

4 Schema I .  Aminosluresequenzen der auf der Genebenr hekannten Cyclo- 
philine. Die Zahlen iiber den Sequenien geben die Numerierung der Aminosiuren 
im hurnanen CyplXcy an. Die fett gedruckten Buchstaben syrnbolisieren hochkon- 
servierte' Reste. Mensch Cypl Xcy (human Cyclophilin A. human Cyclophilin I )  
[69]; Rind (Schwein) Cypl Xcy (bovine (pig) Cyclophilin A) 14. S. 701; Ratte CyplXcy 
(rat Cyclophilin A) (711. (die Sequenz von Hamster CyplXcy ist zu 97.6% identisch 
[72]); Maus CyplXcy (mouse Cyclophilin A) 1731; Huhn Cyp (Teilsequenz) [74]; L.  
estnlmrum CyplXcy (Tomate) [75]: 8. ncipirs CyplX (Raps) [7S]; Z. nwi's CyplX 
(Mais) 1751; P .  vulguris CyplScy (Bohne 1761; A .  thuliunu CyplX[77]; D. m c * / m ~ ~ g u -  
, s r w  CyplRcy (Fruchtfliege) 1781; D. di.sc~oIdc~uni CyplX (Schleimpilz) (791: C. ulbic,uns 
Cypl8cy (Hefe) [go]; S. pot?ihv cyplX (Hefe) [ X I ] ;  S .  c.vrc,i'isiw Cypl'lcy (yeast 
Cyclophilin A) (Hefe) 182. 831; E. ~ r u t i i r / ~ ~ . s u . ~  Cypl7 (Bandwurrn) [84]; S. /upponic,um 
Cyp20 [85]; N .  crussu Cyp24rnito (86. 871; D. tnc/uriopisrc~ Cyp26mem (ninaA) 
(Fruchtfliege)[XX, 89); Huhn f'yp22sec(S-Cyclophilin) 1741: Mensch Cyp4lcy (Cyp- 
40. ERB-Cyclophilin) [90. 911; Mensch CypZ4sec (secreted cyclophilin-like Protein. 
SCLP) 1921; Mensch Cyp23sec (human Cyclophilin B. Cyclophilin 2) 1931; Ratte 
Cyp26sec (CyLP; rat Cyclophilin B) [Y4] (die Sequenz in 1941 enthiilt wahrscheinlich 
einen Fehler im Leseraster, der in (951 korrigiert wurde: die korrigierte Sequenz ist 
hier angegeben. Moglicherweise fuhrt eine weitere Insertion einer Base zu eineni 
Stopcodon an der Aminosdure '""Glu [96]): Mensch Cyp22mito (human Cyclophi- 
lin 3 )  (971; Mensch CyplSXmem (NK-TR protein) (9x1; Maus CypZ2sec (mouse 
Cyclophilin 2) 1951; Maus Cyp23sec (mouse Cyclophilin C) [R];  S.  wrciisiuc, 
Cyp20rniio (yeast Cyclophilin 3) (Hefe) 199. 1001; S. 
Cyclophilin B) [loll; S. c,erevi.siuc, Cyp36 (Scc3) [102]; S. ~/ir;rson,u//irs CyplX (1031; 
Sj.rirchococcus .~p.  Cyp 15 [A. Kap lm.  PIR CSYC421; E. w l i  CyplXcy ( E .  coli b) 
[104]; E. c,oli CypZlperi ( E .  c o l i a )  [104. 1051: ein offenes Leseraster in Sulmondlu 
pp'himurium (GenBank M323.5.5) ist nahezu identisch LU E .  d i  CypZlperi. 

verbreitet und gilt nach wie vor als das Rezeptorprotein fur die 
immunsuppressive Wirkung von CsA. 

Unter den Sequenzbereichen, die fur die Lokalisierung der 
Proteine in der Zelle verantwortlich sind, Wllt bei Cypl8cy das 
endstandige CXXL als Signal fur die posttranslationale Dige- 
ranylierung auf. Dieses sonst hauptsachlich bei kleinen G-Pro- 
teinen vorkommende Motiv bewirkt eine regulierte Membran- 
verankerung der Proteine" "I. Experimentelle Befunde zur 
posttranslationalen Modifizierung von Cyclophilinen fehlen ge- 
genwartig. Auch beim Zelladhlsionssignal -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 
fur eine spezifische Funktion in den betreffenden Cyclophilinen. 

Obwohl hochreine SaugerCypl8cy thermisch und chemisch 
recht stabile Enzyme sind (ihre enzymatische Aktivitat bleibt in 
Pufferlosung bei 4 ° C  uber Monate voll erhalten), genugt auf- 
grund des beachtlich hydrophoben Charakters bereits eine Pla- 
stikoberflache, um das Protein zu denaturieren['Is1. Cytosolische 
Enzyme vom Typ Cypl8cy kommen in den Organismen und in 
vielen Geweben und Zelltypen in hohen Konzentrationen vor; die 
quantitativen Angaben scheinen jedoch stark von der Bestim- 
mungsmethode abzuhangen. Im Saugerorganismus ist Cypl8cy 
nicht lymphocytenspezifisch. ein Umstand, auf den die Neben- 
wirkungen bei Therapien rnit CsA zuruckgefuhrt werden" "I. 

Nierentubuli und Endothelzellen enthalten ca. 10 pg CyplScy 
pro mg Gesamtprotein, wahrend dieser Wert in T-Zellen rnit 3.1 - 
7.0 pgmg- '  etwas unterschritten wirdLt2'- 12']. Im K "  orperge- 
webe liegt die Konzentration bei ca. 1-3 pg pro tng Protein, 
wobei Haut- und Lungengewebe den geringsten und neuronen- 
reiche Areale[t221 des Gehirns den hochsten Gehalt aufwei- 
sen[t21] .  Es gibt eine grolje intraindividuelle Schwankungsbreite 
in den Konzentrationen und L o k a l i s i e r ~ n g e n [ ' ~ ~ ~ ,  so daD in 
anderen Untersuchungen der Cypl8cy-Gehalt in Lymphknoten 
und Milz am hochsten ist['181. Die erhohte Konzentration in 
T ~ i n o r z e l l e n [ ' ~ ~ ~  ist nicht bestitigt['211. Mit Hilfe der Elektro- 
nenmikroskopie und der confokalen Fluoreszenzmikroskopie 
wurde in Thymocyten Cypl8cy nicht nur im Cytosol, sondern 
auch in der Kernmembran und in den iiuDeren Bereichen des 
Golgi-Appardts nachgewiesen. Ein zellspezifischer, fur Leber und 
Niere drdstischer Anstieg der Cypl8cy-Konzentrationen wird 
nach einer Behandlung rnit CsA gefunden" 1 8 *  t 2 5 1 .  

In unerwartet hohem MaDe ist humanes Cyp4lcy rnit Cypl8cy 
in Mais verwandt (67.3 % Identitat); das wiederum ubiquitare 
Vorkommen von Cyp4lcy im Korpergewebe (Gehirn > Leber, 
Niere, Thymus, Milz) > Lunge) weist auf eine spezielle Zell- 
funktion dieser PPIase im Saugergewebe hin[90.t081. Diese Ver- 
mutung wird nachdrucklich durch den Befund bestatigt, daB 
dieses Enzym ein Bestandteil des oligomeren, nichtaktivierten 
Ostrogenrezeptors i ~ t [ ~ l ] .  Die lange C-terminale Extension am 
PPIase-homologen Kernbereich von Cyp41 cy zeigt die Homo- 
logie zum C-Terminus von FKBP59, der PPIase-Komponenten 
des nichtaktivierten Progesteronrezeptors. Auch andere Kompo- 
nenten der Steroidrezeptoren, die StreBproteine hsp90 und 
hsp70, gehoren zu den auf die Faltung von Proteinen speziali- 
sierten Molekule, deren molekulare Wirkung fur die Rezeptor- 
funktion noch unbekannt ist. 

Diese Einschrankung gilt auch fur das an der ad3eren Mem- 
bran von CD3 -,CD16+-Granu~ocyten (naturliche Killerzellen) 
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befindliche Cypl SXmem, das bei der Erkennung von Tumorzel- 
len und fur die Cytotoxizitiit der Killerzellen eine Rolle spielt. 
Die Aminosauresequenz und auch Untersuchungen rnit Anti- 
peptid-Antikorpern lassen darauf schlieBen, daB der N-termina- 
le PPIase-Teil des Molekuls extrazellullr an den Transmem- 
bransegmenten verankert ist und somit direkt am Kontakt der 
Zellen untereinander teilnehmen kannr9*]. 

Drosophiln Cyp26mem, das gewebsspezifische ninaA-Protein 
der Augen von Fruchtfliegen, ist wahrscheinlich katalytisch an 
der Synthese, der Faltung, dem Transport und/oder der Stabili- 
tat des photoempfindlichen Rhl-Rh6-Rhodopsins beteiligt. 
Cyp26mem ist ein integrales Membranprotein mit einem 
Cypl Xcy-homologen Sequenzkernbereich, der im Lumen des 
endoplasmatischen Retikulums (ER) angesiedelt i ~ t [ ' ~ ,  881. Schal- 
tet man das Cyp2hmem-Gen aus, sammelt sich nicht mehr funk- 
tionelles Opsin, die Vorstufe von Rhodopsin. im endoplasmati- 
schen Retikulum so stark an, daS dieses zur ungehemmten Pro- 
liferation angeregt wird[lz61. Eine Random-Mutagenese an den 
Drosophila-Fliegen fuhrt zu Punktmutdtionen im Cyp26mem, 
wodurch Fliegen-Phanotypen mit einer gestorten Rhodopsinpro- 
duktion entstehen. Die nachfolgende Analyse zeigte, daR &e be- 
troffenen Aminosiiuren im vermuteten Substratbindungsbereich 
des in seiner Raumstruktur bekannten, homologen Cypl8cy 
angesiedelt sind 'I. 

Es gibt daruber hinaus eine Gruppe von Cyclophilinen, die 
sekretorische Proteine sind und entsprechende Extensionen in 
der Aminosauresequenz aufweisen (siehe Schema 1 und Tabel- 
le 1) .  Trotzdem eine N-terminale Signalsequenz, die fur den 
Transport notwendig ware, fehlt, kann selbst Cypl Xcy, lhnlich 
wie bei IL-1 beobachtet, bei geeigneter Zellstimulierung durch 
die Zellmembran geschleust werden['281. Sekretorische Cyclo- 
philine konnen neben einer Signalsequenz auch das ER-Reten- 
tionssignal VEKPFAIKE am C - T e r m i n ~ s [ ~ ~ ]  enthalten. Ihr 
Transport aus der Zelle und ihre Neusynthese wird durch 
Wachstumsfaktoren ~timuliert[l~~1. In Ubereinstimmung mit 
diesen aus Sequenzdaten abgeleiteten Lokalisierungen wurden 
im Lumen dcs endoplasmatischen Retikulums hohe PPIase-Ak- 
tivitaten ermittelt['301. Biologisch signifikant konnte die beob- 
achtete Colokalisierung rnit typischen Proteinen des endoplas- 
matischen Retikulums, z.B. den Ca2+-bindenden Proteinen wie 
Calreticulin, seinrg6I. Die von C. M. Deber et al.[131] vertretene 
Hypothese, daS die cis/tvn~zs-Isoinerisierung von Prolylbindun- 
gen in Membrankanalen 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 ~ i n d [ ' ~ ' ~ .  Untersucht man CsA- 
analoge Inhibitoren[1331, so stellt man fest, daO die Inhibitions- 
konstanten Ki fur die Indktivierung des Rattenhomologen von 
Cyp22mito proportional zu den IC,,-Werten fur die Blockie- 
rung des Ca*+-Ausstroms durch eine Membranpore ist. Mit 
Hilfe CsA-resistenter Mutanten von Neuvospovu crassa rnit ei- 
nem genetischen Defekt fur ein funktionsfiihiges Cyp24mito ge- 
lang M. Tropschug et al. erstmals der Nachweis, daB nicht die 
Inhibierung der PPIase-Aktivitat selbst den biologischen Effekt 
von CsA bewirkt, sondern daR der CsA-Cyp-Komplex cyto- 
toxisch sein muB["7'. 

Die Deletion des Cyp20mito-, Cypt 7cy- und Cyp23sec-Gens 
in Sacchavomyces cerevisiue, auch in Form einer Tripel-Mutante, 
beeintrachtigt die Lebensfiihigkeit der Hefenellen nichtLg9]. Setzt 

man die Hefen aber StreBbedingungen aus, so kann man die 
Wirkung der Cyp-Deletionen erkennen. Cyp20mito ist essentiell 
fir das Wachstum der Hefe auf L-Lactat bei 37"C, die 
Cyp20mito-Mutante ist temperatursensitiv[lool. In Pflanzenzel- 
len beweist eine Analyse durch die Northern-Technik den An- 
stieg der mRNA-Konzentration von Cypl8cy als Antwort auf 
StreRbeding~ngenL~~]. Die Erhohung der Transkription des 
Cypl7cy-Gens von Sacchavomyces cerevisiae um mehr als das 
Zweifache bei einem Hitzeschock weist eine Parallele zu dem 
typischen StreD-70-Gen SSAI auf. Der entsprechende Cyp-Pro- 
moter ist demnach hitzeinduzierbar. Eine Ausschaltung der Ge- 
ne von Cypl7cy und Cyp23sec vermindert erheblich die Fahig- 
keit der Hefezellen. einen Hitzeschock zu i iberleber~~'~~].  

5.1. Katalytische Eigenschaften 

Enzymkinetische Parameter sind bisher nahezu ausschlieBlich 
fur Reaktionen von Cypl8cy bestimmt worden (siehe Tabelle 1). 
Bei der Enzym-Substrat-Wechselwirkung sind fur die Geschwin- 
digkeitskonstanten k,,,/K,,, (cis -+ trans) der bimolekularen Re- 
aktion im gunstigsten Fall bereits Werte nahe des diffusionsbe- 
stimmten Grenzwerts von 2 x 1 O8 M- ' s- bestimmt wor- 
den['351. Eine zuverlassige 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- 
sitat gut verfolgbaren Titration unter Verwendung des kompeti- 
tiven Inhibitors CsA behelfen. Das Standardsubstrat Suc-Ala- 
Ala-Pro-Phe-4-nitroanilid wird rnit rekombinantem humanem 
CyplXcy rnit Konstanten von K,, = 0.87 mM (cis), k,,, = 
12 700 s- ' (cis) bei 0 "C umgesetztrs1]. Diese Daten zeigen, daB 
numindest 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 betriichtlicher 
Beschleunigungsfaktor k,,,/k, von ca. lo6 erreicht. 

Die Spezifitit von Cypl Xcy fur Nebenbindungsstellen (No- 
menkkatur der Nebenbindungsstellen analog derjenigen von 
P r~ teasen [ '~~] ;  isomerisierbare Bindung zwischen der PI- und 
der Pl-Position) ist bisher nur fur die Aminosauren Xaa und 
Yaa in Suc-Ala-Xaa-Pro-Yaa-4-nitroanilid einigermaoen aufge- 
klart. Vergleicht man das beste rnit dem schlechtesten Peptid- 
substat fur ungeladene und geladene Seitenkelten Xaa, so unter- 
scheiden sich die Werte fur das Verhaltnis k,,,/K,,, um weniger als 
das Z~anzigfache~~' .  11', 162, 1631. In bezug auf Yaa sind die 
Differenzen etwas geringer, und fur die PI-Position haben die 
Werte fur k,,, eine etwas gro fiere Variationsbreite als fur kc,,,/ 
Km[2641. Der Succinylrest im Standardsubstrat kann, ohne daD 
sich die Konstante k,,,/K, verandert, durch Glutaryl ersetzt 
oder mit minimalen Auswirkungen ganz entfernt werden. Auch 
die P,-Position hat noch Auswirkungen auf die Spezifitatskon- 
~ tan te"~] .  

Bisher konnten nur die dreidimensionalen Strukturen von 
Substrat-Cypl8cy-Komplexen aufgeklart werden'' '3 1 9 3  231. Fur 
das Dipeptid Ala-Pro und ein 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 iindert 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 lnhibitor- 
eigenschaften aufweist, kann die Komplexbildung mit langeren 
Polypeptidketten doch noch zu einem groI3eren Ligandenein- 
flu0 auf die Enzymstruktur fiihren. Unsere kinetischen Untersu- 
chungen an humanem Calcitonin 1 - 3 2  belegen. daI3 die Kom- 
plexbildung mit Cypl8cy regiospezifisch verliiuft. Die Isomeri- 
sierung von mittelstindigen Phe-Z3Pro-Bindungen wird sehr gut 
katalysiert, die von der endstandigen Ala-32ProNH,-Gruppe ist 
jedoch nicht beschleunigbar'"]. 

Einige langsarne Prozesse bei Proteinfaltungsreaktionen sind 
durch Cyclophiline katalysicrbar[62. 64- 661, wodurch man sie 
zweifelsfrei als c.is/trnns-Isomerisierungen identifizieren kann. 
Wiihrend der Riickfaltung eines Proteins wirkeii PPIasen ein- 
deutig als Katalysatoren, denn die Faltung hlngt nicht ~ wie in 
der Regel bei Chaperonen - von der Zugabe des Faltungshelfers 
in stochiometrischen Mengen oder vom Zusatz weiterer nieder- 
molekularer Hilfsstoffe ab" 371, Im speziellen Fall der rekombi- 
nanten Kohlensiiureanhydrase wurde unter Riickfaltungsbedin- 
gungen bei der Binwirkung von Cypl8cy (Schwein) sowohl eine 
Faltungsbeschleunigung als auch eine Erhohung der Faltungs- 
ausbeute beobachtet~'381. Da der Ausbeuteeffekt unabhiingig 
von der Enzymkatalyse zu sein scheint, wird dieser PPIase eine 
zusiitzliche Chaperonwirkung zugeschrieben. Signifikante Er- 
hohungen der Kuckfaltungsausbeute kommen auch unspezi- 
fisch durch die Schutzwirkung von stochiometrischen Mengen 
an Fremdprotein v0r[2651, Die katalytischen Effekte durch 
PPIasen sind stets durch CsA blockierbar, wiihrend das ahnlich 
hydrophobe, aber nicht inhibitorisch wirkende Cyclosporin H 
die Katalyse von Riickfaltungsprozessen nicht beeinflulit. 

Wie bei der Katalyse von cisltrans-Isomerisierungen durch 
PPlasen, die mil einer isomerspezifischen Proteolyse verkniipft 
sind (siehe Abschnitt 4), ist bei der PPIase-katalysierten Ruck- 
fdtung von Proteinen die cis + trans- oder die trans + cis-lso- 
merisierung an eine irreversible Reaktion gekoppelt. und zwar 
an die unter nativen Bedingungen quasi-irreversible Bildung ei- 
ner dreidiinensionalen Proteinstruktur. Es lien sich experimen- 
tell bereits nachweisen, dalj wahrend der Proteinhltung beide 
Isomerisierungsrichtuiigen katalysiert werden konnen[62. 1391. 
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 verlangerten Diffusionszeiten bei 
grol3en Molekulen bedingt. 

Die kinetische Analyse der PPIase-katalysierten Ruckfdtung 
von Proteinen iiber den qualitativen Befund hinaus, daI3 die 
Reaktion beschleunigt wird, gestaltet sich infolge der vielen 
strukturell nicht charakterisierten Substratzustande sehr kom- 
pliziert. Bei der bisher am besten untersuchten Ruckfaltung, die 
der entfalteten RNase TI 12']. ist die tr~ns-Tyr-~~Pro-Einheit, 
anders als trans-Ser-"Pro, fur den Katalysator aus sterischen 
Griinden unzugiinglich. Die aus dieser Unzuganglichkeit resul- 
tierende Bildung von intermediiiren Strukturen, die bereits die 
~is-Ser-~~-Pro-Einheit der nativen Struktur enthalten, ist keine 
Eigenschaft der vollstiindig enthlteten Kette. sondern entwik- 
kelt sich erst im Laufe der Friihphase des Riickfaltungsprozesses. 
Die friihzeitige Bildung von nativen Strukturelementen mag 
auch der Grund sein, warum manche Reaktionsschritie, an de- 
nen cisitruns-Isomerisierungen beteiligt sind, bei der Riickfal- 

tung von Proteinen durch Cypl8cy nicht katalysiert werden 
konnen[671. Setzt man bei der Riickfaltung dieses Modellpro- 
teins cytosolische Cyclophiline aus unterschiedlichen Organis- 
men ein, findet man einen Zusammenhang zwischen der kata- 
lytischen Aktivitlt all dieser Enzyme gegeniiber einem Tetra- 
peptid-Substrat und den zwei langsamen, beschleunigbaren 
Prozessen bei der Bildung der nativen Struktur von RNase 
T1[l6]. Bis auf E. coli Cypl8cy, das die sehr langsame cis-Tyr- 
39Pr~-Isomerisierung vergleichsweise gut katalysiert, erkennen 
fiinf andere, phylogenetisch wenig venvandte Cyclophiline die 
Nebenbindungsstellen der RNase-TI -Polypeptidkette gleich 
gut und haben vergleichbare sterische Anforderung an das Sub- 
strat. Dieses Ergebnis ist als evolutionare Konservierung der 
katalysierten Proteinfaltung interpretiert worden. 

Fur Modelle zur De-novo-Bildung der Proteine in der Zelle ist 
es wichtig zu wissen, daI3 die oxidative Riickfaltung von redu- 
zierter RNase TI (zwei Disulfidbriicken im nativen Zustand) in 
Gegenwart der beiden Faltungsenzyme Proteindisulfidisomerase 
und E. coli Cypl8cy synergistisch beschleunigt ~ i r d [ ' ~ ' ] .  Aus 
Griinden der mikroskopischen Reversibilitat zu fordern, aber 
experimentell nicht leicht LU untersuchen, ist die durch PPIasen 
katalysierte Proteinentfaltung. Dies gelang Miicke und Schmid, 
jedoch mit reduzierter und S-carboxymethylierter KNase T1. da 
dieses Protein bereits durch einen Konzentrationssprung von 
einer 0.2 zu einer 3 M NaC1-Losung entfaltet werden kann. Die 
uberraschend einfache Kinetik des Entfaltungsprozesses zeigl 
eine nichtlinear von der E.-coZi-Cypl8-cy-Konzcntration ab- 
hangige katalytische Beschleunig~ng["~. 

Die unter physiologischen Aspekten auBerst interessante Ka- 
talyse der Isomerenumwandlung in nativen Proteinen wurde bis- 
her kaum untersucht. Bekannt ist, dab 50 PM Cypl8cy (Schwein) 
keinen EinfluI3 auf die Geschwindigkeit der cisltrans-Isomerisie- 
rung an der Gly-43Pro-Bindung von nativem Calbindin D,, 
hat[61]. 

Quantitativ interpreticrbare Daten, die von katalysierten ln- 
vivo-Faltungsprozessen erhalten wurden, stehen noch weitge- 
hend aus. Neben den positiven, qualitativen Befunden einer 
durch CsA bewirkten Verzogerung des Aufbaus der dreidimen- 
sionalen Struktur von Transferrin im endoplasmatischen Reti- 
k ~ l u m [ ' ~ ~ ~ ,  der etwas verbesserten Proteinausbeute in Coex- 
pressionse~perimenten~~~~~ und der Wirkung von Gendeletio- 
nen[1431 liegt als einziger bekannter. kinetischer Wert der Faktor 
1.4 fur die durch CsA verlangsamte Geschwindigkeit der Tripel- 
helixbildung im Procollagen von Fibroblasten v0r[144]. Auch 
hier wird als Sonde die Tnhibierung der PPTase-Aktivitat durch 
CsA venvendet. Der relativ geringe kinetische Effekt bedingt 
trotzdem eine betrachtlich verlnderte Zusammensetzung des 
Reaktionsprodukts, weil die posttranslationalen Modifikatio- 
nen auf die durch die Enzyminhibierung veriinderte Zeitdauer 
der Faltung stark ansprechen. 

5.2. Inhibitoren 

Alle Cyclophiline binden CsA mit Assoziationskonstanten im 
Bereich von n M  bis einige p~ (Tabelle 1 ) .  Thre Enzymaktivitat 
wird kompctitiv inhibiert; ein Befund, der aber bisher nur fur 
das sehr gut inhibierbare humane Cypl8cy verifiziert wurde. 
Vergleicht man die Literaturdaten zur CsA-CyplXcy-Wechsel- 
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wirkung, so fallt auf, daR sich die gemessenen Bindungskon- 
stanten um mehr als den Faktor 100 unterscheiden. Dies deutet 
auf die Abhangigkeit der Assoziationskonstanten von der Pro- 
teinkonzentration hin, die entweder in der Oligomerisierung von 
freiem Cypl8cy oder in der bereits im Kristallverband nachge- 
wiesenen Bildung eines decameren K o m p l e x e ~ 1 ' ~ ~ ~  zu suchen ist. 

Die Spezifitat der Bindung und der Inhibierung wird durch 
die minimale Affinitat von o-"MeVal-Cyclosporin (CsH) zu Cy- 
clophilinen dokumentiert. Weitere Basisstrukturen von reversi- 
blen Cyclophilininhibitoren sind gegenwartig 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 e i n s e t ~ t [ ' ~ ~ ] .  

Unter pharmakologischen Gesichtspunkten sehr interessant 
ist der Befund von D. Rich et al.. daR die Bindung von CsA an 
Cypl8cy relativ langsam und unter den Reaktionsbedingungen 
pseudoerster Ordnung ist sowie in (mindestens) zwei kinetisch 
relevante Prozesse aufgeteilt werden kann. Zudem hangen Para- 
meter fur die Bindung an das Enzym von der Art des Losungsmit- 
tels ab, in dem Cyclosporin A vor dem Reaktionsbeginn gelost 
wurdeL5'. 14', 14*]. Die Zeitabhangigkeit der Inhibitionskon- 
stanten (mit einer scheinbaren Halbwertszeit von 29 s fur die 
mittlere Reaktionsphase) zeigt sich in den veranderten Werten: 
K ,  = 61 nM wurde unmittelbar nach Zugabe von CsA zu Cypl8cy 
bestimmt, Ki = 2.5 nM nach 30 min Reaktionszeit (Abb. 1 I ) .  
Auch die Reaktion rnit der reifen Form von Cyp22mito (Ratte) 
weist mehrere unterschiedlich schnelle Teilschritte auf. Die 
Halbwertszeit ist hier deutlich langer und liefert den Hinweis auf 
eine enzymabhangige Konformationsanderung bei der Bildung 
der stabileren CsA-CsA-Komplexe. 

8o I 

01 
0 30 60 90 120 

t[min] - 
Ahh. 1 1 .  Zeitabhingigkeit der Reskiktivitiit N [YO] bei der Reaktion von CsA (e) 
mil CyplBcy sowie FK50h (*) bzw. Rapdmycin (0) mit FKBPl2cy bei 10°C bzw. 
15°C (Rapdmycin). CsA (10 nM im Ansatz) und CyplXcy ( 1 . 5  nM): FK506 (26 nM 
im Ansdtz); Rapamycin (34 nM im Ansdtz). FKBPlZ jeweils 40 IIM. Alle Stammlo- 
sungen der Effektoren in ElOH/H,O 50j50 V d - Y O  [263] .  

Die Ursache dieses .,Gedlchtnisses" von CsA fur seine Vorge- 
schichte ist hauptsachlich in der konformativen Heterogenitat 
von CsA in Losung zu ~ u c h e n ~ ' ~ ' ] .  Das inhibitorisch wirksame 
CsA rnit truns-Konformation an der 'MeLe~- '~MeLeu-Bin-  
dungK2'- I5O1 liegt in manchen Losungsmitteln in geringen Kon- 
zentrationen (Tetrahydrofuran), in anderen fast zu 100 YO vor 
(Tetrahydrofuran/LiCI'' 5 1 1 ) ,  so daR von dieser Konzentration 
der Ki-Wert zu Beginn der Reaktion, der sich aus der gesamten 
eingesetzten CsA-Menge errechnet, abhlngt. CsA scheint aber 

kein Suizidinhibitor zu sein, da nach den bisherigen Erkenntnis- 
sen Cypl8cy die cis -+ trans-Konformationsanderung in CsA 
nicht katalysiert. Manche CsA-Derivate erreichen erst nach 
Stunden die Einstellung des endgultigen 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 erhalt 
man selbst unter diesen fur quantitative Aussagen ungunstigen 
Umstanden eine fur 96 CsA-Derivate naherungsweise lineare 
Abhangigkeit zwischen der Bindung der Derivate an Cypl8cy 
(Rind) und der Fahigkeit zur Unterdruckung der T-Zell-Prolife- 
ration''521. Zwei Derivate (off diagonal analogues['53]) zeigten 
allerdings besonders groRe Abweichungen von dieser Korrela- 
tion, so daR ernste Zweifel am unmittelbaren Zusammenhang 
zwischen der Inhibierung der katalytischen Wirkung von 
Cypl8cy und der Immunsuppression durch CsA-Derivate 
aufkamen. 6MeAla-CsA inhibiert die Katalyse vorziiglich 
(Ki = 9 nM"541) und zeigt trotz der an sich minimal veranderten 
Struktur gegeniiber der von CsA nur 1 % von dessen immunsup- 
pressiver Wirkung" 551. Dagegen bringt ' MeBm,t-Cyclosporin 
bei schlechter Bindung (Ki = 2240 nM; Cypl8cy 
noch 12 % der immunsuppressiven CsA-Wirkung auf die Aktivie- 
rung des IL-2-Transkriptionsfaktors NF-AT zustande[' 543 ' 561. 

Makromolekulare CsA-Derivate, hergestellt aus Aminodex- 
tran (Molmasse ca. 70 kDa) oder Serumalbumin durch kovalente 
Verknupfung von CsA iiber die Seitenkette des (4R)-4-[trans- 
Butenyl]4,N-dimethyl-~-threonin-Rests, inhibieren Cypl8cy nur 
etwa zehnmal schlechter als CsA. Mit diesen CsA-Derivaten 
kann die IL-2-Ausschuttung in EL-4-Lymphocyten mit einem 
IC,,-Wert von 60 nM gehemmt werden (ca. 4% der CsA-Aktivi- 
tat unter gleichen Bedingungen). Sogar die Kupplung des Ami- 
nodextran-CsA-Derivats an Agaroseperlen verhindert, voraus- 
gesetzt der Kontakt der Zelloberflache rnit den Perlen wird 
hergestellt, nicht die immunsuppressive Wirkung'I5']. Dies 
spricht fur einen (zusatzlichen?) Rezeptor fur Cyclosporin A auf 
der Oberflache von T-Zellen. Mit dem gegenwartig diskutierten 
Modell fur die Wirkung von CsA (siehe Abschnitt 9) ist ubri- 
gens auch eine Eigenschaft von 6MeAla-CsA unvereinbar - die- 
ses Derivat ist in Phorbolester/Ionomycin-aktivierten T-Zell- 
Proliferationstest kein CsA-Antagonist" 531.  

Die dreidimensionale Struktur des humanen CsA-Cypl8cy- 
Komplexes wurde durch NMR-Spektroskopie'ISE1 und Ront- 
g e n s t r ~ k t u r d n a l y s e [ ' ~ ~ ~  aufgeklart. Die Struktur von Cypl8cy 
wird durch die Komplexbildung kaum beeinfl~Rt['~* ' 591, wah- 
rend CsA seine Konformation im Komplex gegeniiber der in un- 
polaren, nichtwaRrigen Losungen['''] oder der im Kristallver- 
band'' 611 drastisch andert ; beispielsweise sind im Komplex keine 
intramolekularen Wasserstoffbruckenverbindungen mehr vor- 
handen. Die CsA-Reste 1-3 und 9- 11 (siehe Abb. 5 )  stellen den 
Kontakt zur Cyclophilinoberflache her, das den Liganden in einer 
hydrophoben Tasche, die aus den Seitenketten der Aminosau- 
ren "'Trp, 60Phe, 5711e, "'Leu, IL3Phe, '"His, "'Ala, Io3Ala 
und 7 3  Thr aufgebaut ist, bindet. Wie aus der Intensitatszunah- 
me der Fluoreszenz bei der Komplexierung und aus Mutagene- 
~ e e x p e r i m e n t e n " ~ ~ .  1641 schon vorher bekannt war, ist die Ami- 
nosaure "Trp eine entscheidende Determinante fur 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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der Tasche fur das Substrat Acetyl-Ala-Ala-Pro-Phe- 
amidomethyl~umarin[~~]. Im Vergleich zu diesem Peptid 
bindet CsA an Cyclophiline allerdings mit der entgegen- 
gesetzten Propagationsrichtung der Peptidkette" 501. 

6. Die Proteinfamilie der 
FK506-bindenden PPIasen 

Cytosolische FKBP (Synonym: Makrophiline) geho- 
ren rnit weniger als 110 Arninosauren und Molekularge- 
wichten um 12 kDa zu den kleinsten bekannten Enzymen 
und hahen neben der Sequenzhomologie die Inhibierung 
durch FK506 und Rapamycin gemeinsam (Tabelle 2). Es 
gibt noch keinen Befund, der auf eine Oligomerisierung 
der cytosolischen Enzyme hinweist, wenn diese in kataly- 
tischen Konzentrationen vorliegen. FKBP12cy aus Sau- 
gergewebe gelten als Rezeptorproteine fur die immun- 
suppressive Wirkung von Peptidomakroliden, und bei 
Rezeptoruntersuchungen zu diesen Verbindungen wurde 
der Enzymcharakter der FK506-Bindeproteine ent- 
decktr6]. Bisher sind 18 Sequenzhomologe bekannt 
(Schema 2); die zurn groI3ten Teil im Standardtest als 
PPIasen identifiziert wurden. Daneben gibt es FKBP, die 
noch nicht sequenziert worden sind, deren Zugehorigkeit 
zu dieser Proteinfamilie aber bereits uber die Kreuzreak- 
tivitit mit anti-FKBPI 2cy-Antikorpern und die FK506- 
Empfindlichkeit nachgewiesen wurde" 'O, 16']. 

Die dreidimensionale Struktur von humanem FKBPI 2 
wurde rnit hoher Genauigkeit bestimmt[20~219~ 2211, ein 
Enzym-Substrat-Komplex konnte jedoch noch nicht 
strukturell charakterisiert werden. In Abbildung 12 ist 
die Struktur von FKBPl2cy rnit einem gebundenen 
FK506-Molekiil dargestellt. Die in den FKBP-Sequen- 
Zen hochkonservierten Aminosauren (Schema 2) erstrek- 
ken sich uber das gesamte Proteinmolekiil. 

Rekombinante FKBP unterscheiden sich in ihren kine- 
tischen Konstanten und Struktureigenschaften nicht 
merklich von den PPIasen aus ndtiirlichen Quel- 
lenl' *", 1961, obwohl iiber eine posttranslationale In-vitro- 
Phosphorylierung (Konsensusbereich fur Proteinkina- 
se C: "KKFDS*SRD in der FKBP12-Kette) berichtet 
w ~ r d e [ ' ~ ~ ] .  Die Clusterbildung dcr konservierten Amino- 
sauren in der Sequenz ist zwar weniger ausgepragt als bei 
den Cyclophilinen, in der Raumstruktur sind diese Ami- 

Schema 2. Aminosluresequenzen der auf der Cienebene bekannten 
FKSOh-bindenden Peptidyl-Prolyl-ciu/Iruns-Isomerasen. Die Numerierung 
der Aminosluren entspricht der von FKBP12cy (Mensch). Mensch 
FKBP12cy ([32,166, 1671; Rind FKBP12cy [168]; Maus FKBP12cy [169]; 
S. cereskiae FKBPi2cy (RPB oder RBPl-Protein) [26, 170, 1711; C. ulbi- 
CQW FKBP13 [172]: Mensch FKBPl6 (FKBP-13) [173]; Mensch FKBP25 
[174-I761 (das Rinder FKBP25 ist zu 97% identisch [i77]: Mensch 
FKBP52cy (p56, hspS6) [178]; Kaninchen FKBP52 (hsp binding immuno- 
philin, HBI; pS9) [179]; S. cerevDiae FKBP14 [lXO]; S. chrysomullus 
FKBP13 [181]; N .  crussu FKBP13 [182]; N .  meningifidis FKBP [183]; C. 
truchomalis FKBP27 (Mip-like Protein) [184]; L. pnewnophilu 
FKBP25mem (Mip-Protein) [185, 1861; L. micdadei FKBP26 11871; (Mip- 
Protein); P. aertginosa FKBP25 j1881; f'../?uorazms FKBP [189]. 
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nosauren aber ebenfalls gemeinsam in einer Furche im Bereich 
der Bindungsstelle von FK506 angeordnet (Abb. 12). 

Die Stabilitat von humanem FKBPl2 ist betriichthch (T, z 
68 "C) und im Komplex mit Peptidomakroliden['98] noch ausge- 
pragter; e5 ld3t sich nach der durch Harnstoff vermittelten Ent- 
faltung ( c ,  M 4.3 M), im Gegensatz zu Cyclophilinen, auch wieder 
bis zur vollen Enzymaktivitit in die native Form zuriickfal- 
ten [ 1 9'11. 

Abb. 12. Dreidimcnsionales Model1 des PKSOh-PKBP12-Komplexes [20]. Das 
FK506-Molekiil ist grun eingezeichnet, hochkonservierte Aminosxuren in FKBP- 
Sequenzcn sind durch die weil3en Bereiche symholisiert. 

Wie Cyclophiline sind FKBPI 2cy in humanem Gewebe weit 
verbreitet und weisen besonders hohe Konzentrationen in einigen 
Hirnregionen auf[2001. Die Konzentration von FKBPI 2cy im 
Cytosol von Lymphocyten-Zellen ist fur ein Enzym auRerge- 
wohnlich hoch (c  z 20 p ~ [ ~ ~ ~ .  zO1l). Die subzellulare Verteilung 
ist jedoch nicht stabil, sondern vom Funktionszustand der Zelle 
abhangig, wobei, analog zu Cypl8cy, dem Zellkern nahe Berei- 
che bevorzugt werdenrzo2I. Eine weitere unerwartete Gemein- 
samkeit zwischen Cypl8cy und FKBPI 2cy ist ihre chemotakti- 
sche Aktivitat gegenuber Neutrophilen, die fur FKBP12cy bis 
weit unterhalb des nanomolaren Rereichs nachweisbar i ~ t [ ' ~ ~ ] .  
CsA und FK506, nicht aber die PPIase-Inhibitoren 6MeAla- 
CsA und Rapamycin, blockieren die chemotaktische Aktivitiit 
ihrer jeweiligen Bindungspartner und weisen damit auf die 
Ca2 +-abhiingige Signaltransduktion als eigentlichen Ort der 
biologischen Wirkung hin. Mit dem Ergebnis, daB FKBP12cy 
extrazellullr wirksam ist, harmoniert der Befund, der eine das 
Hepatocytenwachstum stimulierende Aktivitat in einer Dosis 
von I pg pro kg Gewebe bei der Leberperfusion b e ~ c h r e i b t ~ ' ~ ~ ] .  
Die Inhibierung der chemotaktischen Wirkung der PPTasen 
wird alternativ zum IL-2-Model1 auch zur Erklarung der Im- 
munsnppression durch CsA und FK506 herangezogen[20s1. 

Das Hefeanalogon von FKBP12cy wird durch ein nicht- 
essentielles Gen codiert, dessen Eliminierung oder bereits schon 
der Tyr89Asp-Austausch im EnzymrZo6] die fungizide Wirkung 
von Rapamycin aufhebt1'h8, 170*20i1.  Tm Wildtyp der Hefe blok- 
kiert Rapamdcin das Wachstum durch die irreversible Fixierung 
der Zellen in der GI-Phase des Zellcyclus. FK506 wirkt gegen- 

uber Rapamycin antagonistisch. Wahrscheinlich inhibiert der 
Rapamycin-FKBPI 2cy-Komplex eine Phosphatidylinositol-3- 

Wie auch fur das zweite in Saccharomyces cerevisiue 
(FKBP14mem) gefundene FKBP iibersteigt die katalytische 
Aktivitat diese Hefe-PPIasen die der ubrigen FKBP um fast das 
loofache (Tabelle 2). Die Signalsequenz von FKBP14mem diri- 
giert dieses Enzym vonviegend in die mikrosornalen Fraktio- 
nen['801. Auch hier pragt die Deletion des Gens unter den Hefe- 
zellen bei Normdlbedingungen kcinen Phanotyp aus. La& man 
jedoch durch eine Tunicamycinbehandlung den Gehalt an un- 
glycosyliertcr~~ ungefalteten Precursorproteinen im endoplas- 
matischeii detikulum ansteigen, wird FKBP14mem verstirkt 
exprimiert [*O91. 

Das venvandte humane FKBP16sec ist das hauptsachlich vor- 
kommende FKBP in Mastzellen[2101 und als ein FKBP16-Homo- 
loges, das der Blattzellen von Pflanzen" ''I. In Jurkat-Zellen 
macht es aber nur ca. 2 %  der FKBP12cy-Menge ; I U S [ ' ~ ~ ~ .  Beson- 
ders interessant erscheint FKBP25, weil es ein eindeutiges Lokali- 
sierungssignal fur den Zellkern tragt und DNA-Bindungseigen- 
schaften iiber ein Helix-Turn-Helix-Motiv a~fweist["~, 177* 2111.  

Ein weiterer Beruhrungspunkt mit der Biochemie der Cyclo- 
philine ergibt sich aus der fur beide Familien nachweisbaren Be- 
teiligung am Aufbau der Steroidrezeptoren. Als integraler Be- 
standteil des heterooligomeren. nichtaktivierten Clucocorticoid- 
rezeptors (ca. 300 kDa) ist eiii Hitzeschockprotein (52 kDa) mit 
m e i  Homologiebereichen in bezug auf FKBP nachweisbar['941. 
Der N-terminalen Domane mit einer 49proz. Identitat gegen- 
iiber humanem FKBPI 2cy ist eine weitere FKBP-ahnliche Do- 
mane, deren Funktion nicht ganz geklart ist, sowie eine Calmo- 
dulin-bindende Region angeheftet[2121. Das im nativen Zustand 
wahrscheinlich dimere, am Cytoskelett lokalisierte FKBP52 
bindet an das fur FK506 verwendete Saulenmaterial bei der 
Affinitiitschr~matographie~'~~~. Es ist PPIase-aktiv und wird 
durch Peptidomakrolide inhibiert["']. Nach anfiinglich ver- 
geblichen Versuchen konnte eine betrachtliche Wirkung von 
FK506 auf die eigentliche Funktion des Rezeptors, namlich die 
Erhohung der Transkriptionsgeschwindigkeit spezifischer Ge- 
ne, beobachtet werden. Man mul3 dazu bei einer verminderten 
Steroidinduktion arbeiten, um den EinfluB priifen zu kon- 

Im C-terminalen Bereich ist FKBP52 zu 34?4 identisch mit 
der entsprechenden 140 Aminosiiuren umfassenden Region von 
Cyp4lcy, der PPIase-Komponente des nichtaktivierten Ostro- 
genrezeptor~[~~,  'I .  

Pathogene Bakterien scheinen besonders dafur pradestiniert, 
membranstandige FKBP auszupragen (siehe Schema 2IZ1 'I). 

Le~:ioncllupneumophila. der Erreger der Legionarskrankheit, ist 
ein intranellullr phagocytierender Parasit von Lungenmdkro- 
phagen und Monocytenr2161. Das Mip-Protein (FKBP25mem) 
gilt als Pathogenitatsfaktor an der Oberflache der Legionellen 
(ca. 100fache Reduktion in FKBP25mem-negativen Mutan- 

Fur die N-terminale Extension am FKBP-homologen 
Kern des reifen Proteins kann man betrachtliche helikale Anteile 
vorhersagen, die zur Membranverankerung beitragen konnten. 
Die PPIase-Aktivitiit 1aBt sich mit FK506 inhibieren[ls5I, und 
das aktive Eiizym liegt wahrscheinlich als Dimer vor[Z181. Die 
Infektiositat des Bakteriums wird durch FK506 reduziert. Die 
Angriffspunkte von FKBP auf molekularer Ebene wiihrend der 

kinase[171. 2081 

nen[2141 
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Pathogenese lassen sich allerdings noch nicht schliissig lokalisic- 
Ten" I. 

6.1. Katalytische Eigenschaften 

Die katalytisch aktive Konzentration von FKBP wird bisher 
durch die Titration mit FK 506 oder mit Rapamycin anhand der 
Tntensitatsabnahme der Proteinfl~ores7en7~~' 91 oder durch die 
Austitration dcr Aktivitlt bei hohen Inhibitorkonzentrationen 
naherungsweise ermittclt. Im Gcgensatz 7u den Cyclophilinen 
hdben FKRP cine aucgepragte Spe7ifitat gegenuber der Amino- 
caure in PI-Position der Substratkette'lh2, '", '", "'] Beson- 
ders hohe kbal/ K,-Werte liefern Aminosauren mil hydrophobcn 
Seitenketten in dieser Position, wahrend Glycin und geladcne 
Aminoduren 7u kaum katalysierbaren Peptiden fiihren. Man 
kann sogar einen linearen Zusammenhang zwischen dcm kc,,/ 
K,-Wert (humanes FKBPl2cy) und dern hydrophoben Kapa~i- 
tatcfaktor R' der Aminosaureseitenkette h e r ~ t e l l e n ~ ' ~ ~ ] .  Eine 
solche Spe~~fititsvertcilung macht biologisch nur dann Sinn. 
wenn der Zelle, ahnlich wit' im Falle der Proteasen. verschiedene 
b u y m e  mit unterschiedlicher Spa f i t i t  fur die Nebcnbindungs- 
stellen 7urVerYugung stehen. llafiur gibt es bei den EKBP bisher 
noch keinc AnLcichen, da alle bisher untersuchten Enryme ein 
7iemlich gleichformiges Katalysemuster zeigen (Abb. 13). Im 

Abb. 13. Relative Substratspwiftat k,,,:K, ["/I (auf dcr Ordinate aufgctragen) 
verschiedcner FKRPs fur Substrate dcs Typs Suc-Ala-Xaa-Pro-Phe-4-nitroanilid 
mir Xaa = Leu (100%) [162, 180, 18.51. 

optimalen Substrat Sue-Ala-Leu-Pro-Phe-4-nitroanilid fur 
FKRP12cy ist der gegenuber Cypl8cy etwa um den Faktor 10 
niedrigerc k,,,/K,-Wert auf die Wechselzahl k,,, [597 s- '1 und 
weniger auf die Konstante K,,, 7~riick7ufiihren[~~'~. 

Trot7 einer verminderten Effektivitit gegeniibcr Cyclophih- 
nen konnen auch FKBP die Faltung von Protcinen katalysie- 
renl'"], obwohl bisher sehr wenige Daten da7u vorliegen. 

6.2. Inhibitoren 

Rapamyein und FK506 binden immer stiichiometrisch (1 : 1 
bei humanem FKBP12cy) und tcilwcise auljerordentlich fest an 
FK BI', wobei sie deren PPIase-Aktivitat reversibel inhibieren 
(rabelle 2). Die Gecchwindigkeit dcr Inhibition 1st zeitabhan- 

gig, und somit der Verlauf diescr Reaktion mit der CsA-Cyp- 
Komplexbildung vergleichbar (siehe Ahh. 11) .  Als Ursache fur 
den langsamen, nach einer Reaktion 1. Ordnung auswertbarcn 
ProzeB, ist die Nachbildung des trans-Isomers des Inhibitors 
wahrscheinlich. Obglcich die immunsuppressiven Wirkungen 
von Rapamycin und von IiK506 sich grundlegend untcrschei- 
den, d. h. das Vorliegen cines gesonderten Rezeptors nahelegen, 
ist in Jurkat-Zellen ein spezifisch Rapamyein-bindendes Protein 
bisher nicht nachgewiesen worden[2221. Auch bei Rapamyein 
lassen sich lnhibierung der PPIase-Aktivitit und die rapamycin- 
spezifische Immunsuppression voneinander trennen[223]. 

In cinem durch eine Bis(carbamoyl)-4-xylylendiamin-Briicke 
uber das C40-Atom von FK506 verbundenen FK506-Dimer 
(FK1012) haben beide FK506-Dimerhalften eine hohe Affnitlt 
gegenuber IKBP (K: = 0.06, = 0.76 nM). Auf dicse Weise 
kiinncn chimirc Proteine, hestehend aus einem FKHP-lei1 und 
einem Effektorteil, in situ dimerisieren und dadurch von einer 
Oligornerisierung abhlngige Signalkaskdden gestartet werden. 
Die Abschaltung gelingt durch Zugabe von monomerem 
FK506[224]. 

Die Rildungsenthalpie fur diese Komplexe und andere ther- 
modynamische Daten sprechen fur eine dorninierendc Reteili- 
gung von hydrophoben Wechselwirkungen bei der Komplexbil- 
d ~ n g 1 ~ ~ ~ 1 .  Das lallt sich auch aus der Struktur des FK506- 
FKBP-Komplexes ableiten, da alle Aminosauren im Nahbe- 
reich des FK 506-Keaktionszentrums hydrophobe Seitenkettcn 
aufweisen (Abb. 14). 

Leu97 

Ahb. 14. Alle Aminoduren, die ini Umkreis von 5 .5  A urn die Peptidcarbonylgrup- 
pe yon IT.506 (mit fetten grauen Linien dargwtcllter Molekiilteil) im I*K50b- 
FKUP12-Komplcx [20] ein Atom lokalisiert haben. lm Kiickgrdt der Polypeptidket- 
te (fette schwarze Ihien) sind die N-Atome eingezeichnet. Fur  einige hesonders eng 
benachbarte Atome sind die Abstinde angegeben. Es geiten die Abstlnde der durch 
die dunnen Linien miteinander verbundenen Atome. 

Ahnlich wie bei den Cyclosporinen existicrt fur FK506-Deri- 
vate cine nlherungsweise lineare Beyiehung zwischen dem Para- 
meter Ig IC,,, fur die Bindung an FKBY12 und der Blockierung 
der IL-2-Ausschuttung aus stimulierten Jurkat-Zellen. Zu den 
Off-diagonal-Verbindungen gehoren Rapamyein und vor allem 
506RU (Abb. 15). eine synthetische Verbindung. mit deren Hilfe 
zuerst die Diskrepanz 7wischen der PPTase-Inhibition und der 
T-Zell-Wirkung gezeigt wurde[226]. Beide Verbindungen haben 
eine hohe Affinitat gegenuber PPIasen und inhibieren deren 
Aktivitit. ohnc die 1L-2-Produktion zu b e e i n f l u ~ s e n ~ ~ ~ ~ ] .  Diese 
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Hydrophobe Peptidketten und 
Peptidsurrogate 

C / 
R1 

/" 
Hydrophobe Seitenkette 

Abb. 15. Strukturen einiger synthetischer Inhibitoren VOII 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-zmns-Planaritat ab. Die a-Carbonylgruppe steht im 
Enzymkomplex ebenfalls senkrecht zur Ebene der Amidgruppe 
(siehe Abb. 12r203 z281). Dies ist aber nicht eine Folge der makro- 
cyclischen Struktur, denn lokale Spannungen bedingen schon in 
einfachen Brenztraubensauredialkylamiden die Auslenkung aus 
der ansonsten planaren Dicarb~nylebene[~~~ ' .  

Eine Konforrnationsanderung an der Amidbindung von 
FK506 ist bci der Komplexbildung zu beobachten: Irn kristalli- 
nen Zustand liegt die cis-Konformation, in waDrigen Losungen 
ein Isomerengemisch und nach der Bindung an FKBP12cy die 
trans-Konformation vor. In Rapamycin iibenviegt auch im freien 
Zustand die im Rapamycin-FKBP-Komplex auftretende Kon- 
formation, so daB die gegeniiber dem Rapamycin-FK506-Kom- 
plex grokre Komplexbildungskonstante erklarbar wird. Wie fur 
eine Losung von FK506 in Ethanol/Wasser gerunden wurde, ist 
FK506 im Gegensatz zu Rapamycin chemisch nicht stabil, son- 

dern tautomerisiert langsam am Hemiketal-C10-Atom unter 
Racemisierung und Bildung der Ketostruktur am C10-Atom[2"J1. 

Beide Makrolide werden als Ubergangszustands-Analoga fur 
die durch PPIasen katalysierten Urnwandlungen angesehen, bei 
denen die r-Carbonylgruppe bereits im Grundzustand die nor- 
malenveise im Ubergangszustand der Isomerisierung vorliegende 
Anordnung bezuglich der Peptidbindung einnimmt"31. Nach 
dem Einbau einer Peptidbindung anstelle der OH-Gruppe am 
C10-Atom von FK506 laBt die Inhibitonvirkung n a ~ h [ ~ ~ ' ] ,  so 
daR FK506 wahrscheinlich nicht das Ubergangszustand-andloge 
Surrogat eines die Dipeptideinheit Leu-Pro enthaltenden, na- 
tiirlichen Substrats ist. 

Die Konformationshomologie von FK506 zu a-Ketosaure- 
amiden erklart, warum neue Tnhibitormolekiile zuerst an diese 
Peptidhindung-Carbonylgruppe-Grundstruktur angelehnt wur- 
den. Verbindung A in Abbildung 15 ist ein Phenylglyoxylsaure- 
derivat, das trotz der im Vergleich zu FK506 einfachen Struktur 
mit K, = 1.5 p ~ [ ~ ~ ~ ~  eine beachtliche Inhibitorpotenz aufweist. 
Substanz B bringt mit der Sulfonamidgruppe eke  Erweite- 
rung der Strukturelemente, die die Wirkung hervorrufen 
(Ki = 5 p ~ [ ~ ~ ~ 1 ) ,  wahrend Verbindung C die von Hauske 
et al.r2341 aus 56 Inhibitorstrukturen extrahierten Elemente fur 
einen optimalen FKBP-Inhibitor zusammenfaDt. 

7. Intrazellulare Bindungsproteine fur PPIasen 

Proteine, die in der intakten Zelle oder in Zellhomogenaten 
spezifisch an PPJasen assoziiert sind, konnten Hinweise auf die 
biologische Funktion der Enzyme und auf natiirliche Substrate 
liefern. Aus den hohen K,,-Werten von humanem Cypl8cy und 
von FKBPl2 gegeniiber Oligopeptiden und aus den prognosti- 
zierbaren, gleichfalls niedrigen Affiititen der PPIasen fur Pro- 
teinsubstrate 1aRt sich ableiten, daB Assoziale aus PPIasen und 
zellularen Substraten kaum akkumuliert sind. Es ist daher frag- 
lich, ob die Lebensdauer von PPIasen-Komplexen mit guten 
Polypeptidsubstraten fur einen analytischen Nachweis aus- 
reicht. Die PPIase-Bindungspartner in stabilen heterooligome- 
ren Komplexen konnen aber so gefunden werden. 

lmmobilisierte Proteine der Hitzeschockfarnilie hsp90 binden 
in Abhangigkeit von der MgZ +/AT€'-Konzentration selektiv an 
humanes Cypl Sty, wobei die Bindung keine ATP-Hydrolyse 
erfordert und nicht durch CsA unterdruckbar ist. Umgekehrt 
werden auf einer Afti-Gel-Saule rnit Cypl8cy als Liganden die 
Hitzeschockproteine hsp70 und hsp90 beim Chromatographie- 
ren zur i i~kgehal ten~~~~1.  Eine Chromatographie mit dem PPI- 
ase-aktiven Fusionsprotein aus Glutathion-S-Transferase und 
Cyp23sec (Maus) als Affinitatsliganden, gebunden an Glutathion- 
Agarose als Trager, retardiert ein 77 kDa schweres Glycoprotein 
aus AC-6-Knochenmarkzellen mit einem fur Zelloberflachen- 
molekiile typischen, an Cystein reichen SequenzbereichK8> 2361. 

Unenvartet kann, wie aus Quervernetzungsversuchen mit 
Bis(sulfosuccinimidy1)suberat hervorgeht, das prolinfreie 
Peptid CGYDVSTAQKJTAKL spezifisch rnit Hefe Cypl7cy 
interagieren. Die Quervernetzung ist durch CsA unterdriickbar 
und mit der reversen Sequenz nicht zu b e ~ b a c h t e n ~ ~ " ~ .  

Eine elegante molekularbiologische M e t h ~ d e [ ~ ~ ~ ]  kann Pro- 
tein-Protein-Wechselwirkungen in einem Hefesystem uber die 
Aktivierung der Transkription eines Reportergens in vivo nach- 
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weisen. Bei der Analyse der potentiellen Bindungspartner des 
gag-Polyproteins des HTV-1 -Virus in einer durch humane cDNA 
codierten Proteinbibliothek wurden Cypl8cy und Cyp23sec als 
die einzigen spezifischen Bindungsproteine fur Pr55g"g ermit- 
telt[23y]. Gag-Proteine verwandter Virustypen binden nicht an 
Cyclophiline oder nur wie beim Affenviriis SIV-1 an Cyp23sec. 
Die Pr55gag-Cyp-Komplexierung 1st mit isolierten Proteinen in 
vitro nachvollziehbar und auch fur das p24-Fragment von 
Pr55gag festzustellen. Hier kann die Assoziation durch CsA zu- 
riickgedrangt werden. Welche Schliisse fur die Pathogenese einer 
HIV-1-Infektion aus diesen Befunden resultieren, ist noch vollig 
unklar. Immerhin kann die Applikation von CsA die HIV-1-Re- 
plikation und vor allem die Bildung vielkerniger Syncytien aus 
T-Zellen  lore en['^^]. 

Fur FKBP wurden bisher weniger Bindungsproteine aufgefun- 
den. FKBP12cy wird sehr spezifisch und fest an den Ryanodin- 
Rezeptor (565 kDa); den CaZ+-Kanal der Skelettmuskulatur, 
gebunden und mit ihm aufgereinigt. Man vermutet, dalj FKBP12 
an der cytoplasmatischen Seite des sarkoplasmatischen Retiku- 
lums lokalisiert ist["']. 

8. Mechanismen der durch PPIasen katalysietten 
Umwandlungen 

Die Geschwindigkeit der unkatalysierten cis//rans-Isomerisie- 
rung der Prolylpeptidbindung hiingt relativ wenig von den un- 
mittelbar benachbarten Aminosauren ab. betrachtlich aber vom 

Faltungszu~tand["~ der Polypeptidkette. Fur die Isomerisierun- 
gen von Polypeptidketten findet man in Relation zu denen von 
Oligopeptiden sowohl Geschwindigkeitserhohung als auch -er- 
niedrigung. Eine spezifisch intramolekulare Katalyse der Isome- 
risierung der Prolinbindung iiber die Argininseitenkette in Di- 
hydrofolat-Reduktase wurde m a r  v~rgeschlagen[~~~ ' ,  ist jedoch 
schwierig von strukturbedingten Einfliissen zu trennen. 

AuDer bei extremen pH-Wcrten ist einc Saurekatalyse der Iso- 
merisierung nicht feststellbar und auch auf eine nucleophile Be- 
teiligung von OH--Ionen kann man bisher nur indirekt schlie- 
Den["']. In nichtwaljrigen Losungsmitteln laufen diese Konfor- 
mationsinderungen aufgrund der Destabilisierung des Grund- 
zustands der Isomere und damit der verminderten Elektronen- 
delokalisierung innerhalb der Amidbindung schneller als in Was- 
ser ab[2441, wobei aus den bisherigen Ergebnissen fur die Reak- 
tionsbeschleunigung ein Faktor kleiner 100 resultiert. 

Die fur eine durch ein Enzym katalysierte &/trans-Isomeri- 
sierung prinzipiell denkbaren molekularen Mechanismen wurden 
von uns sehr f r i i h ~ e i t i g [ ~ ~ ~ ]  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 Fallen der Doppelbindungscharak- 
ter der C-N-Bindung geschwacht. Auf die beiden postulierten 
Mechanismen, die unter C-H-Bindungsspaltung ablaufen, er- 
hielt man bei den bislang untersuchten PPIasen keine Hinweise. 
Die enzymgebundenen Nucleophile E-X- oder Elektrophile E- 
X' konnten auch fur an das Enzym gebundene Wassermolekiil 
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Abb. 16. Hypothetische Reaktionsniechanismen bei der PPTase-katalysierten cisirrans-lsomerisierung der Prolylpeptidbindung. E-X entspricht einer enzymgebundenen, 
reaktiven Gruppe. In allen Mechanismen bleibt das freie Elektronenpaar am Stickstoffatom. d. h. die Elektronen wcrden nicht mehr uber die Amidbindung delokalisiert. 
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stehen, und in der Tat wird uber eine Beteiligung von H,O 
am Mechanismus der katalysierten Isomerisierung nachge- 
dacht. 

Die Interpretation der kinetischen Daten von PPIasen-kata- 
lysierten Umwandlungen wird durch die Gegenwart multipler 
E n ~ y m f o r m e n [ l ~ ~ ]  mit unterschiedlichem Verhalten erschwert. 
Die pH-Abhangigkeit der Reaktion von Cypl8cy mit Tetra- 
peptid-Substraten, deren katalytische Wirkung (kcat/Kn,) bei 
niedrigen pH-Werten sinkt, kann durch die Ubertragung ei- 
nes Protons rnit pK, = 5.9[2661 (Literaturwert 4.92LZ4'I) be- 
schrieben werden. Zusammen rnit der niedrigen Aktivierungs- 
enthalpie von AH* = 0.3-3 kcalmol~'[ '46,246~2471 weisen 
diese Parameter auf einen ungewohnlichen Katalysemechanis- 
mus hin. 

Auf den ersten Blick sprechen sekundare kinetische Isotopen- 
effekte mit Werten groDer 1 .O fur Xaa-Pro-Substrate mit einer 
C,(D)H-Einheit im Xaa-Rest (gefunden bei beiden Enzym- 
familien), Solvent-Deuterium-Isotopeneffekte (kCat/KJH2,,(kca,/ 
K,JDZO = 1 .O sowie die weitgehende pH-Unabhangigkeit des 
k,,/K,-Werts fur pH-Werte groDer 7 fur einen sehr einfachen 
Mechanismus rnit einem vielleicht nichtkovalenten Ubergangs- 
zustand (Gleichung (3) in Abb. 16). Bei diesem Mechanismus 
miil3te die festere Bindung des ubergangszustands, der einen 
Winkel w z 90" an der Prolylpeptidbindung aufweist, an das 
Enzym die Absenkung der freien Aktivierungsenthalpie AG * 
bewirken (conformational twist mechanism)['461. Der Transfer 
der Substrate aus dem waDrigen 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)-Cypl8cy-Kom- 
plex liRt sich die in der Nahe des Isomerisierungszentrums loka- 
lisierte Aminosaure lZ6His als potentiell reaktive, katalytisch 
wirksame Seitenkette erkennen (Abb. 17). Nahezu parallel zum 
Peptidylrest Xaa in der Xaa-Pro-Einheit, aber umgekehrt be- 
zuglich der Kettenpolaritat angeordnet, befindet sich das Riick- 

Gln63 

P 
Abb. 17. Alle Aminoslurereste des cytosolischen Cyclophilins [19], die im Umkreis 
von 5.5  A um das Sauerstoffatom der Peptidcarbonylgruppe des gebundenen Di- 
peptids Ala-Pro (mit fetten grauen Linien dargestellter Molckulteil) ein Atom loka- 
lisiert hdben. Fur die verdeckte Amidgruppe der Seitenkette von 63Gln ist der 
NH . . ' 0-Absland angegeben, der auf eine starke Wasserstoffbruckenhindung hin- 
deutct. Weitere Informationen siehe Abh. 14. 

gratsegment ('"Asn bis '"Met) des Proteins. Die der Peptid- 
bindung benachbarte Carbonylgruppe der Ala-Pro-Einheit bildet 
eine Wasserstoffbruckenbindung zur NH-Gruppe von lo' Asn ; 
diese Funktion erfiillt die "Tyr-OH-Gruppe im FK506-FKBP- 
Komplex (siehe Abb. 14), in dem keine weiteren funktionellen 
Seitenketten in der Nahe des Isomerisierungszentrums sind. 
Durch die Wasserstoffbruckenbindung zwischen der Seitenkette 
von 63Gln und der Carboxygruppe von Ala-Pro, die in Polypep- 
tidsubstraten fehlt, konnte sich dieser Dipeptidkomplex von 
Substrat-Cypl8-Komplexen hinsichtlich der Struktur unter- 
scheiden. Im Tetrapeptidkomplex ist auch der 55Arg-Rest im 
geeigneten Abstand fur eine Wasserstoffbriickenbindung zu die- 
sem Molekulteil zu finden" ']. 

Durch ortsspezifische Mutagenese gelingt es bei Cypl8cy, die 
nucleophile Beteiligung von SH-Gmppen am Katalysemechanis- 
mus aus~uschl ieSen~~~ '~ ,  die man aus den Inhibitionsdaten und 
aus dem Nachweis eines im CsA-Cyp-Komplex vor SH-Modi- 
fizierungen geschiitzten Cysteinrest hitte ableiten konnen[51. 
115Cys ist zwar noch in der Nahe des aktiven Zentrums angesie- 
delt, aber fur einen nucleophilen Angriff vie1 zu weit von der 
Peptidylcarbonyleinheit des Substrats entfernt. Weiterhin lassen 
sich die Bindung von CsA und die enzymatische Aktivitat durch 
Mutationsexperimente voneinander trennen, denn einer Ab- 
nahme der CsA-Bindungsfiihigkeit im W121A-Mutantenenzym 
um mehr als das 100fache steht eine nur 11.4fache Verminderung 
der katalytischen Aktivitat gegeniiber. Selbst die nahezu inakti- 
ven Enzyme H126Q, F60A und R55A konnen immer noch CsA 
binden; quantitative Daten liegen jedoch nicht v0rr1 641. 

Bezieht man die qualitativen Ergebnisse zur In-vivo-Funk- 
tionsfahigkeit von Cyp26mem aus Drosophila melanogaster 
rnit ein['271, fiihren die Mutationen von Glyl30Asp, GlylOSAsp, 
Gy164Asp, Gly65Asp und Asn35Lys (Numerierung analog dem 
humanen Cypl8cy) zu Enzymen mit reduzierter Aktivitat. 

Im Vergleich zu Cyclophilinen liegen f i r  FKBP wesentlich 
mehr quantitative Daten fur punktmutierte Enzyme vor. Der 
Austausch der einzigen Cysteingmppe (Cys22Ala), der sukzessive 
Austausch aller fiinf Serin- und der von zwei der insgesamt 
sieben Threonineinheiten (Thr75Ala, Thr96Ala) eliminiert po- 
tentielle Nucleophile und H-Brucken-Donoren. Bei keinem der 
resultierenden Enzyme konnte eine gravierende Veranderung 
der enzymatischen Aktivitat oder der Bindungsfahigkeit gegen- 
iiber FK506 oder Rapamycin nachgewiesen werden[2201. 

Trotzdem lassen sich auch bei dieser Proteinfamilie Mutanten- 
enzyme finden, bei denen die Enzymaktivitat von der Bindungs- 
fahigkeit gegeniiber FK506 getrennt werden kann. Bei der 
Phe36Tyr-Mutation in F K B P ~ ~ c ~ [ " ~ ]  bleibt die Affinitat zum 
Inhibitor erhalten, wahrend die Enzymaktivitat auf einen sehr 
kleinen Wert absinkt. Beim Asp37Val-Austausch im gleichen 
Enzym sind beide Prozesse fast vollstandig entkoppelt; diesmal 
aber rnit einem vergleichsweise groRen Verlust an FK506-Affini- 
tat[2491. Eine Tendenz, die sich auch in Legionella pneumophila 
FKBP25mem fur die Substitution Asp37Leu (Numerierung 
analog zu humanem FKBPl2cy), dieser innerhalb der FKBP- 
Familie hochkonservierten Aminosaure, fast im gleichen Ver- 
haltnis bestatigtr2'*]. Unter den sich in der Nahe des aktiven 
Zentrums befindlichen Aminosiiuren (siehe Abb. 17) sind, wie- 
derum an Legionella pneumophilu FKBP25mem gepriift, aul3er 
"Tyr noch 36Phe und 99Phe wichtigtZ1']. "His ist fur die Kata- 
lyse e n t b e h r l i ~ h [ ~ ~ ~ ] .  

1496 Angew c'hem. 1994. 106, 1479-2501 



Peptidyl-Prolyl-cisltrans-Isomerasen AUFSATZE 

9. Immunosuppressor-PPIase-Komplexe und das 
Calcineurinmudell 

Ein Verlust der PPIase-Aktivitat der Rezeptoren Cypl8cy und 
FKBP12cy bei der Einwirkung von CsA b m .  FK506 genugt 
nicht, um die Blockierung der T-Zell-Aktivierung durch diese bei- 
den Verbindungen zu erklaren. So ist das zweite, in der Tmmun- 
suppression hochwirksame Peptidomakrolid, das Rapamycin, 
zwar ein noch besserer Inhibitor fur FKBP12cy als FK506, seine 
Wirkung resultiert aber aus ganz anderen Prozessen auf mole- 
kularer Ebene. Anstelle der Blockierung der Transkription der 
friih in der Signaltransduktion erscheineiiden Gene, wie es fur die 
Inhibition mit CsA und FK506 gefunden wurde, beeinfluot Ra- 
pamycin die konstitutive Zellteilung und blockiert die G, - S- 
 phase['"^ ’”3 2511. Es scheint, daR ein Rapamycin-FKBP-Kom- 
plex den Aktivitatsanstieg der p70S6-Kinase blockiert, wenn der 
IL-2-Rezeptor oder CD28 stimuliert wird[’” - 2531. Diese Effekte 
sind nicht auf T-Zellen be~chrankt[”~? 

Weiterhin findet man eine Reihe von CsA- und FK506-Deri- 
vaten (die oben erwahnten off diagonal analogues), die zwar die 
PPIase-Aktivitit durch ihre ausgepragte Affinitat unterdriicken, 
aber eine andere oder gar keine Wirkung in den In-vitro-TL-2- 
Trdnskriptionsmodellen und T-Zell-Aktivierungstests aufwei- 
sen[153, 226] .  Die mit FK506 oder CsA gemeinsame Rezeptorbin- 
dungsstelle dieser Verbindungen la8t sich manchmal durch die 
antagonistische Wirkung der biologisch inaktiven Derivate in 
den Transkriptionstests nachweisen. Zusammen mit den Dele- 
tionsexperimenten der Gene von CypIZcy und FKBP12cy in 
Hefe und Neurospura crassa wird klar, dalj eine spezifische 
Bindung der immunsuppressiven Verbindungen an diese Re- 
zeptoren eine notwendige, aber keine hinreichende Voraus- 
setzung f i r  die Unterdriickung der T-Zell-Antwort ist. Als 
die die immunsuppressive Wirkung auslosenden Komponenten 
haben sich die Ligand-PPIase-Komplexe selbst herauskristalli- 
siert. Sie haben gegenuber anderen Zellbestandteilen neue, 
weder im freien Liganden noch im Protein vorhandene Eigen- 
schaften. 

Als gemeinsames Bindungsprotein fur tragergebundene 
FK506-FKBP- und CsA-Cyp-Komplexe konnten S. L. Schrei- 
ber et al. und I. Weissman et al. durch Affinitatschromatogra- 
phie Calcineurin/Calmodulin a~f f inden[~ .  *I. Der Rapamycin- 
FKBPI 2cy-Komplex retardiert diese Proteine nicht. Diese hetero- 
mere Proteinphosphatase (Bestandteile: Calcineurin A, Calci- 
neurin B, Calmodulin, Ca2+) wird in der Hydrolyseaktivitat 
gegeniiber Proteinphosphaten, jedoch nicht gegeniiber 4-Nitro- 
phenylphosphat, durch die Komplexe CsA-Cypl8cy und FK506- 
FKBPl2cy mit einem Ki-Wert um 35 nM inhibiert. Auch einige 
off diagonal analogues aus der FK506- und der CsA-Reihe zeigen 
in einem Test zur quantitativen Bestimmung der Transkriptions- 
aktivitlt des IL-2-spezifischen Faktors NF-AT, die envartete 
Korrelation zwischen dem Ki-Wert fur Calcineurin und den ICso- 
Werten im Transkriptionsmodell“ 541. Als zellulares Zielmolekiil 
fur die Phosphataseaktivitat von Calcineurin wurde die etwa 
120 kDa schwere, cytosolische, phosphorylierte Komponente des 
multimeren Transkriptionsfaktors NF-ATt25 5I erkannt. lm Zell- 
kern liegt NF-AT, dephosphoryliert vor. Bei fehlender Calcineu- 
rinaktivitat geht man von einer Translokationssperre fur NF-AT, 
aus, so da8 der aktive Transkriptionskomplex am IL-2-Promoter, 
bestehend aus Proteinen der Jun- und Fos-Familie sowie dem 

DNA-bindenden NF-AT, infolge der fehlenden cytosolischen 
Untereinheit nicht angeschalten werden kann (Abb. 1 8)[2561. Die 
Calcineurininhibition ist eine spezielle Eigenschaft der cytosoli- 
schen FKBPI 2- und Cypl8cy-Komplexe. Die Ligdndierung von 
FK506 an reifem FKBPl hmem fuhrt zu einer 200fach schlechte- 
ren Inhibition fur die Pho~phatase~’~’~. 

m 11-2mRNA 

Promoter D N ~  IL-LmKNA 

Abb. 18. Hypothctischer Mechanismus fur die durch CsA oder FK506 bewirkte 
Unterdriickung der antigen- oder mitogenstimulierten, klonalen T-Zellexpansion. 
Die Inhibierung der Calcineurinaktivi~it durch die CsA(FK506)-PPIase-Komplexe 
ist fiir die Unterbrechung der Signaltransduktion nach der T-ZeU-Stimulierung 
verantwortlich. Der 1L-2-Rezeptor triggert einen unabhangigen Signalweg. 
MHC = Haupthistokompatibilititskomplex. 

Was ist nun die Ursache auf molekularer Ebene, die die PPIase- 
Effektor-Komplexe dazu befahigt, im Unterschied zu den freien 
Molekiilen das Bindungsprotein Calcineurin zu indktivieren? 
Aus der Struktur-Wirkungs-Analyse einer Anzahl von FK.506- 
Derivaten, die zwar alie an FKBB12cy binden, aber trotzdem 
eine unterschiedliche Wirkung auf die IL-2-Ausschiittung haben, 
geht hervor, dd13 sehr subtile Effekte dafur verantwortlich smd. 
Aufgrund dieser Daten und der dreidimensionalen Struktur der 
Komplexe ist eine angenaherte Effektorregion der Wirkstoffe 
postuliert worden, die den Kontakt zu Calcineurin vermittelt. 
Sie urnfafit fur CsA die Aminosauren 5-8 und fur FK506 die 
C-Kette der Atome C17-C32. 

So 1st beispielsweise C18-Hydroxaascomycin im Gegensatz m 
Ascomycin selbst (Strukturformel siehe Legende von Abb. 5) im 
IL-ZTest inaktiv, jedoch ein starker Antagonist fur die FK506- 
und Rapamycir~wirkung[’~~~. Es la&. wie erwartet, die Calci- 
neurinaktivitat unbeeinfluI3t. Von beiden Verbindungen wurden 
die dreidimensionalen Strukturen der Komplexe mit FKBPl2 
als zweiter Komponente be~t immt[’~~] .  Ein Vergleich zeigt, daB 
die Strukturunterschiede zwischen den biologisch inaktiven und 
aktiven Komplexen [letztere sind die Komplexe F506-(humanes 
FKBPcyl2) und Ascomycin-(humanes FKBP12cy)l so minimal 
sind, daD der storende Einflui3 der zusitzlichen OH-Gruppe von 
Hydroxyascomycin selbst auf den oligomeren Calcineurinkom- 
plex (bei einer Bruttomolmasse des Komplexes von MW 
110 KdA!![2’3’) diskutiert wird. Bietet man aber C18-Hydroxy- 
ascomycin im Tnhibitionstest fur Calcineurin als Komplex mit 
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Hefe FKBPI 2cy als zweite Komplexkomponente an, so wird die 
Phosphataseaktivitlt ahnlich stark inhibiert wie durch den 
FK506-(humanes FKBP12cy)-Komplex. Die auch fur diesen 
Koinplex vorliegende Struktur im Kri~tall["~] uberrascht, da 
die Konformation des Peptidomakrolids fur den inaktiven hu- 
manen und den aktiven Hefekomplex dieselbe ist. Zwischen 
Aktivitat und Inaktivitat des Wirkstoffkomplexes entscheideii 
demnach in diesem Fall die nichtkonservierten Aminosauren in 
der Scquenz der beiden FKBP. Ahnlich komplizierte Beziehun- 
gen gelten fur die Komplexe der CsA-Derivate mit Cypl8cy und 
CypZsecll 6 ,  "jo1. 

Die Wirkung der CsA- und der FK506-PPIase-Komplexe 
geht wahrscheinlich weit uber die T-Zellen als Wirkungsort und 
uber die relativ langsame Transkriptionsregulation hinaus. Die 
durch FK506 und CsA inhibicrbare, iiber die Stimulierung des 
IgE-Rezeptors bewirkte schnelle Ausschuttung von Histamin 
( T ~ , ~  = 10 min!) durch eine Exocytose aus Mastzellen ist an das 
Vorliegen der PPIase-Komplexe gebunden['"]. In den SchlieR- 
zellen hoherer Pflanzen reguliert der als second messenger die- 
nende, intrazellulare CaZ +-Spiegel den Einstrom von K '-10- 
nen. Der K+-Kana1 wird bei hohercn Ca2 -Konzentrationen 
blockiert, und diese Blockade wird durch extern zugesetzte CsA- 
Cypl8cy- oder FKS06-FKBP12cy-Komplexe aufgehoben. Die 
Deblockierung gelingt bei Cyclosporin A durch dessen alleinige 
Applikation, bei FK506 reicht dessen Zugabe nicht aus. Dies ist 
darin begrundet, daB die Hauptkomponente der zelleigenen 
FKBP (ein FKBPI 6-Homologes) einen FK506-Komplex liefert, 
der gegenuber Calcineurin inaktiv ist[llo1. 

Es sol1 nicht unerwahnt bleiben, daR ein zweites prolinspezifi- 
sches Enzym, die Dipeptidyl-Peptidase IV als CD26 die antigen- 
induzierte Signaltransduktion in T-Zellen spezifisch beeinfluat. 
Die Blockierung der proteolytischen Aktivitlt durch Inhibi- 
tion12621 fuhrt, wie fur 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 
genugend erforschten Art und Weise bei zellularen Regelsyste- 
men mit und konnten auch fur die Wechselwirkungen der Zellen 
untereinander wichtig sein. Urn hier Einblick in die Ablaufe auf 
molekularer Ebene zu bekommen, muB man In-vivo-Effektoren 
oder -Substrate identifizieren und die Auswirkungen der cis1 
truns-lsomerisierungen auf die Eigenschaften einer Polypeptid- 
kette erforschen. Natiirlich envarten wir einen weiteren Anstieg 
in der Zahl der aufgeklarten PPIase-Sequenzen und vielleicht, 
hervorgehend aus neuen Aktivitatstests, auch neue PPIase-Fa- 
milien. Danebeii eroffnen 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 Konformationsande- 
rungen spezialisiert sind. Wahrscheinlich sind sie spezifisch fur 
prolinhaltige Polypeptide. Es ist interessant daruber nachzuden- 
ken, ob in der Zelle Bedarf fur weitere Konformasen mit ganz 
anderen Zielmolekiilen besteht. 

GroJer Dunk gilt meinen jiiiheren und jetzigen Mitarheitern, 
die von den ersten Untersuchungen hei der Entdeckung dieser 
Enzyme, Dr. Holger Bang und Dr. Carla Mecht 7 ,  his zum AuF 
hau unserer Arbeitsgruppe, Dr. hahil. Gerhard Kiillertz, Dr. Jens 
Ruhfeld und Dr. Mike Schutkowski. begeistert und jleqig an 
unserem Beitrag zu den dargestellten Forschungen gearbeitet hu- 
hen. Ohne die Flut von Ideen und die freudige Mitarbeil der Dok- 
toranden und Diplomanden waren die vorgestellten Experirnente 
nicht durchzyfiihren gewesen. Die Zusammenarheit mit den Crup- 
pen von Frunz X. Schmid (Bayreuth) , Jorg Hacker ( Wiirzhurg) , 
Klaus Kiihn (Martinsried) , Kurt Lang (Penzberg) und Sture 
Forsen (Lund) hat uns erst den Zugang zu der Vieljialt an Metho- 
den ermiiglicht, die zur 1Jntersuchung der Enzyme notwendig sind. 
Ich dunke Prof. Hengming Ke fur die Koordinaten der Cyclophi- 
lin- und Cyclophilin-(Ah-Pro)-Struktur, die zur Anfertigung der 
Abhildung 10 ufid Ahbildung / 7  verwsendet wurden. Fur die finan- 
zielle Unterstiitzung gilt unserer besonderer Dank der Max- 
Planck-Gesellschaft, der Deutschen Forschungsgemeinschajt, deer 
Volkswagen-Stiftidng, der Boehringer-Ingelheim-Stiftung und 
dem Foncis der Cheinischen Industrie. 
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