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Any sufficiently advanced technology is indistinguishable from magic.
— Arthur C. Clarke
Any sufficiently analyzed magic is indistinguishable from science!

- Agatha Heterodyne






Abstract

The Ca2*/calmodulin dependent serine/threonine phosphatase calcineurin is a key
molecule in the T cell receptor dependent signalling network. Calcineurin dephos-
phorylates and thereby activates the transcription factors of the NFATc family that,
among others, control the expression of important cytokines and cell surface mole-
cules. The activity of Calcineurin is modulated by several endogenous proteins and

is inhibited by the immunosuppressants cyclosporine A and FK506.

Here, the novel low molecular weight inhibitor NCI3 was characterized in respect
to its effects on T cell receptor dependent signalling. The results of this work show,
that the pyrazolopyrimidine derivate NCI3 is nontoxic and permeates the cell
membrane. Upon TCR stimulation NCI3 suppresses T cell proliferation and IL-2
production of primary human Ty cells with ICso values of ~4 uM by blocking the
dephosphorylation and subsequent nuclear translocation of NFATc. NCI3 conse-
quently inhibits calcineurin dependent NFAT- and NF-kB-, but not AP-1-controlled
reporter gene expression, in micromolar concentrations (ICso values 2 and 7 uM,
respectively). In opposite to cyclosporine A and FK506, NCI3 does not interfere
with the phosphatase activity of calcineurin but rather disturbs the calcineurin-

NFATCc interaction.

A major endogenous modulator of calcineurin is the protein RCAN1, which is sup-

posed to regulate calcineurin-NFATc signalling in a negative feedback loop.

The presented data show that RCAN1 is expressed in human Ty cells. The splice
variant RCAN1-1 is basally expressed in resting T cells, and its expression levels
are not changed by T cell receptor stimulation. Expression of RCAN1-4, on the
other hand, is nearly undetectable in resting Ty cells and is induced upon cell
stimulation. By using calcineurin-NFATc specific inhibitors such as NCI3 it could be

shown that RCAN1-4 induction is limited by this pathway.

This work provides a comprehensive characterization of the novel inhibitor NCI3

and insights into the regulation of calcineurin by RCAN1 in human Ty cells.
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Zusammenfassung

Die Ca?*/Calmodulin-aktivierte Serin/Threonin-Phosphatase Calcineurin ist ein
Schliisselmolekiill des T-Zell-Rezeptorabhingigen Signalnetzwerkes. Calcineurin
aktiviert die Transkriptionsfaktoren der NFATc-Familie durch Dephosphorylie-
rung und reguliert dariiber die Expression wichtiger Zytokine und Oberflachenpro-
teine. Die Aktivitat von Calcineurin wird durch zahlreiche endogene Proteine mo-
duliert und ist Angriffspunkt der immunsuppressiven Substanzen Cyclosporin A

und FK506.

In dieser Arbeit wurde der alternative niedermolekulare Calcineurin-NFATc-
Inhibitor NCI3 hinsichtlich seiner Effekte auf T-Zell-Rezeptor-abhangige Signalwe-
ge charakterisiert. Die Ergebnisse zeigen, dafd das Pyrazolopyrimidinderivat NCI3
nichttoxisch und zellmembranpermeabel ist. In T-Zell-Rezeptor-stimulierten pri-
maren humanen Ty-Zellen unterdriickt NCI3 die Proliferation und IL-2-Produktion
(ICso-Wert ~4 uM), da die Dephosphorylierung von NFATc und die anschliefende
nukledre Translokation gehemmt wird. NCI3 inhibiert die calcineurinabhangige
NFAT- und NF-kB-, aber nicht die AP-1-kontrollierte Reprtergenexpression, in mi-
kromolaren Konzentrationen (ICso-Werte 2 bzw. 7 uM). Im Gegensatz zu Cyclospo-
rin A stort NCI3 nicht die Phosphataseaktivitit von Calcineurin, sondern interfe-

riert mit der Calcineurin-NFATc-Bindung.

Ein wichtiges endogenes Modulatorprotein fiir die Calcineurinaktivitat ist RCAN1,
das vermutlich den Calcineurin-NFATc-Signalweg iiber einen negativen Riickkopp-

lungsmechanismus reguliert.

Hier wurde gezeigt, dafd RCAN1 in humanen Ty-Zellen exprimiert wird. Die Spleif3-
variante RCAN1-1 ist in ruhenden T-Zellen basal exprimiert und wird nicht durch
T-Zell-Rezeptor-Stimulierung in seiner Expression verandert. RCAN1-4 dagegen ist
in ruhenden Zellen kaum zu detektieren und wird stimulierungsabhdngig indu-
ziert. Durch die Verwendung Calcineurin-NFATc-spezifischer Inhibitoren wie NCI3

wurde gezeigt, dafs die RCAN1-4-Induktion durch diesen Signalweg limitiert ist.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten und Erkenntnisse tragen dazu bei, das Ver-

standnis der Funktion und Regulation von Calcineurin in T-Zellen zu vertiefen.
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1 Einleitung

Die calciumabhingige Serin/Threonin-Proteinphosphatase Calcineurin ist ein
Schliisselfaktor einer Vielzahl zelluldrer Signalprozesse, insbesondere in Immun-,
Nerven- und Muskelzellen. Die am besten studierte Funktion von Calcineurin ist
seine entscheidende Rolle in der Signaltransduktion der T-Zell-Aktivierung. Calci-
neurin ist Angriffspunkt wichtiger immunsuppressiver Substanzen, deren Anwen-
dung die Transplantationsmedizin revolutionierte. Wegen seiner zentralen Funkti-
on unterliegt die Aktivitit von Calcineurin einer strengen zellularen Kontrolle,
nicht nur durch den zytosolischen Calciumspiegel, sondern auch durch eine Viel-
zahl von interagierenden Proteinen. Diese modulieren die enzymatische Aktivitit
und die Lokalisierung von Calcineurin und regulieren damit calcineurinabhangige

Prozesse.

1.1 Die Rolle der Ty-Zellen im Immunsystem des Menschen

Das Immunsystem des Menschen ist ein Netzwerk spezialisierter Molekiile, Zellen
und Organe, das Fremdstoffe und Krankheitserreger erkennt und bekdmpft sowie
infizierte und abnormale Zellen beseitigen kann. Die Zellen des Immunsystems
kommunizieren iiber rezeptorvermittelte Zell-Zell-Kontakte und tiber kleine sekre-
tierte Proteine, die Zytokine, miteinander und ihrer Umgebung. Zu den Immunzel-
len (Leukozyten) gehoéren Makrophagen und dendritische Zellen (DCs), B-Zellen
und T-Zellen. Makrophagen und DCs nehmen Pathogene und koérperfremde Mole-
kiile auf, prozessieren und prasentieren sie (gebunden an spezielle Membranprote-
inkomplexe, die MHC II) als Antigene auf ihrer Zelloberflache, weshalb sie zu den
professionellen antigenprasentierenden Zellen (APC) gezdhlt werden. T-Zellen
binden mit ihrem antigenspezifischen T-Zell-Rezeptor (TCR) den Antigen-MHC-
Komplex, gehen weitere Zell-Zell-Kontakte mit kostimulatorischen Molekiilen auf
den APCs ein und werden dadurch aktiviert. Die aktivierten T-Zellen proliferieren
und produzieren spezielle Oberflichenproteine und Zytokine. Zu den T-Zellen ge-
horen zytotoxische T-Zellen (Tc), die das Oberflachenprotein CD8 exprimieren, und
T-Helfer-(Tx)-Zellen, die CD4 exprimieren. Aktivierte Tc-Zellen kénnen Zellen, die

auf ihrem MHC I-Molekiil abnormale Antigene prasentieren und damit als infiziert,



korperfremd oder entartet erkannt werden, abtéten. Die Hauptfunktion der Ty-
Zellen dagegen ist die Aktivierung von B-Zellen, die daraufhin mit der Zellteilung
beginnen und spezifische Antikérper gegen das jeweilige Antigen erzeugen. Au-
Berdem aktivieren sie die Makrophagen, die darauthin aufgenommene Pathogene
zerstoren und ihre APC-Funktion intensivieren. Tu-Zellen unterteilen sich in ver-
schiedene Subpopulationen mit spezialisierten Funktionen. Das System aus T- und
B-Zellen tragt eine antigenspezifische Immunantwort und hat eine immunologi-

sche Gedachtnisfunktion. Es wird daher das adaptive Inmunsystem genannt.

Durch die zentrale Rolle der T-Zellen im adaptiven Immunsystem stellt die Aktivi-
tat dieser Zellen einen guten Angriffspunkt dar, diesen Teil des Immunsystems zu
modulieren. Vor allem bei Transplantationen, also dem Einbringen kérperfremden
Gewebes in den Organismus, und bei Autoimmunkrankheiten, wenn sich das Im-
munsystem falschlicherweise gegen gesunde, korpereigene Zellen wendet, kann

eine Inhibierung der T-Zellen und damit des adaptiven Immunsystems notig sein

[1].

1.2 Calcineurin und T-Zellrezeptor-vermittelte Signalwege

1.2.1 T-Zell-Rezeptor-vermittelte Signalwege

Der T-Zell-Rezeptor (TCR) besteht in den meisten T-Zellen aus einem trans-
membranen o/f-Heterodimer, das den variablen und damit antigenspezifischen
Teil des Rezeptors darstellt. Das TCR-Dimer komplexiert mit weiteren Trans-
membranproteinen, den CD3-Ketten-Heterodimeren ye und 8¢ und einem {(-
Homodimer [1]. Die kostimulatorischen Molekiile CD4 (Tu-Zellen) oder CD8 (Tc-
Zellen) sind mit dem TCR-Komplex assoziiert und bestimmen, ob dieser entweder
MHC II- oder MHC I-gebundene Peptide erkennt, die von den APCs prasentiert
werden. Gleichzeitig verstarkt die Bindung von kostimulatorischen Proteinen an

den MHC-Komplex das TCR-Signal.

Weitere kostimulatorische Rezeptoren der T-Zelle konnen durch Bindung an die
Liganden CD80 und CD86 auf der APC-Zellmembran aktiviert werden. Der promi-
nenteste kostimulatorische Rezeptor ist CD28, seine Aktivierung synergiert mit
den TCR-Signalen und verstdrkt die Proliferation und Zytokinproduktion der
T-Zelle [2, 3].



Die intrazelluldaren Doménen des TCR sind reich an ITAMs (immunoreceptor tyrosi-
ne based activation motifs), deren Tyrosinreste in ruhenden Zellen dephosphory-
liert vorliegen. Die Kreuzvernetzung mehrerer TCRs, die durch Bindung an die
passenden Peptid-MHC-Komplexe verursacht wird, fiihrt zur Rekrutierung der
Tyrosinphosphatase CD45 an den TCR-Komplex. CD45 entfernt die inhibitorischen
Phosphatreste von den Protein-Tyrosin-Kinasen (PTK) Lck und Fyn, die daraufhin
die ITAMs des TCR phosphorylieren kénnen. Dies fiihrt zur Rekrutierung der PTK
Zap-70 an die Phospho-ITAMs, wo sie mittels anschliefdender Phosphorylierung
durch Lck aktiviert wird. Die Aktivierung von Zap-70 lost eine weitere Signalkette
aus, die iiber das Transmembranprotein linker of activated T-cells (LAT) verlauft
und durch kostimulatorische Signale verstarkt wird. Zusammen mit anderen Sig-
nalproteinen aktiviert LAT die Phospholipase C gamma (PLCy). Diese hydrolysiert
das Zellmembranlipid Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu Diacylglyce-
rol (DAG) und Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3). Diese sekunddren Botenstoffe 16-
sen wichtige Signalkaskaden aus, die in der Aktivierung der Transkriptionsfakto-
ren NFATc und NF-kB sowie der Expression des Transkriptionsfaktorkomplexes

AP-1 resultieren (Abb. 1.1). Die Kooperation dieser Transkriptionsfaktoren ist kri-

Abb 1.1: Vereinfachtes Schema der TCR-
abhangigen Signalwege. Die Ligation des T-

Zell Rezeptors (TCR) und der kostimulatori-
schen Rezeptoren CD4 und CD28 (grau) lost
die Aktivierung eines Kinasen-
Strukturproteine-Komplexes (gelb) aus, wo-
durch unter anderem PLCy (orange) aktiviert
wird. Spezifische Signalwege miinden in die
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFATc

mycin 4 N wDAGw .m (rot), NF-kB (griin) und AP-1 (blau). Diese
Ca® | PIVIA ¢ Transkriptionsfaktoren kooperieren fiir die
v \l Regulation der Expression verschiedener Gene

- - miteinander, z. B. des Zytokins IL-2 [7].
Ca PKC8 MAP Kinas
In Experimentalmodellen kann die Wirkung
. _' von DAG und IP; und damit die Aktivierung der
PLCy durch die Zugabe der Substanzen PMA

- - . . (Phorbolmyristylacetat) und Ionomycin simu-

liert werden. Wahrend PMA die DAG-
Bindestelle der entsprechenden Proteinkina-
sen besetzt und diese vergleichbar mit DAG
aktiviert [8], simuliert lonomycin den durch
IP3 ausgeldsten Ca?*-Influx in die Zelle, da es
als Ionophor wirkt und divalente Metallkatio-
nen durch biologische Membranen transpor-

tiert [9].




tisch fiir die T-Zell-Proliferation, -Differenzierung und -Zytokinproduktion, z. B. fir

die Expression des zellteilungsfordernden Zytokins IL-2 [4-6].

Ein Schliisselmolekiil bei der Aktivierung dieser Transkriptionsfaktoren ist die

Proteinphosphatase Calcineurin (CaN, siehe Abb. 1.1).

1.2.2 Calcineurin

Calcineurin ist eine ubiquitdr exprimierte cytosolische Serin/Threonin(Ser/Thr)-
Proteinphosphatase (PP) [10]. Der systematische Name ist PPP3, in der Literatur
wird jedoch auch die dltere Bezeichnung PP2B benutzt. Calcineurin gehort zur Fa-
milie der PPP-Ser/Thr-Proteinphosphatasen, zusammen mit PP1, 2A, 4, 5 und 6.
Enzyme der PPP-Familie dhneln sich sehr in der Struktur ihrer katalytischen Zent-
ren. Die Ser/Thr-Phosphatase PP2C gehort dagegen zur nicht verwandten PPM-
Familie und weist mit den anderen genannten Phosphatasen keinerlei Homologien
auf [11]. Calcineurin ist in Tieren, Pilzen und Schleimpilzen hochkonserviert [12].
Die Expression von Calcineurin in Pflanzen wird diskutiert: Auch wenn bisher kein
Calcineurin A-Homolog in Pflanzen-Genomen identifiziert werden konnte, wurde

kiirzlich in N. tabacum ein Protein mit vergleichbaren Eigenschaften gefunden [13].

Calcineurin besteht aus zwei Untereinheiten - der katalytisch aktiven Untereinheit
A (PPP3C, ca. 60 kDa) und der regulatorischen Untereinheit B (PPP3R, ca. 19 kDa).
Von der Untereinheit A existieren in Sdugern drei Isoformen, von denen in T-Zellen
hauptsachlich die Isoform 3 exprimiert wird [14]. Die drei Isoformen haben das
gleiche Substratspektrum, variieren aber in ihren Praferenzen fiir die einzelnen
Substrate [15]. Die Untereinheit A besitzt eine Bindestelle fiir Calmodulin und eine
autoinhibitorische Domane, die das katalytische Zentrum des Enzyms blockiert
(Abb. 1.2). Die regulatorische Untereinheit B ist ein Homolog zu Calmodulin und
kann wie dieses Calciumionen tiber vier EF-Hand-Motive binden. Von der Unter-
einheit B sind zwei Isoformen bekannt, von denen die Variante 1 ubiquitar expri-

miert wird, die Variante 2 nur in Testikeln [16].
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Abb. 1.2: Die Struktur von Calcineurin. (A) Die Calcineurin-Untereinheit A besitzt neben der
katalytischen Doméne (blau) eine Calcineurin B-bindende Doméane (CB, griin), eine Calmodulin-
bindende Doméne (CM, gelb) und die autoinhibitorische Doméane (magenta), die im inaktiven Zu-
stand das aktive Zentrum blockiert. Auch die linker-Regionen zwischen den Domanen enthalten
funktionell wichtige Elemente. Dargestellt ist beispielhaft die Primdrsequenz von humanem Calci-
neurin Aa. (B) Aktives Calcineurin ist ein Calcineurin A (rot)/Calcineurin B (griin)/Calmodulin
(gelb)-Trimer. Das aktive Zentrum von Calcineurin A enthilt Mg2+*, Mn2* oder Ni2*-Ionen (kleine
schwarze Punkte). Die Bindung von CaZ*-lonen an Calcineurin B und Calmodulin (im Bild als grofe
schwarze Punkte dargestellt) aktiviert Calcineurin. Die PxIxIT-Erkennungsstelle bindet ein kon-
serviertes Motiv vieler Calcineurin-interagierender Proteine (siehe unten). Abbildung nach Hogan
& Li 2005 [17].

Die Bindung von Calmodulin und Ca2+*-lonen an Calcineurin fiihrt zu einer Konfor-
mationsanderung der Untereinheit A, wodurch das aktive Zentrum und Bindestel-
len fiir Substratproteine demaskiert werden [18, 19]. Dadurch ist die Calcineuri-
naktivitiat an das zytosolische Calciumniveau gekoppelt, was einzigartig unter den

Ser/Thr-Proteinphosphatasen ist [20].

Calcineurin wird in vielen Geweben und Zelltypen exprimiert und hat dort ein brei-
tes Funktionsspektrum [21, 22]. Besonders stark ist Calcineurin in Hirngewebe
angereichert und stellt dort ca. 1% der Gesamtproteinmasse; dadurch erhielt das
Enzym seinen Namen [23, 24]. In Neuronen kontrolliert Calcineurin unter ande-
rem das Nervenwachstum [25], die Gedachtnisbildung [26] und die Freisetzung
bestimmter Neurotransmitter [27]. In der Muskulatur steuert es die Umwandlung
von schnell zuckenden Fasern zu langsam zuckenden Fasern [28-30]. Calcineurin
ist an Prozessen der mitochondrienabhangigen Zellschadigung und Apoptose in
vielen Geweben beteiligt, zum Beispiel nach Herzinfarkten oder Schlaganfallen
[31].

Eine Schliisselrolle hat Calcineurin in der antigenspezifischen Aktivierung und Dif-

ferenzierung von T-Zellen; eine Inhibierung des Enzyms blockiert die komplette



adaptive Immunantwort. Calcineurin kann daher als eine ,Achillesferse des Im-

munsystems” bezeichnet werden [32].

1.2.3 Der Transkriptionsfaktor NFATc

Die Transkriptionsfaktoren der NFATc (nuclear factor of activated T cells)-Familie
NFATc1 bis NFATc4 [33] werden mittels koordinierter Dephosphorylierung be-
stimmter Phosphoserine durch Calcineurin aktiviert. Calcineurin-knockout-
Mausmodelle lassen nach aktuellem Kenntnisstand den Schlufd zu, dafd Calcineurin
die einzige physiologische Proteinphosphatase ist, die NFATc als Substrat hat [34-
36]. Die vier Isoformen, die jeweils in verschiedenen Spleifdvarianten vorkommen,
unterscheiden sich in ihrer gewebespezifischen Expression und teilweise auch in
ihren Aufgaben, obwohl funktionell hohe Redundanz besteht [37]. Als Besonder-

heit unter den Isoformen wird die Spleifdvariante A von NFATc1 stimulierungsab-

A Qg&vﬁgngs' Regulatorische Doméne DNA-bindende Domane C-terminale Doméane
< — > > >
ML g o &5
1\ /2 NFATc2

Calcineurin-bindende Regionen

ORAI1-3 CD28

Zytosol

mus

O TR
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Abb. 1.3 Der Transkriptionsfaktor NFATc. (A) Der Aufbau von NFATc und der regulatorischen
Domaéne am Beispiel von NFATc2. Die N-terminale regulatorische Doméne von NFATc enthalt neben
zwei calcineurinbindenden Regionen (CNBR1 und 2) eine serinreiche Region (SRR) und mehrere
Serin-Prolin-Wiederholungen (SP1-3). Diese sind sowohl Ziel von Calcineurin als auch von Kinasen
wie GSK3p, PKA, CK1 oder DYRK1 [42]. Die von Calcineurin dephosphorylierten Reste sind als rote
Kreise dargestellt. Der Phosphorylierungszustand dieser Motive entscheidet tiber die Zuganglich-
keit der NLS und NES und damit iiber die Lokalisierung von NFATc. AD - aktivierende Domaéne. (B)
Vereinfachtes Schema des Calcineurin-NFATc-Signalweges. Erlauterungen im Text. CaN - Calcineu-
rin; CaM - Calcodulin; TF - anderer Transkriptionsfaktor



hangig exprimiert [38]. Hier werden NFATc1-c4 aufgrund des gleichen Aktivie-
rungsmechanismus vereinfacht als ,NFATc“ betrachtet. NFATc kontrolliert in T-
Zellen die Expression einer Vielzahl von Genen und ist damit entscheidend fiir de-
ren Funktionalitat. Darunter sind Zytokine wie IL-2, IL-4 und IFNy oder Oberfla-
chenproteine wie CD40L und CD95L [39-41]. Auch in vielen anderen Zelltypen
werden Mitglieder der NFATc-Familie exprimiert und spielen dort zusammen mit
Calcineurin wichtige Rollen in der Zellfunktion, Zelldifferenzierung und Organent-
wicklung [32, 42]. Die NFATc-Familie gehort zur Gruppe der rel-Homologie-
domdnen (RHD)-Proteine und ist exklusiv in Vertebraten exprimiert [43]. Neben
der DNA-bindenden RHD besitzt NFATc eine N-terminale regulatorische Domane,
die einzigartig unter den RHD-Proteinen ist. Diese enthalt neben calcineurinbin-
denden Motiven mehrere serinreiche Wiederholungen und aufderdem nukleare
Lokalisierungssequenzen (NLS) sowie eine nukledre Exportsequenz (NES; Abb.
1.3A). Durch diese Domdne und die Steuerung ihres Phosphorylierungszustandes

kann die Zelle tiber NFATc sehr schnell auf Aktivierung reagieren.

1.2.3.1 Der NFATc-aktivierende Signalweg

In T-Zellen, wie in vielen anderen Zelltypen auch, wird der Calcineurin-NFATc-
Signalweg durch die Entstehung des sekunddren Botenstoffes IP3 ausgelost. IP3
bindet an seinen Rezeptor (IP3R) in der Membran des Endoplasmatischen Retiku-
lums (ER), der ein ligandenaktivierter Kationenkanal ist. Das ER fungiert als Spei-
cher fiir Ca2*-lonen; der durch die Offnung des IPsR geleert wird. Es kommt zu ei-
nem Einstrom von Ca2* in das Zytosol. Die Depletierung der ER-Ca2+*-Speicher wird
von den STIM-Proteinen der ER-Membran in direkter mechanischer Kopplung an
die calcium release activated calcium (CRAC)-Kanadle in der Zellmembran weiterge-
leitet [44, 45]. Durch die getéffneten CRAC-Kanale, deren molekulare Identitdt von
Feske et al. 2006 [46] als ORAI1-3 bestimmt wurde, stromen Ca?*-Ionen ins Zytosol
und aktivieren eine grofde Reihe calmodulinabhdngiger Enzyme, darunter Calci-
neurin [47].

In ruhenden T-Zellen ist NFATc stark phosphoryliert und im Zytosol lokalisiert, in
diesem Zustand hat dieser Transkriptionsfaktor nur eine geringe basale transkrip-
tionelle Aktivitat. Nach Stimulierung der T-Zelle und nachfolgender Calciummobili-

sierung wird NFATc von aktiviertem Calcineurin an 13 Serinresten in der regulato-



rischen Domédne dephosphoryliert [48]. Dadurch wird die NLS von NFATc expo-
niert und der aktivierte Transkriptionsfaktor in den Zellkern transloziert [28, 49].
Dort kann NFATc als Homodimer oder im Komplex mit anderen Transkriptionsfak-
toren an entsprechende Sequenzen der DNA binden und die Transkription seiner
Zielgene regulieren (Abb. 1.3B). Die konzertierte Rephosphorylierung der NFATc-
Serinreste durch bestimmte Kinasen (z. B. Caseinkinase CK1, Proteinkinase PKA,
Glykogensynthasekinase GSK3, p38 MAP-Kinase oder Dual-spezifische Tyro-
sinphosphorylierungsregulierte Kinase DYRK1A) fiihrt zu einem Riicktransport
von NFATc in das Zytosol und damit der Terminierung der Signalkette [48, 50]. Die
genannten Kinasen sorgen auch fiir die basale Phosphorylierung von NFATc in ru-
henden Zellen und kénnen selbst durch Phosphorylierungen in ihrer Aktivitat mo-
duliert werden. So wird die NFATc-Kinase GSK3 durch Phosphorylierung durch die
CD28-abhangige Kinase Akt deaktiviert, was die NFATc-Retranslokation verringert
[50].

1.2.3.2 Calcineurin-interagierende Motive in NFATc

NFATc interagiert mit Calcineurin nicht nur iiber die Phosphogruppen, sondern
zusatzlich tiber zwei Motive in der regulatorischen Domane, die an Calcineurinre-
gionen abseits des aktiven Zentrums binden. Diese Motive werden calcineurinbin-
dende Regionen (CNBR)1 und 2, oder PxIXIT bzw. LxVP nach ihren Aminosaure-
Konsensussequenzen, genannt [51]. Die PxIxIT-Region von NFATc bindet an ru-
hendes Calcineurin und ist fiir die basale Calcineurin-NFATc-Interaktion zustandig
[52, 53]. Das LxVP-Motiv kann nur an aktiviertes Calcineurin binden, da dessen
Bindestelle sonst von der autoinhibitorischen Domane maskiert wird [54, 55]. Die
Interaktion dieser beiden Motive mit Calcineurin dirigiert die regulatorische
NFATc-Region in die unmittelbare Nahe des katalytischen Zentrums der Phospha-
tase und ermdoglicht die gezielte Dephosphorylierung der spezifischen Phosphose-
rinreste. Beide Motive sind in den Proteinen der NFATc-Familie hochkonserviert,
weisen aber je nach Isoform unterschiedliche Affinititen zu Calcineurin auf [54].
Das PxIxIT-Motiv ist dariiber hinaus in einer Anzahl weiterer calcineurininter-
agierender Proteine zu finden und stellt méglicherweise ein allgemeines Calci-

neurinbindungsmotiv dar [56-58].



1.2.4 Der Transkriptionsfaktor NF-kB

Die Transkriptionsfaktoren der NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer
of activated B cells)-Familie gehoren wie NFATc zu den RHD-Proteinen. Zu dieser
Familie zdhlen die Proteine RelA (auch p65 genannt), RelB und c-Rel sowie NF-kB1
(p50 und sein Vorlduferprotein p105) und NF-kB2 (p52 und sein Vorlauferprotein
p100). Nur die Rel-Proteine besitzen eine Transaktivierungsdoméne in ihrem C-
Terminus. NF-kB-Proteine bilden Homo- und Heterodimere, von denen RelA/RelA
(p65/p65) und RelA/NF-xkB1 (p65/p50) die bestcharakterisierten sind [59]. In
ruhenden Zellen liegt das NF-kB-Dimer im Komplex mit dem inhibitorischen Prote-
in IkBa im Zytosol vor, das die NLS von RelA maskiert. NF-kB kann tiber mehrere,
TCR-abhangige oder zytokinrezeptorabhangige, Signalwege aktiviert werden (Abb.
1.4).

Die TCR-abhangige Aktivierung von NF-kB verlauft iiber DAG, das an die Protein-
kinase C theta (PKC8) bindet und diese aktiviert. PKCO phosphoryliert daraufhin
das Protein CARMA1, das dann mit den Proteinen Bcl10 und MALT1 den CBM-
Adapterkomplex bildet. Bcl10 stellt moglicherweise den Verbindungspunkt von
Calcineurin und NF-kB-Aktivierung dar (S. Frischbutter, DRFZ, personliche Kom-
munikation), tiber den Calcineurin und PKCO synergistisch den NF-kB-Weg aktivie-
ren [60]. Bcl10 weist ein PxIXIT-Motiv auf, das als Calcineurinbindestelle fungieren
konnte. Die Dephosphorylierung von Bcl10-Serinresten durch Calcineurin stabili-
siert dann den CBM-Komplex, wodurch die Signalweiterleitung ermoglicht wird.
Der CBM-Komplex aktiviert mittels eines bisher weitgehend unbekannten Mecha-
nismus den trimeren IkB-Kinase (IKK)-Komplex, bestehend aus den enzymati-
schen Untereinheiten IKKa (IKK1) und IKKf (IKK2) sowie der regulatorischen Un-
tereinheit IKKy (NEMO). Der aktivierte IKK-Komplex phosphoryliert RelA und den
Inhibitor IkBa, der daraufhin ubiquitiniert und proteasomal degradiert wird. Der
jetzt freie phosphorylierte NF-kB kann nun in den Kern translozieren und als

Transkriptionsfaktor wirken [61-63].

Alternativ kann NF-kB in T-Zellen iiber den TNFa-Rezeptor (TNFR) oder bei-
spielsweise liber den IL-1-Rezeptor aktiviert werden. Dabei wird der IKK-Komplex
unabhangig vom CBM-Komplex iiber das Adapterprotein RIP aktiviert; dieser Sig-

nalweg ist daher auch calcineurinunabhangig [64].
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Abb. 1.4: NF-xB kann TCR-abhingig und TNFR-abhingig aktiviert werden. Der dimere Trans-
kriptionsfaktor NF-kB ist im inaktiven Zustand an das inhibitorische Protein IxkBa gebunden. Nach
Aktivierung der PLCy iiber den TCR und einen Kinasen-Strukturproteine-Komplex wird tiber die
DAG-abhingige PKC6 und den CARMA1-Bcl10-Maltl (CBM)-Komplex der trimere IkB-Kinase-
Komplex (IKK) aktiviert, der IkBa und NF-kB phosphoryliert. Phospho-IkBa wird daraufthin ubiqui-
tiniert und vom Proteasom degradiert. Der nun freie NF-kB transloziert in den Zellkern und bindet
dort an spezifische DNA-Sequenzen. Aktiviertes Calcineurin moduliert den NF-kB-Signalweg mogli-
cherweise iiber die Stabilitit des CBM-Komplexes. Der IKK-Komplex kann auch unabhdngig vom
TCR tiber den TNF-Rezeptor aktiviert werden.

1.2.5 Der Transkriptionsfaktor AP-1

Der Transkriptionsfaktor AP-1 (activator protein 1) ist ein Heterodimer aus Prote-
inen der Fos- und Jun-Familien. In T-Zellen sind dies hauptsachlich c-Fos und c-Jun.
Wahrend c-Jun basal auf niedrigem Niveau vorliegt, mufd c-Fos nach Zellaktivie-
rung erst exprimiert werden [65]. Die Expression der beiden Untereinheiten wird
liber verschiedene MAPK (mitogen activated protein kinase)-Signalwege kontrol-

liert (Abb.1.5) [66].

PKCO phosphoryliert und aktiviert zusammen mit DAG die GTPase Ras [6], die dar-
aufhin die Raf/MAPK/Erk-Signalkaskade auslost. Phosphoryliertes Erk2 aktiviert
den Transkriptionsfaktor Elk1, der die Expression der AP-1-Untereinheit c-Fos
kontrolliert [67]. Uber weitere MAPK-Kaskaden, die schlieRlich die Kinasen p38
MAPK und JNK (c-Jun N-terminale Kinase) aktivieren, wird die Expression und
Phosphorylierung der AP-1-Untereinheit c-Jun reguliert. Diese MAPK-Kaskaden
werden TCR-abhdngig tiber LAT, den Guanosin-Austauschfaktor Vav-1 und das
GTP-bindende Protein Rac initiiert.

Calcineurin kann die AP-1-Aktivierung beeinflussen. Der Transkriptionsfaktor

Elk-1 kann von Calcineurin dephosphoryliert werden, womit es als Gegenspieler
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zur Kinase Erk2 wirkt [68, 69]. Uber die Kinase SEK wirkt Calcineurin aktivierend
auf JNK [70]. Auf3erdem bildet AP-1 oft Transkriptionsfaktorkomplexe mit NFATc,

wodurch diese beiden Signalwege integriert werden [71].
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Abb. 1.5: Vereinfachtes Schema des AP-1-Signalweges. Die Expression der beiden AP-1-
Untereinheiten c-Jun und c-Fos wird durch verschiedene MAP/Erk-Kinase-Kaskaden kontrolliert,
die die Transkriptionsfaktoren ATF-2 bzw. Elk1 phosphorylieren und damit aktivieren. c-Jun und c-
Fos bilden dann das AP-1-Dimer, das nach Phosphorylierung durch JNK und Erk1/2 in den Zellkern
transloziert. Calcineurin moduliert diesen Signalweg an verschiedenen Stellen. Phosphoryliertes
Elk1 kann als Calcineurinsubstrat dienen [69], und Calcineurin ist synergistisch an der JNK-
Aktivierung beteiligt [72].

1.3 CsA und FK506 — die , klassischen* Calcineurin-Inhibitoren

Durch seine zentrale Rolle im T-Zell-Rezeptor-abhangigen Signaliibertragungssys-
tem stellt Calcineurin einen effektiven Angriffspunkt dar, um die Aktivitat von T-
Zellen zu modulieren. Ein Hinweis darauf ist, dafd die beiden wichtigsten Immun-

suppressiva Calcineurin als Zielmolekiil besitzen.

1.3.1 Die Immunsuppressiva CsA und FK506

Cyclosporin A (CsA) und FK506 (Tacrolimus) werden als effektive Immunsuppres-
siva in der Klinik eingesetzt; hauptsachlich fiir Organtransplantationen zur Unter-
driickung der Abstofdungsreaktion und in der Dermatologie zur Behandlung von

Autoimmun- und allergischen Erkrankungen [73-75]. Die Anwendung dieser Sub-
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stanzen in der Grundlagenforschung hat wesentlich zur Aufklarung der calcineuri-

nabhéangigen Signalprozesse beigetragen [21, 76].

Cyclosporin A ist ein zyklisches Undecapeptid, das aus Pilzen isoliert wurde [77].
Das Molekiil enthdlt eine D-Aminosdure (D-Alanin) und wird von einer 1,6 MDa
grofden nichtribosomalen Peptidsynthetase erzeugt [78]. FK506 gehort dagegen
zur Klasse der bakteriellen Makrolide [79]. Obwohl beide Substanzen vollig ver-
schiedenen Stoffklassen angehoren (Abb. 1.6A), ist ihr Wirkmechanismus erstaun-

lich ahnlich.

Die immunsuppressive Wirkung von CsA wurde 1976 in Tiermodellen entdeckt
[77]. Seit 1979 wird CsA in der humanen Transplantationsmedizin angewandt und
ist unverzichtbar geworden [80, 81]. FK506 wurde 1987 als Alternative zu CsA
beschrieben [79] und zuerst 1989 in der Klinik benutzt [82]. Trotz ihrer verbreite-
ten Anwendung blieb der molekulare Mechanismus der CsA- und FK506-Wirkung
bis 1991 unbekannt. Es wurde zwar herausgefunden, daf} CsA und FK506 an endo-
gene Rezeptorproteine, die Immunophiline, binden [83-85], aber der immun-
suppressive Effekt konnte damit nicht erklart werden. Dann identifizierten Liu et
al. Calcineurin als das gemeinsame Ziel beider Substanzen. Sie zeigten ebenfalls,
dafd CsA und FK506 nur im Komplex mit den Immunophilinen an Calcineurin bin-
den und die Phosphatase inhibieren, nicht aber die isolierten Immunsuppressiva
noch die Immunophiline allein. Diese Experimente demonstrierten deutlich, daf}
CsA und FK506 an sich keine aktiven Calcineurininhibitoren sind, sondern erst an
ihre endogenen Partner binden miissen, um ihre Funktionalitdt zu erlangen (Abb.

1.6B) [86, 87].

1.3.2 Die Immunophiline

Immunophiline gehoren zur Klasse der Prolyl-Peptidyl-cis-trans-Isomerasen (PPI-
asen) [89]; viele Immunophiline sind als Chaperone an der de novo-Faltung und
Renaturierung von Proteinen beteiligt. Aufderdem sind sie in viele weitere zellulare
Prozesse involviert, z. B. die Modulierung der Aktivitit von Rezeptoren, Calcium-
kandlen oder Transkriptionsfaktoren [90-92]. Es existieren mehrere Familien von
Immunophilinen, darunter die Cyclophiline und die FK506-bindenden Proteine
(FKBPs). Alle Pro- und Eukaryoten exprimieren multiple Cyclophilin- und FKBP-
Paraloge [88].
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Die bestuntersuchten Immunophiline in T-Zellen sind das CsA-bindende Cyclophi-

lin A (CypA, auch nach seinem Proteingewicht Cyp18 genannt) und FKBP12.

Die Komplexierung der Inhibitoren mit ihren Immunophilinen erzeugt Bindungs-
areale fiir Calcineurin, zu denen sowohl Atomgruppen der Inhibitoren als auch Sei-
tenketten der Immunophiline beitragen. Dabei inhibiert die Bindung von CsA und

FK506 an ihre jeweiligen Immunophiline deren PPlase-Aktivitat [92].

Cyclosporin A FK506

Wang 2005

Abb. 1.6: CsA und FK506 gehoren unterschiedlichen Stoffklassen an. (A) Strukturformeln von
CsA (rechts) und FK506 (links). Beide Substanzen weisen eine Ringstruktur auf. (B) Modell des
CsA-Cyclophilin A/Calcineurin-Komplexes. Nur das Immunsupressivum-Immunophilin-Dimer ist in
der Lage, an Calcineurin zu binden. Durch die Grof3e dieses Komplexes wird der Zugang von Peptid-
und Proteinsubstraten zum aktiven Zentrum von Calcineurin behindert. Abbildung nach Wang et al.
2005 [88]

1.3.3 Die inhibitorische Wirkung von CsA und FK506

Der Komplex aus Immunophilin und Immunsuppressivum bindet an Calcineurin,
unabhdngig von dessen Assoziation mit Calmodulin. Die Aktivierung von Calcineu-
rin durch Ca2+* und Calmodulin verstarkt aber die Interaktion mit dem Komplex,
vermutlich durch besseren Zugang zu den Bindungsarealen. [86]. Die eigentliche
Bindung erfolgt dabei an die Calcineurin-Untereinheit A (Abb. 1.6B). Die Bindung
von CsA-CypA verdrangt dabei die autoinhibitorische Doméane von Calcineurin A
vom aktiven Zentrum, stort jedoch nicht die Bindung von Calcineurin B oder Cal-
modulin [93].

Durch die Grofde des Komplexes limitieren CsA-CypA und FK506-FKBP12 den Zu-
gang von Peptid- und Proteinsubstraten zum aktiven Zentrum von Calcineurin [94-
97]. Zusatzlich wird die Bindestelle fiir das NFATc LxVP-Motiv maskiert [55]. Es
erfolgt dabei aber keine Bindung an Aminosadurereste des katalytischen Zentrums,

daher wird das niedermolekulare Substrat p-Nitrophenylphosphat (pNPP) auch
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bei Anwesenheit von CsA-CypA bzw. FK506-FKBP12 dephosphoryliert [98, 99].
FK506- und CsA-PPlase-Komplexe sind durch ihren Wirkmechanismus nichtkom-
petitive Inhibitoren von Calcineurin. Die Aktivitit anderer Ser/Thr-
Proteinphosphatasen wie PP1, PP2A und PP2C wird durch diese Komplexe nicht
beeinflufit.

Die Applikation von CsA und FK506 inhibiert die TCR-abhangige Aktivierung, Pro-
liferation und Differenzierung von T-Zellen. Beide Substanzen inhibieren die Akti-
vierung von NFATc und p65/NF-kB [100, 101]. Allerdings ist die NF-kB-regulierte
Genexpression nicht vollstandig durch diese Substanzen inhibierbar, da weitere
calcineurinunabhdngige Aktivierungsmechanismen fiir diesen Transkriptionsfak-
tor existieren [102]. Zusatzlich moduliert die CsA- oder FK506-Behandlung andere
zellulare Prozesse wie die transkriptionelle Aktivitat von CREB [103] oder die pro-

teasomale Degradation von Proteinen [104, 105].

Bis heute sind CsA und FK506 unverzichtbare Medikamente in der Transplantati-
onsmedizin. Jedoch bewirkt die Behandlung mit CsA oder FK506 schwere Nieren-
und Nervenschaden, wodurch ihre Anwendung stark limitiert wird [106, 107].
Verursacht werden diese Nebenwirkungen wahrscheinlich durch pleiotropische
Effekte, die CsA und FK506 durch die Bindung an die Immunophiline und die Inhi-
bition von Calcineurin oder der PPlase-Aktivitat der Immunophiline in Zellen au-
3erhalb des Immunsystems bewirken. Es ist jedoch bis heute weitgehend unklar,
ob dafiir die Stérung von calcineurin- oder aber immunophilinabhidngigen Mecha-
nismen verantwortlich ist. Weiterhin ist wenig dariiber bekannt, ob die Modulie-
rung des NFATc-Signalwegs oder aber die anderer Signalwege und Transkriptions-

faktoren zu diesen Effekten fiihrt.

Um die verschiedenen Wirkungen von CsA oder FK506 in ihre Komponenten zu
zerlegen, werden alternative Inhibitoren gesucht. Diese sollten idealerweise nicht
nur, wie CsA und FK506, spezifisch fiir Calcineurin unter den Ser/Thr-Protein-
phosphatasen sein. Zusatzlich sollten sie zwischen der Inhibierung von Calcineurin
und den PPlasen diskriminieren und auferdem zwischen der Dephosphorylierung
von NFATc und anderen Calcineurinsubstraten unterscheiden. Substanzen, die
diese Eigenschaften aufweisen, waren spezifischer als CsA und FK506 und wiirden

in medizinischen Anwendungen moglicherweise weniger Nebeneffekte haben. In
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der Grundlagenforschung konnten diese Substanzen dazu beitragen, weitere Inter-
aktionspartner und Substrate von Calcineurin zu identifizieren und zu charakteri-

sieren [108].

1.4 RCAN1 - ein endogener Modulator des Calcineurin-NFATc-
Signalweges

Der Calcineurin-NFATc-Signalweg ist nicht nur Angriffspunkt ,exogener” nieder-
molekularer Inhibitoren, sondern wird von der Zelle selbst auch streng kontrol-
liert. Neben der Regulation der Calcineurin-Aktivitat durch den intrazelluldaren Cal-
ciumgehalt einerseits und der Phosphorylierung von NFATc durch entsprechende
Kinasen andererseits, existieren weitere zelluldire Mechanismen, die die transkrip-
tionelle Aktivitat von NFATc modulieren. So kénnen endogene calcineurinbinden-

de Proteine die Lokalisierung und Aktivitiat der Phosphatase regulieren [109].

1.4.1 Die Calcipressine

Die bekannteste Gruppe der endogenen modulatorischen Proteine sind die Cal-
cipressine, die in Pilzen und Metazoen hochkonserviert sind [110, 111]. Der sys-
tematische Name dieser Genfamilie lautet regulators of calcineurin (RCANs, in Pil-

zen RCNs) [112].

Calcipressine interagieren direkt mit Calcineurin. Diese Interaktion geschieht, ahn-
lich wie bei NFATc, tiber mehrere in den Calcipressinen konservierte Regionen.
Dazu gehoren eine Ser/Pro-reiche Region (SP-Repeat), ein PxIxIT-Motiv [58, 113]
und ein der CNBR2/LxVP-Sequenz dhnliches LxxP-Motiv [111] (Abb. 1.8). Cal-
cipressine wirken dadurch als kompetitive Inhibitoren der Interaktion von Calci-
neurin mit NFATc und anderen Proteinen. Der SP-Repeat der Calcipressine kann
durch GSK3, p42/44 MAPK oder TAK1 phosphoryliert werden und als Substrat fiir
Calcineurin dienen. Die Phosphorylierung dieser und anderer Reste verringert die
Halbwertzeit der Calcipressine, da sie moglicherweise als Signal fiir deren Ubiqui-
tinierung und anschlief}enden proteasomalen Abbau wirkt [114-117]. Die
Phosphorylierung von RCAN1 durch die NF-kB inducing kinase NIK dagegen blo-
ckiert den Abbau des Calcipressins [118]. Auch das neuronale Protein CREB (cyclic
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AMP response element-binding protein) aktiviert den proteasomalen Abbau von
RCAN1 [119]. Zusatzlich zum proteasomalen Weg kann RCAN1 auch iiber chape-
ronvermittelte lysosomale Autophagie kontrolliert abgebaut werden [120]. Die
Phosphorylierung und Degradierung der RCANSs stellt also einen Punkt dar, an dem
verschiedene andere Signalwege die Aktivitat von Calcineurin modulieren kénnen
[121, 122].

Calcipressine scheinen jedoch nicht nur als Inhibitoren, sondern auch als Aktivato-
ren von Calcineurin zu wirken. Das Ausschalten von RCANs fiihrt in mehreren Mo-
dellen zu einer Verringerung der Calcineurin-Signalwege. In Hefe zeigen rcn1-Null-
Mutanten verringerte Calcineurinaktivitit, vergleichbar mit einer Uberexpression
von RCN1 [123]. Embryonale Fibroblasten aus RCAN1-/-- und RCANZ2-/--Mausen
zeigen eine signifikante Reduktion der transkriptionellen Aktivitit von NFATc
nach Thapsigargin-Stimulierung, und Doppel-knockout-Tiere zeigen in vielen Zell-

typen einen dhnlichen Phanotyp wie Tiere, denen Calcineurin A fehlt [124].

Uber die Mechanismen der Aktivatorfunktion besteht bisher weitgehend Unklar-
heit. Der Repressormechanismus der Calcipressine kann dagegen gut erklart wer-

den.

1.4.2 Das Calcipressin RCAN1

RCAN1 ist das vermutlich bestcharakterisierte Calcipressin. Weitere Namen von
RCANT1 sind MCIP1 (modulatory calcineurin interacting protein 1) [125], Adapt78
[126], Csp1l, Clp1 und schlielich DSCR1 (Down syndrome critical region gene 1).
RCAN1 ist beim Menschen auf dem Chromosom 21 lokalisiert, in der Region
q22.12, die beim Down-Syndrom besonders oft von Chromosomenbruch und an-
schliefRender partieller Trisomie 21 betroffen ist [127] und steht daher besonders
im Fokus der Forschung. RCAN1 wird hauptsachlich in Neuronen sowie in Herz-
und Skelettmuskelzellen exprimiert und spielt dort eine wichtige Rolle in der kor-
rekten Organentwicklung wiahrend der Embryogenese. Die Expression von RCAN1
konnte auch in Zellen des Immunsystems, der Plazenta und in Nieren nachgewie-

sen werden [128].
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A RCANT auf Chromosom 21 1S NPAT. Abb. 1.8: Struktur und Spleifdvarianten
des Calcipressins RCAN1. A: RCAN1 besitzt
sieben Exons, von denen die ersten vier als
alternative Startexons benutzt werden, wah-
rend die Exons 5, 6 und 7 in allen Spleif3va-

ReaNt1s [ 1[5[6] 7] rianten vorhanden sind. Vor den Exons 1

j %7 und 4 befinden sich alternative Promotoren;

RCAN1-1L ! ] | 5 | 6 I 72_!2 34 kDa der Promotor vor Exon 4 weist in silico 15
NFAT-Bindestellen auf. RCAN1-1 besitzt

RCAN1-4 ﬂ zwei alternative Startcodons. B: RCAN1 be-

B ! o sitzt Calcineurin-bindende Motive, die denen
f 5 " %G & von NFATc dhnlich sind. Dazu gehoren der
\F?Q & SP-Repeat (griin), das LxVP (hier LAPP)-

I | I:- - | Motiv und das PXIXIT (hier PSVVVH)-Motiv,
2 1 das sich in der CIC-Region (blau) [113] be-

t findet (Zahlung der Aminosduren nach

Calcineurin-bindende Regionen

hRCAN1-4). Grau ist der in allen Spleifdvari-
anten konservierte Teil von RCAN1, rot die
phosphorylierten Serine im SP-Repeat.

RCANT1 beinhaltet sieben Exons. Die ersten vier Exons sind theoretisch alternative
Startexons fiir vier verschiedene Spleifdvarianten (RCAN1-1 bis -4), wahrend die
Exons 5, 6 und 7 in allen Spleifdvarianten vorhanden sind und die konservierten
calcineurininteragierenden Elemente beinhalten (Abb. 1.8). In vivo sind RCAN1-1
und RCAN1-4 die hauptsachlich nachgewiesenen Formen, RCAN1-2 ist nur in fota-
ler Leber und Gehirn detektiert worden [129]. RCAN1-1 wird anscheinend konsti-
tutiv exprimiert; seine Expression kann durch Glucocorticoide verstarkt [130, 131]
und durch die Aktivierung des Notch-Signalweges verringert werden [132]. Durch
alternative Startcodons existieren zwei Translationsvarianten von RCAN1-1, eine
slange“ Variante RCAN1-1L von 252 Aminosduren (AS) und eine ,kurze“ Variante
RCAN1-1S von 197 AS. Diese beiden Translationsvarianten scheinen unterschiedli-
che Funktionalitit aufzuweisen, da nur RCAN1-1S die Expression der Kinase

GSK-3f hochreguliert [133].

Die Expression von RCAN1-4 ist dagegen induktionsabhdngig, basal wird RCAN1-4
nur schwach exprimiert. Induzierende Ereignisse umfassen Redoxstrefd durch
Wasserstoffperoxid [126], Calciumstrefd [134, 135] oder direkte mechanische Be-
lastung [136], die alle in die Aktivierung von Calcineurin miinden. Der postulierte
alternative Promotor vor dem Exon 4 beinhaltet nach in silico-Analysen eine An-
haufung von 15 Bindestellen fiir NFAT. Dadurch ist die Expression von RCAN1-4
NFATc- und calcineurinabhéngig. Es wird angenommen, daf3 RCAN1-4 so einen
negativen Riickkopplungsmechanismus fiir den Calcineurin-NFATc-Signalweg dar-

stellt [134]. Dieser Mechanismus verhindert das ,Uberschiefsen“ der NFATc-
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Aktivierung und damit unphysiologische Zellreaktionen, wahrend das auch in
nichtaktivierten Zellen vorhandene RCAN1-1 die basale Calcineurin-Aktivitdt mo-
duliert und somit die unterschwellige Aktivierung der Zelle, wie beispielsweise

durch oxidativen Stref3, nivelliert.

Neben Calcineurin und den RCAN-Kinasen sind fiir RCAN1 weitere Interaktions-
partner nachgewiesen worden. So kann phosphoryliertes RCAN1 von Calcineurin
dissoziieren und an das multifunktionelle Protein 14-3-3 binden. [121]. RCAN1
interagiert mit dem Adapterprotein Tollip und moduliert so die Signalwirkung des
[L-1-Rezeptors [137]. Ein knockdown von RCAN1-4 verringert die Expression des
Translationsinitiationsfaktors el[F4E und somit die globale Proteinexpression; inte-

ressanterweise ist dieser Effekt calcineurinunabhangig [138].

1.4.3 Andere Calcipressine

Neben RCAN1/RCN1 existieren weitere in verschiedenen Organismen konservier-

te Calcipressine: RCAN2 und RCAN3.
RCANZ2 besitzt die weiteren Bezeichnungen ZAKI-1, MCIP2 und DSCR1L1, das D.

melanogaster-Homolog heifst sarah. RCAN2 besitzt 62% Aminosdureidentitat zu
RCAN1 [129]. Das Gen ist beim Menschen auf dem Chromosom 6 lokalisiert und
die Expression von RCAN2 wird durch Thyroid-Hormon hochreguliert [134, 139].
RCANZ2 wird wie RCAN1 in Hirn- und Muskelzellen exprimiert [128].

RCAN3, auch DSCR1L2 genannt und auf dem Chromosom 1 kodiert, wird im Ge-
gensatz zu RCAN1 und 2 in allen Geweben nahezu uniform exprimiert. RCAN3

kann an das Herzmuskelprotein Troponin [ binden [140].
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2 Zielstellung

Das Thema dieser Arbeit ist die Modulation der Calcineurin-Aktivitat in Ty-Zellen
durch Manipulation mit niedermolekularen Inhibitoren und durch endogene calci-

neurinbindende Proteine.

Bei der Durchmusterung einer Substanzbibliothek ist das Pyrazolopyrimidinderi-
vat NCI3 als neuer potentieller niedermolekularer Calcineurininhibitor identifi-
ziert worden. Zur Charakterisierung dieser Substanz als Immunsuppressivum soll-

ten folgende Aspekte untersucht werden:

— Der Einflufs von NCI3 auf Proliferation und Zytokinproduktion stimu-

lierter T-Zellen.

— Identifizierung der inhibierten Signalwege mittels Reportergenassays

und Dephosphorylierungsstudien der Transkriptionsfaktoren.

— Aufklarung des Wirkmechanismus durch Uberexpression ausgewihlter

Signalwegskomponenten.

Weiterhin sollte der endogene Calcineurininhibitor RCAN1 untersucht werden.
RCAN1 ist biochemisch bereits gut charakterisiert, und fiir einige Zelltypen liegen
Befunde zur Regulation und Funktion dieses Proteins vor. Informationen zu
RCANT1 in T-Zellen sind dagegen bisher kaum vorhanden. Zur Gewinnung von neu-

en Erkenntnissen iiber RCAN1 wurden diese Ansatze verfolgt:

— Expressionsanalyse der RCAN1-Spleifdvarianten in ruhenden und sti-
mulierten primdaren humanen Tg-Zellen und bestimmten Ty-Zell-

Subpopulationen.

— Untersuchung der NFAT-Abhdngigkeit der RCAN1-4-Regulation, mittels

niedermolekularer Calcineurin-NFATc-Inhibitoren wie NCI3.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung des niedermolekularen Calcineurin-NFATc-

Inhibitors NCI3

Fir die Suche nach alternativen Calcineurininhibito- o
ren wurde eine Bibliothek nattirlicher und syntheti- (
scher heterozyklischer Substanzen des Hans-Knoll-

Institutes (Jena) durchmustert. Dabei wurde das Pyra-
zolopyrimidinderivat NCI1 als Inhibitor der EENEN
Dephosphorylierung eines 19-Reste-Phosphopeptides =~/ \
der regulatorischen Untereinheit der Typ II-cAMP-

abhdngigen Proteinkinase (Ruy-Phosphopeptid) [98]

durch Calcineurin identifiziert. Dieser Effekt ist unab- NCI3
hangig von der Anwesenheit von Immunophilinen. Zur Abb. 3.1: Das Pyrazolo-
weiteren Struktur-Funktions-Bestimmung wurden die pyrimidinderivat NCI3
Derivate NCI2 und 3 synthetisiert und ebenfalls untersucht. NCI2Z und 3 zeigten
dabei nur eine geringe Inhibierung der Ri-Peptid-Dephosphorylierung. Aufserdem
inhibieren NCI1 und 2 die Dephosphorylierung des Calcineurinsubstrates
Phosphocasein im zellfreien Assay, im Gegensatz zu NCI3. Da NCI3 als einzige der
drei Substanzen nicht den Zelltod stimulierter und unstimulierter T-Zellen auslost,

wurde NCI3 (Abb. 3.1) als potentieller Calcineurin-NFATc-Inhibitor und Immun-

suppressivum naher charakterisiert [141].

3.1.1 NCI3 inhibiert die Zytokinproduktion und Proliferation primarer Ty-Zellen

Calcineurin spielt eine Schliisselrolle in der stimulierungsabhingigen Aktivierung
und Proliferation von Tu-Zellen. Aktivierte Tu-Zellen produzieren Zytokine wie IL-
2, die auto- und parakrin die Zellteilung anregen. Die Expression von IL-2 wird
durch die Transkriptionsfaktoren NFATc, NF-kB und AP-1 kontrolliert [5]. Die IL-
2-Produktion kann somit durch Inhibitoren des Calcineurin-NFATc-Signalweges
wie CsA gehemmt werden. Damit wird auch die Stimulation der Zellteilung durch

die autokrine IL-2-Wirkung verhindert.
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NCI3 zeigt keine Effekte auf die Proteinphosphatase-Aktivitat rekombinanten Cal-
cineurins gegen das Ru-Phosphopeptid oder Phosphocasein, im Gegensatz zu den
verwandten Substanzen NCI1 und 2. In PMA/lIonomycin-aktivierten primaren
menschlichen Ty-Zellen inhibiert NCI3 dennoch die Expression von IL-2, mit einer
Konzentration der halbmaximalen Inhibition (ICso) von 3 uM (Abb. 3.2A). PMA und
Ionomycin sind jedoch unphysiologische und sehr starke Stimuli, die unabhangig
von einer Aktivierung des TCR wirken. Es wurde daher untersucht, ob NCI3 auch

die IL-2-Produktion und Proliferation TCR-stimulierter primarer Tux-Zellen beein-

flufit.

Beide Parameter wurden durchfluf3zytometrisch auf Einzelzellebene an aufgerei-

nigten CD4+ Zellen gemessen, die mit aCD3/CD28-Antikérpern stimuliert wurden.
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Abb.3.2: NCI3 wirkt als Immunsuppressivum. NCI3 inhibiert die intrazellulare IL-2-Produktion
(A) und Proliferation (B+C) TCR-stimulierter Ty-Zellen. (A) Die intrazelluldre IL-2-Produktion hu-
maner CD4+ T-Zellen, fir 8 h mit aCD3/CD28-Antikdérpern (gefiillte Kreise, durchgehende Linie)
bzw. fiir 5 h mit PMA/lonomycin (leere Kreise, gestrichelte Linie) in Anwesenheit von NCI3 oder
DMSO stimuliert, wurde durchfluf3zytometrisch bestimmt. Der Prozentsatz IL-2-produzierender
Zellen relativ zur DMSO-Kontrolle wurde gegen die verwendeten NCI3-Konzentrationen aufgetra-
gen. Werte sind Mittelwerte von Triplikaten + SD. (B) CFSE-gefarbte humane CD4+-Zellen wurden
mit aCD3/CD28-Antikérpern in Anwesenheit von NCI3 oder DMSO stimuliert. Nach fiinf Tagen
wurde die Proliferation durchfluf3zytometrisch bestimmt. Der Prozentsatz proliferierender Zellen
von den Gesamtzellen wurde gegen die verwendeten NCI-3-Konzentrationen aufgetragen. Werte
sind Mittelwerte von Triplikaten * SD. (C) Histogramme CFSE-gefarbter Zellen zeigen die Prolifera-
tion ausgewéhlter Proben.
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NCI3 inhibiert die TCR-abhadngige IL-2-Produktion und Zellproliferation konzent-
rationsabhangig, die ICso-Werte dafiir liegen bei 4 bzw. 4,5 uM (Abb. 3.2A und B).
Auch bei hoheren NCI3-Konzentrationen fiihrte NCI3 nicht zu einem vermehrten

Zelltod, sondern nur zu einer verringerten Proliferation.

IL-2 stimuliert die Zellproliferation durch den IL-2-Rezeptor-mTOR-Signalweg, der
letztendlich den Zellzyklusfortschritt initiiert. Das Immunsuppressivum Rapamy-
cin inhibiert im Komplex mit FKBP12 diesen Signalweg durch Bindung an mTOR
und unterdriickt dadurch die Vermehrung der aktivierten T-Zellen [86, 142, 143].
Um zu untersuchen, ob der antiproliferativen Effekt von NCI3 nur auf die Inhibie-
rung der IL-2-Expression oder aber auch die Inhibierung der IL-2-abhéngigen Si-
gnaltransduktion zurtiickzufiihren ist, wurde dem Medium IL-2 hinzugegeben und
die Proliferation der stimulierten Zellen unter Inhibitoreinfluf? beobachtet. Es
konnte gezeigt werden, dafd der inhibitorische Effekt durch die Zugabe von IL-2
teilweise aufgehoben wird (Abb. 3.2C). NCI3 verursacht also keine Defekte der IL-
2-abhdngigen Signaltransduktion.

3.1.2 NCI3 inhibiert die NFATc- und NF-kB-abhdngige Reportergenexpression in

transfizierten Jurkat-T-Zellen

Die IL-2-Transkription hangt von der Aktivierung verschiedener induzierbarer
Transkriptionsfaktoren ab, darunter NFATc, NF-kB und AP-1. In vivo ist ihre Akti-
vierung das Ergebnis der Ligation von TCR-Komplexen und kostimulatorischen
Signalen liber Rezeptoren wie CD28. PMA und Ionomycin imitieren diese Signaler-
eignisse unterhalb der Rezeptoren, indem sie direkt calcium- und PKC-abhangige
Signalkaskaden aktivieren. Ein weiterer Vorteil dieser Stimulierung ist, daf alle

Zellen gleichzeitig und gleichmaflig aktiviert werden.

Mit Luciferase-Reportergenstudien wurden die Effekte von NCI3 auf die transkrip-
tionelle Aktivitit von NFATc, NF-kB und AP-1 untersucht. Anstelle der IL-2-
Expression, die von der Aktivierung aller drei Transkriptionsfaktoren abhangig ist,
kann so die transkriptionsfaktorspezifische Wirkung von NCI3 erfafdt und damit
Riickschliisse auf den Wirkmechanismus gewonnen werden. Dafiir wurden Jurkat-

T-Zellen transient mit den Reportergenplasmiden transfiziert, mit DMSO oder ver-
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schiedenen Konzentrationen von NCI3 behandelt und mit PMA/Ionomycin stimu-

liert.

Die PMA/Ionomycininduzierte NFAT- und NF-kB-kontrollierte Reporterge-
nexpression wurde dosisabhidngig durch NCI3-Prdainkubation der Zellen inhibiert.
Dabei wurde die jeweilige ICs0 bestimmt. Diese liegt fiir NFAT bei 2+0,1 pM, fiir NF-
kB bei 7+1 uM. Die AP-1-abhdngige Luciferaseexpression wurde dagegen im getes-
teten Konzentrationsbereich nicht von NCI3 beeinflufst (Abb. 3.3A). Werden die
Zellen mit 100 ng/ml TNFa statt mit PMA/Ionomycin stimuliert, wird NF-kB calci-
neurinunabhdngig aktiviert (siehe Abb. 1.4). NCI3 hat keinen Einfluf} auf die durch
TNFa induzierte NF-kB-kontrollierte Reportergenexpression [141] und inhibiert

also nur den calcineurinabhédngigen NF-kB-Signalweg.

Koapplikation von niedrigdosiertem NCI3 (1 uM) und verschiedenen Konzentrati-
onen von CsA (1-3 nM) zum NFAT-Reportergenassay zeigte, dafd beide Inhibitoren
im getesteten Konzentrationsbereich nicht kompetitiv, sondern eher additiv wir-
ken (Abb. 3.3B). Daher ist es wahrscheinlich, daf$ sich die Angriffsstellen von NCI3
und CsA-CypA nicht tiberlappen.

A 1 B
100+ i\}/,,o 1001 BN Kontrolle
5 T = C— 1uMNCI3
> 801 > 80
¥ 0
© o © °
& £ 60 S 604
82 82
El E
2 © 401 O o 40
o o
3 20 B 20]
0 , ; oA
0,1 1 10 0 1 2 3
NCI3 (uM) CsA (nM)

Abb. 3.3: NCI3 inhibiert die transkriptionelle Aktivitat von NFATc und NF-kB. (A) Jurkat-T-
Zellen wurden mit Luciferase-Reportergenplasmiden fiir NFAT- (®), NF-kB- (M) bzw. AP-1 (@)-
Aktivierung transfiziert, mit NCI3 oder DMSO prainkubiert und dann fiir 5 h mit PMA/lonomycin
stimuliert. (B) Die Ko-Behandlung mit NCI3 und CsA hat einen additiven Effekt auf die transkriptio-
nelle Aktivitat von NFATc. Mit NFAT-Reportergenplasmid transfizierte Jurkat-T-Zellen wurden mit
1 uM NCI3 oder DMSO und verschiedenen Konzentrationen CsA prainkubiert und dann fiir 5 h mit
PMA/Ionomycin stimuliert. Werte sind prozentuale Lumineszenz, bezogen auf eine inhibitorfreie
stimulierte Kontrolle; Werte sind Mittelwerte von Triplikaten + SD.

Die Expression von Luciferase unter Kontrolle eines konstitutiv aktiven Promotors
in unstimulierten transfizierten Jurkat-T-Zellen wurde im getesteten Konzentrati-

onsbereich im Vergleich zu DMSO nicht vermindert. Die generellen transkriptio-
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nellen und translationellen Mechanismen werden demnach nicht von NCI3 beein-

flufdt.

3.1.3 NCI3 inhibiert die Dephosphorylierung von NFATc2 in stimulierten T-Zellen,

aber nicht in Zellextrakten

NCI3 verursacht im Reportergenassay vergleichbare Effekte wie CsA, so daf ein
ahnlicher Wirkmechanismus mdéglich ist. CsA inhibiert die Dephosphorylierung
von NFATc durch aktiviertes Calcineurin und damit dessen anschlieféende nuklea-
re Translokation. Andere Inhibitoren wie Gossypol [144] oder Dipyridamol [58]
greifen ebenfalls an dieser Stelle an, um die NFATc-abhingige Genexpression zu
modulieren. Diese Substanzen haben verschiedene Wirkmechanismen, die aber

alle eine verminderte NFATc-abhangige Genexpression verursachen [145].

NCI3 inhibiert auch die nukledre Translokation von NFATc2 nach Stimulierung der
Zellen (M. Podtschaske, in Sieber et al. 2007). Die verwandten Substanzen NCI1
und 2 haben Calcineurin als Zielmolekiil und inhibieren dessen Phosphataseaktivi-
tat. Daher wurde untersucht, ob NCI3 die stimulierungsabhangige Dephosphorylie-
rung von NFATc2 beeinfluft, da diese Voraussetzung fiir die Translokation ist und

von der Proteinphosphatase Calcineurin verursacht wird.

Dafiir wurden Jurkat-T-Zellen und primare CD4+* T-Zellen mit NCI3 oder zur Kon-
trolle mit CsA prdinkubiert, mit PMA/lonomycin bzw. aCD3/CD28-Antikérpern
stimuliert und anschlief3end lysiert. Der Phosphorylierungsstatus von NFATc2 in
den Lysaten kann mittels SDS-PAGE, Western blot und Immunfarbung erfaf3t wer-
den, da die 14 relevanten Phosphogruppen, die von Calcineurin koordiniert ent-

fernt werden, dem Protein eine verringerte Elektromobilitit verleihen.

Sowohl in Jurkat-T-Zellen als auch in primaren Zellen reduziert NCI3 dosisabhin-
gig den Gehalt an dephosphoryliertem NFATc2 (Abb. 3.4A). Folglich kann weniger
NFATc2 in den Kern translozieren und dort die Transkription von IL-2 oder dem

Reportergen aktivieren.

Zur weiteren Aufklarung des molekularen Wirkmechanismus’ sollte untersucht
werden, ob NCI3 direkt die Dephosphorylierung von NFATc2 durch Calcineurin
hemmt. In Vorversuchen wurde gezeigt, daff die Dephosphorylierung von

Phosphocasein und des Rij-Phosphopeptides durch NCI3 nicht beeinfluf3t wird. Der
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in Zellen beobachtete inhibitorische Effekt auf die NFATc-Dephosphorylierung
konnte jedoch auf einer Storung der Calcineurin-NFATc-Interaktion beruhen, wie
sie beispielsweise auch durch ein inhibitorisches Peptid, das VIVIT-Peptid, verur-
sacht wird. Das VIVIT-Peptid bindet an Calcineurin und blockiert dabei die Binde-
stelle fiir das PxIXIT-Motiv von NFATc, da es dieses Motiv imitiert, aber eine 25x

hohere Affinitat als das originale NFATc2-Motiv hat [146].

Phosphoryliertes NFATc2 aus HEK293-Lysaten wurde mit rekombinantem Calci-
neurin und NCI3 inkubiert und der Phosphorylierungsstatus von NFATc2 erfafit.
Erstaunlicherweise inhibiert NCI3 nicht die Dephosphorylierung von NFATc2 im
zellfreien System (Abb. 3.4B). NCI3 behindert auch nicht die inhibitorische Wir-
kung des VIVIT-Peptides, wenn der Dephophorylierungsassay mit beiden Substan-
zen koinkubiert wird. NCI3 und das VIVIT-Peptid kompetitieren also vermutlich
nicht direkt um die Bindung an Calcineurin. Als Kontrolle zum VIVIT-Peptid wurde
das TIVIV-Peptid benutzt, das die reverse Aminosdauresequenz zum VIVIT-Peptid

besitzt und nicht an Calcineurin bindet.

A Jurkat-T-Zellen mit lonomycin-Stimulation Abb. 3.4: NCI3 inhibiert die Dephospho-
rylierung von NFATc2 in Zellen, aber

P-NFATCZ > i ol nicht in Zellextrakten. (A) NCI3 unter-
NFATC2 » [ v— | driickt die Dephosphorylierung von NFATc2
nach Stimulierung von Jurkat-T-Zellen und

CD4* T-Zellen mit aCD3/CD28-Stimulation primiren CD4* T-Zellen. Die Zellen wurden

fir 1 h mit NCI3, CsA oder DMSO vorbehan-

‘ delt. Jurkat-T-Zellen wurden dann mit lo-
P-NFATe2 M “ A l g‘ ' ‘ nomycin fiir 1 h in Anwesenheit der Inhibi-

NFATG2 M ; ) toren stimuliert, die Ty-Zellen fir 2 h mit

Stimulation — + + aCD3/CD28-Antikoérpern. (B) NCI3 inhibiert
Inhibitor — — NCI3 CsA nicht die Dephosphorylierung von NFATc2

2 5 10uM 50nM in zellfreien Assays. Uberexprimiertes phos-

phoryliertes NFATc2 aus HEK-Zellysaten

B wurde mit rekombinantem Calcineurin in

NFATC2 > NCI3 und VIVIT-Peptid inkubiert, als Kon-
trollen dienten DMSO und TIVIV-Peptid.
Zellysate wurden mit SDS-PAGE aufgetrennt,

! An- oder Abwesen der Inhibitoren (30 uM
PNFATczbr'HL\‘~‘Jhu T I ( ( )

CaN - + o+ o+ o+ 4 NFATc2 im Western blot immunangefarbt.
Inhibitor — —  TIVIV VIVIT NCI3 VIVIT TIVIV
(30 uM) NCI3 NCI3

3.1.4 NCI3 wirkt nicht lGiber verstarkte Aktivierung von Kinasen

NFATc wird von bestimmten Kinasen phosphoryliert, z. B. GSK33 und PKA. Durch

die Rephosphorylierung wird NFATc aus dem Kern transloziert bzw. im Cytosol
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gehalten. Die Kinasen wirken daher als Gegenspieler zu Calcineurin [50]. Bei-
spielsweise wirken NFATc-Inhibitoren wie Roc-1 [147] oder ST1959 [148], indem
sie die Rephosphorylierung verstirken und damit die Kernlokation von NFATc
verringern. Diese Substanzen haben zwar einen anderen Wirkmechanismus als
Inhibitoren der NFATc-Dephosphorylierung wie CsA-CypA, aber der Effekt auf die
NFATc-abhangige Genexpression ist der gleiche. Somit kdnnte NCI3, da es kein In-
hibitor der Phosphataseaktivitit von Calcineurin ist, moglicherweise iiber die

NFATc-Kinasen wirken.

Daher wurde der Einflufd von NCI3 auf die Aktivitat wichtiger NFATc-Kinasen un-
tersucht. Phosphogruppenfreies rekombinantes NFATc2 wurde mit GSK3f und
PKA phosphoryliert und der Phospho-Status von NFATc2 anschliefend via SDS-
PAGE und Western blot gemessen. Dabei wurde die Reaktionsdauer so gewahlt,
daf die Phosphorylierung unvollstdndig war, um Abweichungen in beide Richtun-
gen erkennen zu kénnen. Das Verhaltnis von NFATc2 zu Phospho-NFATc2 blieb
auch bei Zusatz von 30 uM NCI3 zur Phosphorylierungsreaktion gleich (Abb. 3.5).
Zumindest GSK3[3 und PKA werden also durch NCI3 nicht in ihrer in vitro-Aktivitat
angeregt. Zusatzlich wurde gezeigt, dafd der Phosphorylierungszustand von GSK33,

der in vivo die Aktivitat der Kinase reguliert, in Zellen nicht durch NCI3 verandert
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Abb. 3.5: Der inhibitorische Effekt von NCI3 beruht nicht auf der Aktivierung von PKA und
GSK3p. Rekombinantes GST-NFATc2 wurde mit rekombinanter PKA und GSK3f in Anwesenheit
von 30 uM NCI3 oder DMSO fiir 30 min phosphoryliert, als Kontrollen dienten GST-NFATc2 ohne
Zusatz der Kinasen und vollstindig phosphoryliertes NFATc2 nach 2 h Phosphorylierung mit PKA
und GSK3p. NFATc2 wurde im Western blot immunangefarbt, der Phosphorylierungszustand wur-
de iiber die Anderung der Elektromobilitit erfafdt. Unten die densitometrische Auswertung des
Western blots. Angegeben ist die prozentuale Starke der Phospho-NFATc2-Bande bezogen auf die
Summe der beiden Banden.
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wird (U. Benary in Sieber et al. 2007). Allerdings kann nicht ausgeschlossen wer-
den, dafd NCI3 einen Effekt auf andere NFATc-Kinasen hat. Die Kinase CK1, die
ebenfalls NFATc als Substrat hat, verursachte in diesem Assay keinen beobachtba-
ren Effekt auf die Elektromobilitat von NFATc2, daher kann tiber die Wirkung von

NCI3 auf dieses Enzym keine Aussage getroffen werden.

3.1.5 Die Uberexpression von Calcineurin verringert den inhibitorischen Effekt von

NCI3

Die ICso-Werte fiir die Inhibierung der IL-2-Produktion von aCD3/CD28- und
PMA/Ionomycin-stimulierten Ty-Zellen durch NCI3 sind nahezu identisch. Es kann
angenommen werden, daf$ der molekulare Wirkmechanismus des Inhibitors un-
terhalb der Calciummobilisierung und PKCB-Aktivierung ansetzt, da auf dieser
Ebene beide Stimulationsmethoden konvergieren. NCI3 hemmt die Dephos-
phorylierung von NFATc2 in Zellen, und verursacht in Reportergenassays, wie der
Calcineurin-Inhibitor CsA, die Inhibierung der PMA/lonomycin-ausgeldsten NFAT-
und NF-kB-abhadngigen Genexpression. Daher kann vermutet werden, dafd Calci-
neurin auch der Angriffspunkt von NCI3 ist. Eine Steigerung des Calcineuringehal-

tes der Zelle konnte daher die Wirkung des Inhibitors abschwachen.

Calcineurin Aa-GFP (Aminosduren 1-521) wurde in Jurkat-T-Zellen iiberexpri-
miert. Zusitzlich wurde NFAT-Reportergenassay-Plasmid kotransfiziert. Die Uber-
expression von Calcineurin verringert den inhibitorischen Effekt von NCI3 auf die
Aktivierung von NFATc bei niedriger Konzentration (1 uM); hohere Konzentratio-
nen von NCI3 (5 uM) sind aber in der Lage, auch das liberexprimierte Calcineurin

zu inhibieren.

Der gleiche Effekt konnte beobachtet werden, wenn eine trunkierte (Aminosauren
1-396, siehe Abb. 1.2), calmodulinunabhiangig aktive Version von Calcineurin A
[149] mit dem Reporterplasmid kotransfiziert wurde (Abb. 3.6). Diesem Konstrukt
fehlen die autoinhibitorische Domane und die Calmodulin-Bindestelle, wahrend
die Calcineurin B-Bindestelle und die linker-Region [150] vorhanden sind. Die
Calmodulin-Bindung oder die autoinhibitorische Domane sind also nicht molekula-
rer Angriffspunkt von NCI3, da der Inhibitor auch auf diese Calcineurin A-Version

wirkt.
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Abb. 3.6: NCI3 inhibiert die NFATc-Aktivierung sowohl durch Volldngen-Calcineurin A als
auch durch eine trunkierte, calmodulinunabhingige Variante. Jurkat-T-Zellen wurden mit
einem NFAT-Reportergenplasmid sowie einem Plasmid, welches das volle-Linge-Calcineurin Aa
(1-521 AS) oder eine trunkierte (1-396 AS), calmodulinunabhingige Variante oder GFP als Kon-
trolle kodierte, kotransfiziert. Die Zellen wurden mit 1 oder 5 uM NCI3 oder DMSO fiir 30 min vo-
rinkubiert und dann fiir 5 h mit PMA/Ionomycin stimuliert. Werte sind prozentuale Lumineszenz,
bezogen auf die inhibitorfreie, kontrollplasmidtransfizierte, stimulierte Probe. Werte sind Mittel-
werte von Triplikaten # SD. Rechts eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme Calcineurin A-GFP-
transfizierter Jurkat-T-Zellen.

Fiir weitere Untersuchungen des molekularen Wirkmechanismus von NCI3 wurde
FITC-markiertes Calcineurin A mit biotinyliertem VIVIT-Peptid im Beisein des In-
hibitors inkubiert und dann zu Streptavidin-beschichteten Sepharosebeads gege-
ben. Mittels Durchflufdzytometrie wurde das dann peptidgebundene Calcineurin
als partikelassoziierte Fluoreszenz gemessen. Diese Experimente ergaben, dafd
NCI3 mit der Bindung des VIVIT-Peptides an Calcineurin teilweise interferiert,
aber sie nicht vollstandig zu blockieren vermag (C. Brandt in Sieber et al. 2007;

siehe auch Abb. 4.1).
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3.2 Untersuchungen zur Expression der endogenen Calcineurin-

Inhibitoren RCAN1 und Carabin in Ty-Zellen

3.2.1 RCAN1 wird in T-Zellen exprimiert, die RNA-Expressionsmenge ist stimulie-
rungsabhangig

Die Expression des endogenen Calcineurin-Modulators RCAN1 ist fiir eine Vielzahl
von Zelltypen beschrieben worden. Fiir die Expression und Regulation des Gens in

humanen T-Zellen liegen bisher keine Daten vor.

Zur Identifizierung stimulierungsabhangig regulierter Gene wurden mittels Gen-
chip-Analysen die Transkriptome unstimulierter und mit «CD3/CD28-Antikorpern
stimulierter CD4+ T-Zellen verglichen. Zur Identifizierung calcineurinabhadngiger
Genexpression wurden zusatzlich stimulierte Zellen mit verschiedenen Calcineu-
rin-Inhibitoren behandelt, hier CsA (50 nM) und dem Derivat [DAT-Sar]3-CsA
(1 uM), das Calcineurin ohne vorherige CypA-Bindung inhibiert [151]. Aufderdem
wurde zur Kontrolle der monospezifische CypA-Inhibitor DAP8-CsA (1 uM) [152]
ebenfalls in die Analyse mit einbezogen. CsA blockiert durch seine Bindung an Cy-
pA dessen PPlase-Aktivitiat und durch diese CsA-Derivate kann zwischen Calcineu-

rin- und PPlase-Inhibition diskriminiert werden.

Die Chipdaten zeigen, dafd die Expression von RCAN1 durch Stimulierung der T-
Zellen mit PMA/lonomycin hochreguliert wird. Dieser Anstieg der Expression ist
sensitiv fir CsA und [DAT-Sar3]-CsA, aber unabhdngig von einer Inhibierung von
CypA mit DAP8-CsA (Abb. 3.7). Das Expressionsverhalten von RCAN1 dhnelt dem
von Genen, bei deren Expression NFATc und NF-kB eine entscheidende Rolle spie-
len, wie die Zytokine IL-2 und IL-4. Allerdings weist RCAN1 eine Basalexpression
auf, wahrend die gezeigten Zytokine in ruhenden Zellen praktisch nicht exprimiert
werden. Aufderdem ist die Hohe der RCAN1-Induktion durch TCR-Stimulation we-

sentlich geringer als die von IL-2 und IL-4.

Daher wird angenommen, dafd die Induktion der Expression durch Calcineurin
kontrolliert wird und es zusatzlich eine stimulationsunabhangige Expressionskon-
trolle gibt. Die Sonden auf dem verwendeten Affymetrix-Chip (Affy-ID
208370_s_at) unterscheiden nicht zwischen den einzelnen Spleifdvarianten von

RCAN1. Deren Expression wurde darum mit spezifischeren Detektionsmethoden
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genauer untersucht. Da in den meisten Zellen nur die Spleifdvarianten RCAN1-1
und 1-4 nachgewiesen werden konnten [129], konzentrierten sich die Untersu-

chungen auf diese beiden Varianten.

3h stimuliert mit aCD3/CD28-Antikdrpern bei Koinkubation mit:
I unstimuliert I DMSO I 50 nM CsA [ 1 pM [DAT-Sar’]-CsA I 1 uM DAP8-CsA
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RCAN1 IL-2 IL-4 CD69 CD3¢ CaN Aa
Transkriptsonde

Abb. 3.7: Die Expression von RCAN1 wird durch Stimulierung verstirkt und ist CsA-sensitiv.
CD4+ T-Zellen wurden mit DMSO (rot), 50 nM CsA (griin), 1 pM [DAT-Sar]3-CsA (gelb) oder 1 pM
DAP8-CsA préinkubiert und dann 3 h mit aCD3/CD28-Antikorpern stimuliert. Die mRNA-Mengen
der einzelnen Transkripte wurden mit einem Affymetrix HG_U95A-Genchip gemessen und mit de-
nen unstimulierter Zellen (schwarz) verglichen. Die Expression von RCAN1 wird bei Stimulierung
hochreguliert und ist sensitiv fiir die Calcineurininhibitoren CsA und [DAT-Sar]3-CsA. Zum Ver-
gleich Daten ausgewahlter Gene, deren Expression bekanntermafien NFATc-abhéangig ist (die Zyto-
kine IL-2 und IL-4), stimulierungsinduzierter Gene, die NFATc-unabhingig exprimiert werden (der
Aktivierungsmarker CD69) und durch Stimulierung nicht induzierte Gene (die TCR-Untereinheit
CD3¢ und Calcineurin Aa).

3.2.2 Die SpleiBvariante RCAN1-1 wird stimulierungsunabhangig exprimiert

Der Promotor vor dem Exon 1, der die Expression von RCAN1-1 kontrolliert, ist
bisher wenig auf regulatorische Elemente untersucht worden. Bisherige Untersu-
chungen zeigten eine nahezu konstitutive Expression dieser Spleifdvariante, die
aber durch Glucokortikoide und die Aktivierung des Notch-Signalweges moduliert

werden kann.

Sowohl in PMA/Ionomycin- als auch in mit aCD3/CD28-Antikérpern stimulierten
primédren CD4+* T-Zellen konnte auf mRNA-Ebene kein Unterschied in der Expres-

sion von RCAN1-1 zwischen unstimulierten und stimulierten (6 und 12 h) Zellen
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festgestellt werden (Abb. 3.8A). Die mRNA-Expression befindet sich auch im Ruhe-
zustand auf gut detektierbarem Niveau. Die Expression von RCAN1-1 ist nicht sen-
sitiv fiir CsA. Da fiir diese Spleifdvariante Antikérper (Geschenk von D. Maldonado-
Perez, Edinburgh) zur Verfiigung standen, konnte die RCAN1-1 auch auf Protein-
ebene mittels Western blot untersucht werden. Auch hier dnderte sich die Expres-
sion nicht durch Zellstimulierung. Die Grofse der detektieren Bande entspricht der
252 AS langen” Form von RCAN1-1L. Fiir RCAN1-1L konnte nur eine Bande detek-
tiert werden. Nebenbanden, die moglicherweise durch Phosphorylierungen von
RCAN1-1 und damit verbundene Anderungen der Elektromobilitit entstehen [115,
135], wurden nicht beobachtet (Abb 3.8B). Mit einem murinen polyklonalen Anti-
korper, der in Zusammenarbeit mit Martin Listek (Universitit Potsdam, AG Bio-

technologie) hergestellt wurde, konnte diese Beobachtung bestatigt werden.

Abb. 3.8. Die Expression der Spleif3variante

A 50 RCANT T RCAN1-1 ist stimulierungsunabhingig.
g ) RCAN1-1 wird in primiren CD4+* T-Zellen we-
S 40; der auf mRNA-Ebene (A) noch auf Proteinebe-
% ne (B) hochreguliert. (A) CD4+ T-Zellen wur-
% 301 den fiir den angegebenen Zeitraum mit
& aCD3/CD28-Antikoérpern stimuliert und ge-
= 207 . . :
@ erntet. Die relative Transkriptmenge von
% 101 RCAN1-1 wurde mittels Lightcycler bestimmt.
° Angegebene Werte sind Quadruplikate + SD.
0 . (B) CD4* T-Zellen wurden fiir den angegebe-
tacD3/CD28: Oh 6h 12h nen Zeitraum mit PMA/Ionomycin in Anwe-
senheit von 25 nM CsA oder DMSO stimuliert,
B lysiert und im Western blot auf die RCAN1-1-

Expression untersucht. Die gezeigte Bande

liegt in der erwarteten Hohe von RCAN1-1L

temaiono: oh 2h 4h 6h  6h (34 kDa) und wurde mit einem murinen po-
+CsA lyklonalen Antikorper detektiert.

RCANT-1 b | i e TR S S

Die gesteigerte Expression von RCAN1 nach Stimulierung, die mittels Chip festge-

stellt wurde, ist daher auf einen Anstieg von RCAN1-4-mRNA zuriickzufiihren.

3.2.3 Die Expression der SpleiBvariante RCAN1-4 wird durch Stimulierung induziert

In silico-Promotoranalysen der Spleifdvariante RCAN1-4 zeigten, dafd im Bereich
von 1-800 bp vor dem Exon 4 des RCAN1-Genes mehrere mutmafiliche NFAT-

Bindestellen lokalisiert sind. Eine vergleichbare Anhdaufung von NFAT-Bindestellen
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im RCAN1-1-Promotor ist dagegen nicht gefunden worden [134]. Es wird daher
postuliert, daf3 RCAN1-4 Calcineurin-NFATc-abhangig exprimiert wird.

Durch semiquantitative und real time-PCR konnte gezeigt werden, dafd RCAN1-4 in
Jurkat-T-Zellen im Ruhezustand nur sehr schwach exprimiert wird und dessen
mRNA-Menge durch Stimulierung mit PMA/Ionomycin im Laufe von 4 h stark an-
steigt (Abb. 3.9A). Die Hochregulation der RCAN1-4-Expression ist sensitiv fiir CsA
(25 nM), in Ubereinstimmung mit den initialen Genchip-Beobachtungen. Dieser
Befund konnte auch bei der Stimulierung von primdren CD4+*-T-Zellen mit
PMA/Ionomycin gewonnen werden. Auch hier steigt die Expression von RCAN1-4
auf mRNA-Ebene innerhalb von 4 h stark an und kann durch CsA inhibiert werden
(Abb. 3.9B). Die Expression von RCAN1-4 kann in primaren Ty-Zellen auch durch
Stimulierung mit aCD3/CD28-Antikérpern induziert werden, diese Induktion ist
transient und erreicht auf mRNA-Ebene ihr Maximum bei 4 h. Danach sinkt sie
wieder ab, und nach 12 h ist sie auf ein niedrigeres Niveau zuriickgegangen, das

aber liber der basalen Expression liegt (Abb. 3.9C).
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Abb. 3.9: Die Expression von RCAN1-4 ist auf mRNA-Ebene durch Calciuminflux in T-Zellen
induzierbar und CsA-sensitiv. Jurkat-T-Zellen (A) oder primire CD4+ T-Zellen (B) wurden mit
PMA/Ionomycin in Anwesenheit von 25 nM CsA oder DMSO stimuliert. Nach dem angegebenen
Zeitraum wurden sie geerntet und die mRNA-Menge von RCAN1-4 semiquantitativ bestimmt. (A)
cDNA wurde mit dem Primerpaar mslc3/4 25 Zyklen im Thermocycler vervielfaltigt und mittels
Agarosegelelektrophorese und Anfirbung durch EtBr bestimmt. Als Kontrolle wurde B-Aktin (20
Zyklen) vermessen. (B+C) Primire CD4* T-Zellen wurden mit PMA/Ionomycin (B) oder
aCD3/CD28-Antikérpern (C) stimuliert und nach den angegebenen Zeitriumen geerntet. Die
Transkriptmenge von RCAN1-4 wurde im Lightcycler semiquantitiativ bestimmt und auf (2-

Mikroglobulin normalisiert. Angegebene Werte sind Mittelwerte von Quadruplettbestimmungen *
SD.
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3.2.4 Die Expression der SpleiBvariante RCAN1-4 ist Calcineurin/NFATc-abhingig

Die stimulationsbedingte Hochregulation der RCAN1-4-Expression in Tu-Zellen ist
durch CsA inhibierbar. Dieser Effekt von CsA beruht nicht auf der Inhibierung von
CypA, da die RCAN1-Expression durch Zugabe des spezifischen Inhibitors der PPI-
aseaktivitat von Cyclophilinen DAP8-CsA nicht gedndert wird (siehe Abb. 3.7). CsA
inhibiert jedoch nicht nur die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFATc, son-
dern moduliert zusatzlich die Aktivierung anderer Signalwege und Transkriptions-
faktoren, z. B. NF-kB. Daher ist CsA kein ideales Werkzeug zur Bestimmung der
NFATc-Abhdngigkeit von Genexpressionen, weshalb hier zusatzliche Methoden zur
Klarung dieser Frage genutzt wurden, speziell selektive Stimulationsmethoden und

spezifischere niedermolekulare Inhibitoren.

3.2.4.1 lonomycin erhéht die Expression von RCAN1-4

Die Stimulierung von Zellen mit PMA/lonomycin aktiviert unter anderem die
Transkriptionsfaktoren NFATc, NF-kB und AP-1, durch Simulation einer aktiven
PLC. Dabei bewirkt PMA als Analogon zu DAG die Aktivierung der PKCO- und Ras-
abhdngigen Transkriptionsfaktoren NF-kB und AP-1, wahrend Ionomycin einen
Calciumimport bewirkt, der Calcineurin und damit NFATc aktiviert. Diese Tren-
nung ist allerdings nicht absolut, da beispielsweise Calcineurin ebenso die beiden
anderen Transkriptionsfaktoren modulieren kann. Allerdings sind fiir die volle
Aktivierung von NF-kB und AP-1 dabei trotzdem die PMA/DAG-abhdngigen Sig-

nalwege notwendig.

Werden CD4+ T-Zellen nun mit lonomycin alleine stimuliert, kommt es zu einer
Hochregulation der RCAN1-4-Expression. Dagegen bewirkt PMA diesen Effekt
nicht. Eine Stimulierung mit PMA und Ionomycin fiihrt wie lonomycin allein zu

einer erhohten RCAN1-4-Expression (Abb. 3.10A).
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Abb. 3.10: Der Calcineurin-NFATc-Signalweg ist der limitierende Faktor in der RCAN1-4-
Expression. (A) RCAN1-4 kann durch lonomycin induziert werden. Primédre CD4+ T-Zellen wurden
mit lonomycin, PMA oder einer Kombination stimuliert und nach 4 h geerntet. cDNA wurde mit
dem Primerpaar mslc3/4 25 Zyklen im Thermocycler vervielfdltigt und mittels Agarosegele-
lektrophorese und Anfarbung durch EtBr bestimmt. Als Kontrolle wurde 3-Aktin (20 Zyklen) ver-
messen. (B+C) Die RCAN1-4-Expression ist sensitiv fiir spezifische Inhibitoren des Calcineurin-
NFATc-Signalweges. Primadre CD4+ T-Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen der
Inhibitoren vorinkubiert und fiir 4 h mit aCD3/CD28-Antikorpern stimuliert. Die Menge an
RCAN1-4-Transkript wurde mittels Lightcycler bestimmt. (C) Angegeben ist die relative
Transkriptmenge, bezogen auf eine stimulierte, mit DMSO vorbehandelte Kontrolle. Werte sind
Mittelwerte von Quadruplikaten +SD. (D) BTP1 inhibiert NFATc (blau) spezifischer als NF-kB (rot).
Jurkat-T-Zellen wurden mit Luciferase-Reportergenplasmiden fiir NFAT- oder NF-kB-Aktivierung
transfiziert, mit BTP1 oder DMSO prainkubiert und dann fiir 5 h mit PMA/Ionomycin stimuliert.

3.2.4.2 Selektivere Calcineurin-NFATc-Inhibitoren verringern die Expression von

RCAN1-4

CsA inhibiert die NFATc- und NF-kB-abhingige Genexpression mit vergleichbaren
[Cso-Werten. Mittlerweile wurden alternative Inhibitoren identifiziert oder synthe-
tisiert, die spezifischer den Calcineurin-NFATc-Signalweg unterdriicken [145]. Da-
zu gehoren die Substanzen NCI3, AM404, und BTP1. NCI3 inhibiert wahrscheinlich
die Bindung von NFATc an Calcineurin und AM404 die nukledre Translokation des
dephosphorylierten NFATc [153, 154]; der Wirkmechanismus von BTP-1 ist bis-
lang nicht vollstiandig geklart [155]. Alle drei Inhibitoren sind unabhangig von Im-
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munophilinen, im Gegensatz zu CsA. Es wurde untersucht, wie diese ausgewahlten

Substanzen die Expression von RCAN1-4 beeinflussen.

Die Expression der RCAN1-4-mRNA nach 4h Stimulierung mit aCD3/CD28-
Antikorpern kann nicht nur durch die Zugabe von 25 nM CsA inhibiert werden,
sondern auch durch die Vorinkubation der Zellen mit 10 uM NCI3 oder 15 uM
AM404 (Abb. 3.10B). Bei diesen Konzentrationen wird der NFATc-Signalweg we-
sentlich starker inhibiert als NF-kB. Dies wird besonders deutlich, wenn die Dosis-
Wirkungs-Kurven von BTP1 beziiglich der PMA/lonomycin-induzierten, NFAT-
und NF-kB-abhdngigen Reportergenexpression mit der beziiglich der RCAN1-4-
Expression verglichen werden (Abb. 3.10C). Diese zeigen, dafd die Expression von
RCAN1-4 ahnlich von BTP1 gehemmt wird wie die Expression des NFATc-
kontrollierten Reportergens. NFATc scheint also der limitierende Faktor fiir die

RCAN1-4-Expression zu sein.

3.2.4.3 Die Expression von RCAN1-4 in Ty-Subpopulationen korreliert mit deren Calci-

neurin- und NFATc-Gehalt

Die selektive Uberexpression einzelner Signaltransduktionskomponenten ist ein
gutes Werkzeug, den Einfluf} dieser Komponenten auf bestimmte Ereignisse zu
untersuchen. Zellinien sind zwar oft gut transfizierbar, weisen moglicherweise
aber Defekte in der Signaltransduktion auf. Jurkat-T-Zellen exprimieren beispiels-
weise kein CD28 und koénnen trotz PMA/lonomycin-Stimulation kein IL-2 produ-
zieren. Primare humane CD4* Ty-Zellen konnen dagegen im unstimulierten Zu-
stand nur schlecht transfiziert werden. Praaktivierte Ty-Zellen kdnnen mit viralen
und nichtviralen Transfektionsmethoden transfiziert werden, jedoch nur mit ge-
ringer Effizienz oder zytotoxischen Nebeneffekten. Zusatzlich dndert eine Praakti-
vierung den status quo der Zelle, so wird die Expression von Transkriptionsfakto-

ren und Zytokinen angeregt und die Zellen konnen méglicherweise differenzieren.

Daher wurden primare Tu-Zell-Subpopulationen genutzt, die sich von vornherein
in der Expression bestimmter Signalproteine unterscheiden; gewahlt wurden nai-

ve und Gedichtnis-Ty-Zellen.

Naive Ty-Zellen differenzieren nach Stimulierung des TCR, also nach Kontakt mit

dem Antigen, und unter IL-2-Einfluf zu Gedachtnis-Tx-Zellen [156, 157]. Gedacht-
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nis-Tx-Zellen sind in der Lage, nach TCR-Stimulierung schneller und auch mehr
Zytokine zu produzieren als naive Ty-Zellen [158, 159]. Diese Tu-Zell-
Subpopulationen lassen sich grob vereinfacht (U. Benary, Diplomarbeit 2006) nach
der Expression verschiedener Spleifdvarianten des kostimulatorischen Rezeptors
CD45 Klassifizieren: naive Ty-Zellen exprimieren die Variante CD45RA, wahrend
Gedachtnis-Ty-Zellen die Variante CD45R0 auf der Zelloberflache tragen [160]. Es
existieren allerdings auch CD45RA/RO-doppeltpositive Zellen [161]. Diese dop-
peltpositive Fraktion ist nicht genau charakterisiert und wurde daher von den Un-

tersuchungen ausgeschlossen.
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Abb. 3.11: RCAN1-4 ist in CD4* T-Zellsubpopulationen differentiell exprimiert. (A) Naive und
Gediachtnis-Ty-Zellen exprimieren unterschiedliche Mengen an Calcineurin und NFATc2. CD4+ T-
Zellen (blau) wurden hinsichtlich ihrer Expression von CD45RA*/CD45RO- (naiv, griin) oder
CD45RA-/CD45R0* (Gedachtnis, rot) angefarbt und entweder permeabilisiert und zusatzlich auf
NFATc2 angefarbt (rechts, H. Bendfeldt, DRFZ) oder sortiert, lysiert und im Western blot auf die
Calcineurinmenge untersucht (links). (B+C) RCAN1-4 wird in Gedachtnis-Ty-Zellen starker hochre-
guliert als in naiven oder regulatorischen T-Zellen. Die drei Zellsubpopulationen wurden aufgerei-
nigt und dann mit PMA/lonomycin (B) oder aCD3/CD28-Antikérpern (C) fiir den angegebenen
Zeitraum stimuliert und dann geerntet. Die relative Transkriptmenge von RCAN1-4 wurde mittels
Lightcycler bestimmt. Angegebene Werte sind Mittelwerte von Quadruplettbestimmungen * SD.

Mit durchfluf3zytometrischer Einzelzellfairbung wurde auf Proteinebene gezeigt,

dafd Gedachtnis-Ty-Zellen im Vergleich zu naiven Tu-Zellen einen hoheren Gehalt
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an NFATc2 aufweisen (Abb. 3.11A rechts, H. Bendfeldt, personliche Kommunikati-
on). Aufderdem exprimieren diese Zellen mehr Calcineurin (Abb. 3.11A links). Pas-
send zu diesem hoheren Niveau der Calcineurin-NFATc-Signalwegskomponenten
weisen Gedachtnis-Tu-Zellen eine leicht erhohte Basalexpression an RCAN1-4 auf,
und die Hochregulation der RCAN1-4-Expression féllt nach 3 h PMA/Ionomycin-
Stimulierung bei Gedachtnis-Tu-Zellen wesentlich stirker aus als bei naiven. Eine
dritte CD4* Subpopulation, die regulatorischen T-Zellen (Tre), deren Calcineurin-
und NFATc2-Gehalt dem von naiven Tu-Zellen vergleichbar ist (H. Bendfeldt, per-
sonliche Kommunikation), weisen auch eine vergleichbare Basalexpression und

Hochregulation von RCAN1-4 wie diese auf (Abb. 3.11B).

Die starkere Hochregulation der RCAN1-4-mRNA in Gedachtnis-Ty-Zellen laf3t sich
auch bei TCR-Stimulierung mit aCD3/CD28-Antikérpern zeigen. Dieser Unter-

schied bleibt auch bei ldngerer Stimulierungsdauer (bis 72 h) erhalten (Abb.
3.110C).

Die vorliegenden Daten lassen den Schluf? zu, dafd die Expression von RCAN1-4 in
primdren humanen CD4+ T-Zellen und in Jurkat-T-Zellen Calcium-, Calcineurin-

und NFATc-abhangig induzierbar ist.

3.2.5 Die Expression des endogenen Calcineurininhibitors Carabin in Ty-Zellen ist

stimulierungsunabhangig

Der dual-wirkende endogene Inhibitor Carabin, kodiert vom Gen TBC1D10C, be-
sitzt eine calcineurinbindende und -inhibierende sowie eine Ras-inhibierende
Domaéne. Damit kann Carabin nicht nur calcineurinabhangige Signalwege, wie die
TCR-ausgeloste NFATc- und NF-kB-Aktivierung blockieren, sondern auch die Ras-
abhdngigen MAPK-Kaskaden, die zur Aktivierung von AP-1 fiihren (siehe Abb. 1.1
bis 1.5). Pan et al. zeigen, daf die Expression von Carabin in humanen naiven CD4+*
T-Zellen durch Stimulierung mit aCD3/CD28-Antikérpern induzierbar ist. Damit
wiirde iiber Carabin ein negativer Riickkopplungsmechanismus realisiert werden,

der mehrere Signalwege modulieren kann [162].

Dieser postulierte Riickkopplungsmechanismus stellt ein interessantes System dar,

um T-Zellen vor Uberstimulation zu bewahren und in ihrer Reaktion auf Stimuli zu
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steuern und sollte daher genauer untersucht werden. Da in der Publikation von
Pan et al. zu genau diesem Experiment keine Materialen angegeben sind, wurden
eigene Oligonukleotide fiir die semiquantitative PCR erstellt. Die Hochregulation
der Expression von Carabin durch PMA/lonomycin-Stimulierung konnte aber nicht
beobachtet werden, weder in Jurkat-T-Zellen noch in primaren CD4+* T-Zellen. In
ruhenden wie in stimulierten Zellen konnte in wiederholten Experimenten eine
hohe Expression von Carabin festgestellt werden (Abb. 3.12). Artefakte durch Ver-
unreinigung mit genomischer DNA konnten durch die Verwendung von gDNA-
bindenden Sdulen bei der mRNA-Praparation sowie von introniiberspannenden
Primern bei der Detektions-PCR ausgeschlossen werden. Die Regulation der Cara-

bin-Expression bedarf daher weiterer Klarung.
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Abb. 3.12: Carabin ist in ruhenden T-Zellen exprimiert und wird nicht erst durch Stimulie-
rung induziert. Jurkat-T-Zellen (A) oder primdre humane CD4+ T-Zellen (B) wurden mit
PMA/Ionomycin stimuliert und nach den angegebenen Zeiten geerntet. (A) cDNA wurde mit dem
Primerpaar mslc11/12 25 Zyklen im Thermocycler vervielfiltigt und mittels Agarosegele-
lektrophorese und Anfarbung durch EtBr bestimmt. Als Kontrolle wurde RCAN1-4 (25 Zyklen) und
B-Aktin (20 Zyklen) vermessen. (B) Die relative Transkriptmenge von Carabin wurde mit dem Pri-
merpaar mslc11/12 mittels Lightcycler bestimmt und auf den Wert der unstimulierten Probe nor-
malisiert. Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment.
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4 Diskussion

4.1 Der niedermolekulare Calcineurin-NFATc-Inhibitor NCI3

Bei der Suche nach alternativen Inhibitoren des Calcineurin-NFATc-Signalweges ist
die Substanz NCI3 als Immunsuppressivum identifiziert worden. NCI3 ist zell-
membranpermeabel, im getesteten Konzentrationsbereich (bis 30 uM) nicht to-

xisch und unterdriickt nicht die allgemeine Genexpression.

NCI3 inhibiert die Dephosphorylierung von NFATc nach T-Zellstimulierung, und
NFATc transloziert daher nicht in den Zellkern. Damit kann NFATc nicht als
Transkriptionsfaktor wirken. Die Expression oder Repression entsprechend kon-

trollierter Gene wird nicht initiiert.

4.1.1 Wirkt NCI3 uber Calcineurin?

NCI3 unterdriickt die IL-2-Produktion stimulierter T-Zellen und die tiber dieses
Zytokin autokrin und parakrin angeregte Proliferation der Zellen (Abb. 3.2). Re-
portergenexperimente zeigen, dafd dies auf einer Verminderung der NFATc- und
auch NF-kB-abhdngigen transkriptionellen Aktivitdt beruht (Abb. 3.3). Dieser Ef-
fekt kann durch verschiedene mogliche Wirkmechanismen hervorgerufen werden,
wie die jeweils angefiihrten Beispiele ausgewahlter Inhibitoren des Calcineurin-

NFATc-Signalweges zeigen (z. B. BTP2, Gossypol, ST1959 oder Dipyridamol).

NCI3 und die Ca**-Mobilisierung durch proximale TCR-Signatransduktion

Die Untersuchung der IL-2-Produktion primarer T-Zellen zeigt, daf3 NCI3 unab-
hangig von der verwendeten Stimulierungsmethode wirkt. NCI3 inhibiert sowohl
die aCD3/CD28- als auch die PMA/lonomycin-induzierte IL-2-Produktion mit ver-
gleichbaren ICso-Werten (4 uM, Abb. 3.2A). Beide Stimulierungsmethoden ahmen
die antigenspezifische Stimulierung der T-Zellen nach, wenn auch auf verschiede-
nen Ebenen des TCR-Signalweges. aCD3- und aCD28-Antikorper wirken tber die
Quervernetzung von TCR-Molekiilen bzw. die Bindung an den kostimulatorischen
Rezeptor CD28 auf der Zelloberflaiche. PMA und lonomycin dagegen wirken unter-
halb der TCR-aktivierten PLCy, indem sie direkt PKCO und RasGRP/Ras aktivieren
bzw. eine Erhohung des cytosolischen Ca2*-Spiegels bewirken (siehe Abb. 1.1).
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NCI3 wirkt also unabhangig von der Methode, mit der ein Calciuminflux erzeugt
wurde. Vorversuche mit einem calciumsensitiven Fluorophor (INDO-1) zeigten
zusatzlich, dafs NCI3 die Calciummobilisierung in Jurkat-T-Zellen nach lonomycin-
zugabe nicht storte. Der Calcineurin-NFATc-Inhibitor BTP-2 dagegen inhibiert den
Ca2*-Influx, indem er die Zellmembran durch Aktivierung eines nichtselektiven

Kationenkanals depolarisiert [163-165].

Aus den Beobachtungen kann geschlossen werden, dafd NCI3 unterhalb der Ebene

PKC/cytosolisches Ca%*-Niveau wirkt.

NCI3 und die Phosphataseaktivitét von Calcineurin

Ein Mechanismus zur Unterdriickung der NFATc-abhangigen Genexpression, der
unterhalb der Calciummobilisierung ansetzt, ist die Inhibierung der Phosphatase-
Aktivitat von Calcineurin. Dieses Enzym ist essentiell und zentral an der Weiterlei-
tung des TCR-Signales in den Zellkern beteiligt. Calcineurin ist die einzige physio-
logische Phosphatase, die den Transkriptionsfaktor NFATc dephosphoryliert und
damit aktiviert. Die Inhibierung von Calcineurin kann auf verschiedenen Wegen
erfolgen. Eine Moglichkeit ist die direkte Inhibierung der enzymatischen Aktivitat
durch Interferenz mit dem aktiven Zentrum. Nichtselektive Phosphataseinhibito-
ren wie Tyrphostine [166] oder Norcantharidin [167] binden im aktiven Zentrum
aller PPP-Proteinphosphatasen, wahrend Substanzen wie Dibefurin [168] oder
Gossypol [144, 169] selektiv die enzymatische Aktivitat von Calcineurin inhibieren.
Mit Okadasaure (okadaic acid) oder Endothall kénnen in nanomolaren Konzentra-
tionsbereichen gezielt PP1 und PP2A inhibiert werden, da sie fiir diese Inhibitoren
viel empfindlicher als Calcineurin (ca. um den Faktor 1000) sind [170]. Alternativ
kann der Zugang von Substraten zum aktiven Zentrum von Calcineurin inhibiert
werden, wobei die enzymatische Aktivitat von Calcineurin intakt bleibt. CsA und
FK506 wirken im Komplex mit ihren jeweiligen Immunophilinen auf diese Weise,
das CsA-Derivat [DAT-Sar]3-CsA [151] auch unkomplexiert. Ein Peptid, das von der
autoinhibitorischen Domane (AID, siehe Abb. 1.2) von Calcineurin abgeleitet ist
(AID4s57-482), blockiert wie diese den Zugang zum aktiven Zentrum des Enzyms, im

Gegensatz zur AID aber auch bei aktiviertem Calcineurin [171].

NCI3 blockiert zwar, wie diese anderen Inhibitoren auch, die Dephosphorylierung

von NFATc in Zellen, beeinflufdt aber nicht das katalytische Zentrum von Calcineu-
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rin an sich. In Vorversuchen inhibierte NCI3 nicht die Dephosphorylierung des Rii-
Phosphopeptides und Phosphocaseins durch rekombinantes Calcineurin, aller-
dings in geringem Maf3e die Dephosphorylierung des niedermolekularen syntheti-
schen Substrates pNPP. NCI3 unterscheidet sich darin von CsA, das im Dimer mit
CypA die calcineurinvermittelte Dephosphorylierung von Peptidsubstraten inhi-
biert, gleichzeitig aber die Phosphataseaktivitat gegen pNPP verstarkt [86, 98, 99,
151].

NCI3 und die NFATc-Rephosphorylierung

Nicht nur die Inhibierung der NFATc-Dephosphorylierung, sondern auch eine ver-
starkte NFATc-Rephosphorylierung durch bestimmte Kinasen kann dazu fiihren,
dafd durch den Export des phosphorylierten Transkriptionsfaktors ins Zytosol die
stimulationsinduzierte NFAT-vermittelte Genexpression gehemmt wird. Der
NFATc-Inhibitor Rocaglamid beispielsweise verstirkt die Aktivitit der NFATc-
Kinase p38 MAPK und reduziert so die Expression von IL-2 und anderen Zytokinen
[147]. Fiir NCI3 konnte ausgeschlossen werden, dafd eine Verstarkung der Aktivitat
der prominenten NFATc-Kinasen PKA und GSK3f zu den beobachteten inhibitori-
schen Effekten fiihrt (Abb. 3.5). Allerdings bleibt offen, ob NCI3 die Aktivitdt ande-
rer Kinasen erhoht, die ebenfalls als NFATc-Kinasen diskutiert werden. Dazu geho-

ren CK1, p38 MAPK oder DYRK1.

NCI3 und die Calcineurin-NFATc-Interaktion

NFATc interagiert mit Calcineurin nicht nur im Bereich der Serin-Phosphory-
lierungsstellen, sondern auch zusatzlich iber mindestens zwei andere Bindemoti-
ve, das PxIXIT- und das LxVP-Motiv. Eine Storung der Bindung dieser Motive wiir-
de die Interaktion zwischen beiden Proteinen inhibieren. NFATc2 bindet Calcineu-
rin hauptsachlich tiber das PxIxIT-Motiv, und nur sehr schwach iiber das LxVP-
Motiv, NFATc1 besitzt ein LxVP-Motiv mit hoherer Calcineurinaffinitit und bindet
daher iiber beide Motive. Die Binderegion fiir das PxIxIT-Motiv ist im Gegensatz zu
der des LxVP-Motivs nicht in unmittelbarer Nahe des aktiven Zentrums [54, 55].
Daher ist eine Storung der PxIxIT-Binderegion geeignet, die Calcineurin-NFATc-

Interaktion zu inhibieren. Dabei wird die katalytische Aktivitit von Calcineurin
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nicht beeinflufdt, und Substrate, die nicht Uiber dieses Motiv binden, konnen trotz-
dem dephosphoryliert werden. Das VIVIT-Peptid ist durch Aminosdurensubstituti-
on aus dem PxIxXIT-Motiv von NFATc geschaffen worden [146] und kann NFATc
von Calcineurin kompetitiv verdrangen. Dabei wirkt es selektiver auf verschiedene
calcineurinabhingige Signalwege als CsA. Auch der Inhibitor Dipyridamol greift
wahrscheinlich an der PxIxIT-Calcineurin-Wechselwirkung an [58, 172], wurde
aber wegen seiner erst kiirzlichen Charakterisierung in dieser Arbeit nicht als Kon-

trolle verwendet.

Das Calcineurin-VIVIT-Bindungsassay zeigt, daf? NCI3 die Bindung zwischen bei-
den Komponenten teilweise stort (Abb. 4.1). Allerdings wird auch bei hohen NCI3-
Konzentrationen die Bindung des VIVIT-Peptides an Calcineurin nicht komplett
blockiert. Das VIVIT-Peptid bindet wesentlich starker an Calcineurin als das in
NFATc2 enthaltene SPRIEIT-Motiv, was durch die nur teilweise Storung der Calci-
neurin-VIVIT-Interaktion durch NCI3 nicht kompensiert wird. Die verbleibende
VIVIT-Calcineurin-Bindung reicht dann wahrscheinlich aus, im NFATc2-Dephos-
phorylierungsassay (Abb. 3.4B) die Calcineurin-NFATc2-Bindung zu inhibieren.
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Abb. 4.1: NCI3 inhibiert teilweise die Bindung des VIVIT-Peptides an Calcineurin. FITC-
markiertes Calcineurin A wurde mit den biotinylierten Peptiden inkubiert und dann zu Streptavi-
din-beschichteten Sepharosebeads gegeben. Mittels Durchfluf3zytometrie wurde das peptidgebun-
dene Calcineurin als partikelassoziierte Fluoreszenz gemessen. Fiir die Messungen mit Inhibitor
wurde Calcineurin mit NCI3 oder DMSO vorinkubiert. Links die Daten eines reprasentativen Expe-
riments, rechts die Daten von zwei Experimenten in Triplikaten. Daten sind Mittelwerte * SD. C.
Brandt in Sieber et al. 2007

Die Daten des Bindungsassays legen nahe, dafd NCI3 iiber eine Stérung der Calci-
neurin-NFATc-Wechselwirkung am PxIXIT-Motiv wirkt. Dies erklart auch den addi-
tiven Effekt von CsA und NCI3 auf die Inhibierung der NFATc-abhiangigen Repor-
tergenexpression (Abb. 3.3B). Der CsA:CypA-Komplex bindet an Calcineurin an

einer Bindetasche, die durch Reste der katalytischen Domane, der Calcineurin B-
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bindenden Domane und Calcineurin B gebildet wird [97]. Diese Bindestelle tiber-
lappt nicht mit der PxIXIT-Bindestelle [56], und CsA-CypA stort nicht die Bindung
von PxIXIT-Peptiden an Calcineurin [58], im Gegensatz zu NCI3. Durch CsA-CypA

und NCI3 werden also zwei verschiedene Substratbindungsstellen blockiert.

Trotz der Interferenz mit der Calcineurin-PxIxXT-Bindung ist NCI3, im Gegensatz
zum VIVIT-Peptid, kein Inhibitor der NFATc-Dephosphorylierung in Zellysaten. Die
Modulierung der PxIXIT-Binderegion von Calcineurin durch NCI3 scheint daher

nicht die Calcineurin-NFATc-Interaktion direkt zu inhibieren.

NCI3 und Calcineurin-bindende Proteine

Moglicherweise modifiziert NCI3 die Konformation von Calcineurin dermafien, daf3
die PxIxIT-bindende Domadne oder andere Protein-Protein-Interaktionsstellen in
ihrer Affinitdt zu den verschiedenen calcineurinbindenden Proteinen verandert
werden. Dadurch konnte NCI3 die Interaktion zwischen Calcineurin und anderen
Partnerproteinen modulieren. Diese Proteine konnten als Kofaktor oder zelluldre
Ankerproteine dienen. In Zellysaten wiirden dann diese Proteine die Dephosphory-
lierung von NFATc durch Calcineurin nicht beeinflussen, weil sie unter diesen Be-
dingungen entweder nicht in der richtigen Konzentration oder Lokalisierung vor-
liegen. So ist beispielsweise fiir das Protein Bcl-2 gezeigt worden, daf es im Kom-
plex mit FKBP38 Calcineurin bindet und zu den Mitochondrien und an das En-
doplasmatische Retikulum transloziert. [173, 174]. In diesem Zustand steht Calci-
neurin dann nicht mehr fiir die NFATc-Dephosphorylierung zur Verfiigung, obwohl
seine Phosphataseaktivitit intakt ist. Der Bcl-2/FKBP38-abhangige inhibitorische
Mechanismus wiirde allerdings nur in intakten Zellen funktionieren, aber nicht in
Zellysaten, da er auf einer Calcineurinrelokalisierung innerhalb der Zellstruktur
beruht. Falls NCI3 die Calcineurin-Bcl-2-Bindung verstarkt, konnte in intakten T-
Zellen weniger Calcineurin fiir die NFATc-Dephosphorylierung zur Verfiigung ste-
hen, da es an die Mitochondrien rekrutiert wird. In Zellysaten dagegen wiirde Cal-
cineurin trotz Bindung an Bcl-2 mit NFATc interagieren konnen, da die Zellmemb-

ranen zerstort sind.

Calcineurin besitzt ein breites Spektrum an potentiellen Interaktionspartnern, die
als Substrate, Inhibitoren oder Ankerproteine dienen kénnen [109]. Einige dieser

Proteine verfiigen wie NFATc2 oder RCAN1 iiber eine PxIXIT-Domadne, beispiels-
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weise AKAP79 oder CABIN1. Welche dieser Proteine nun mit Calcineurin in Anwe-
senheit von NCI3 anders wechselwirken konnten als in dessen Abwesenheit, muf3
durch weitere Experimente geklart werden. Moglich wiren Ko-Immuno-
prazipitationsexperimente, bei denen Calcineurin in An- oder Abwesenheit von
NCI3 zusammen mit assoziierten Proteinen isoliert wird. Die Identifikation der
unterschiedlichen Assoziationspartner konnte dann dazu beitragen, diese Frage zu

beantworten.

NCI3 und die Interaktion mit Calcineurin

Der genaue Wirkmechanismus von NCI3 ist nicht v6llig klar. Es gibt jedoch einige
Hinweise auf eine direkte Calcineurin-NCI3-Interaktion. Erstens interferiert NCI3
partiell mit der Calcineurin-VIVIT-Interaktion im Bindungsassay. Zweitens inhibie-
ren die strukturell verwandten Substanzen NCI1 und 2 Calcineurin, aber nicht die
anderen Ser/Thr-Phosphatasen der PPP-Familie. Drittens inhibiert NCI3 minimal
die Dephosphorylierung von pNPP durch Calcineurin. Viertens wirkt NCI3 in der
Calcineurin-NFATc-Signalkette unterhalb der Calciummobilisierung und PKC-
Aktivierung, aber oberhalb der NFATc-Dephosphorylierung. Calcineurin ist genau
an dieser Stelle in der TCR-abhdngigen Signaltransduktion lokalisiert. Aufserdem
ist Calcineurin einzigartig in seinen Eigenschaften als Ca2*/Calmodulin-abhdngige
und NFATc-dephosphorylierende Proteinphosphatase [36]. Flinftens inhibiert
NCI3 sowohl den PMA/lonomycin-induzierten NFATc- als auch NF-kB-Signalweg,
die beide von Calcineurin beeinfluf3t werden [60]. Sechstens werden die Effekte
von NCI3 partiell durch die ektopische Uberexpression von Calcineurin A in Jurkat-

T-Zellen kompensiert.

Direkte Bindungsstudien von NCI3 und Calcineurin sollten in Kooperation mit der
Humboldt-Universitat die Interaktion beider Molektile untersuchen. Leider konn-
ten durch die hohe Autofluoreszenz von NCI3 in den verwendeten Spektralberei-

chen keine Daten dazu gewonnen werden.

Nach den vorliegenden Ergebnissen kann NCI3 als Inhibitor der Calcineurin-
NFATc-Interaktion eingeordnet werden (Abb. 4.2). Weitere Untersuchungen sind
jedoch notig, um den molekularen Wirkmechanismus von NCI3 vollstdndig aufzu-

klaren.
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Abb. 4.2: Der Calcineurin-NFATc-Signalweg kann an verschiedenen Stellen inhibiert werden.
Nach rezeptorinduziertem Ca%*-Einstrom in die Zelle binden Calmodulin (CaM) und Calcineurin B
(CaNB) Ca?*-Ionen und aktivieren Calcineurin, indem sie in der Untereinheit A (CaNA) einen Kon-
formationswechsel induzieren. Aktiviertes Calcineurin bindet NFATc und dephosphoryliert an-
schlieflend den Transkriptionsfaktor. Dephosphoryliertes NFATc exponiert seine Kernlokalisie-
rungssequenz (NLS) und wird dadurch in den Kern transportiert, wo es an die entsprechenden
DNA-Sequenzen bindet, meist in Kombination mit anderen Transkriptionsfaktoren (TF). NFATc
wird durch Rephosphorylierung und folgende Translokation ins Zytosol deaktiviert. Verschiedene
Schritte in diesem Signalweg werden durch bestimmte Substanzen moduliert, wodurch eine Inhi-
bierung der NFATc-abhdngigen Genexpression eintritt. Eine Auswahl an Inhibitoren wird (in rot)
mit ihrem Angriffspunkt gezeigt; die in dieser Arbeit verwendeten Inhibitoren sind fett hervorge-
hoben. NCI3 inhibiert vermutlich die CaN-NFATc-Interaktion. AID: autoinhibitorische Doméne von
Calcineurin A.

4.1.2 Ist NCI3 eine mogliche Alternative zu CsA?

CsA und FK506 sind Calcineurininhibitoren, die die Transplantationsmedizin revo-
lutioniert haben. Mit ihnen ist die Unterdriickung der adaptiven Immunantwort
und damit der Transplantatabstof3ung moéglich geworden. Auch in der Dermatolo-
gie werden beide Substanzen erfolgreich eingesetzt. Allerdings verursacht die Ap-
plikation dieser Immunsuppressiva schwere Nebenwirkungen, die ihre Anwen-
dung limitieren [175].

CsA und FK506 wirken inhibitorisch auf Calcineurin, indem sie an ihre Immu-
nophiline binden und dieser Komplex nicht nur durch seine Gréfée den Substratzu-

gang zum aktiven Zentrum der Phosphatase sterisch behindert, sondern auféerdem



46

die Bindestelle fiir das LxVP-Motiv calcineurinbindender Proteine blockiert.
CsA-CypA und FK506-FKBP wirken so als Calcineurininhibitoren unspezifisch fiir
alle Proteinsubstrate. Zusatzlich inhibieren CsA und FK506 durch Bindung an ihre

Immunophiline deren PPlase-Aktivitat.

Darum wurden sowohl fiir die klinische Anwendung als auch fiir die Grundlagen-
forschung alternative Inhibitoren gesucht, die méglichst monospezifisch sind und
daher weniger Nebenwirkungen als CsA und FK506 aufweisen bzw. selektiver nur

einzelne Signalwege inhibieren sollten.

Es wurden Derivate von CsA und FK506 identifiziert, die monospezifisch die PPla-
sen inhibieren, ohne im Komplex mit den Immunophiline an Calcineurin zu binden
[152, 176, 177]. Mittels dieser Substanzen konnte gezeigt werden, dafd die Nephro-
toxizitdit von CsA und FK506 unabhidngig von ihrer Immunophilinbindung ist

[178]. Sie ist damit Resultat der Calcineurin-Inhibierung.

Eine Moglichkeit, diese Calcineurin-basierten Nebeneffekte zu minimieren, ist die
Reduzierung der Dosierung. Calcineurin ist in T-Zellen, im Gegensatz zu Nerven-
und Muskelzellen, relativ gering exprimiert. Damit sollte eine niedrigere CsA-Dosis
die Calcineurin-Aktivitat in T-Zellen und damit deren immunologische Funktion
inhibieren konnen, wahrend die Effekte des Inhibitors in anderen Geweben durch

hoheren Calcineuringehalt nicht so ausgepragt sein sollten [47].

Dieser Weg wird zur Zeit in der klinischen Routine genommen. Zusatzlich konnen
CsA und FK506 in Kombinationstherapie mit Immunsuppressiva mit anderen
Wirkmechanismen gegeben werden, wie monoklonalen Antikérpern (z. B. Inflixi-
mab gegen TNFa oder Basiliximab zur Blockade des IL-2-Rezeptors) oder Rapamy-
cin. Auch werden dhnliche Substanzen in der Dermatologie ektopisch lokal aufge-

tragen, statt sie systemisch zu applizieren.

Eine andere Moglichkeit ware, Inhibitoren zu entwickeln, die selektiver einzelne
calcineurinabhangige Ereignisse storen als CsA und FK506. In Vorversuchen wur-
de festgestellt, dafd CsA im Luciferase-Reportergenassay die NFAT- und NF-kB-
abhdngige Genexpression mit nahezu gleichem ICso-Wert (ca. 3 nM) inhibiert. NCI3
ist dagegen selektiver fiir NFAT (ICso von 2 uM vs. 7 uM fiir NF-xB). Dieser Unter-
schied liegt vermutlich im Wirkmechanismus begriindet, da CsA-CypA die
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Phosphataseaktivitdt von Calcineurin fiir eine Vielzahl von Proteinsubstraten inhi-
biert, wahrend NCI3 die Substratbindung moduliert und kaum mit der Phosphata-
seaktivitat interferiert. Es wird vermutet, dafd Inhibitoren mit diesem Wirkmecha-
nismus generell niedrigere Toxizitdt und Nebenwirkungen aufweisen [108, 146].
Es ist jedoch unklar, inwieweit diese Effekte von CsA auf die Inhibierung der
NFATc-Aktivierung, der Dephosphorylierung anderer Calcineurinsubstrate oder
Prozesse jenseits von Calcineurin zuriickzufiihren sind, wie z. B. die Inhibierung

des proteasomalen Proteinabbaus.

In der klinischen Routine wird NCI3 wohl kein Ersatz fiir CsA und FK506 sein. NCI3
muf} im mikromolaren Bereich eingesetzt werden, um in kultivierten Zellen die
Aktivierung von NFATc zu inhibieren, und Effekte von NCI3 in vivo sind bisher
nicht untersucht. Der Kenntnisstand iiber die Wirkungen von CsA und FK506 in
vivo dagegen ist durch Jahrzehnte intensiver Forschung ungleich hoher. In der
Grundlagenforschung jedoch kann NCI3 als Inhibitor des Calcineurin-NFATc-
Signalweges genutzt werden (E. Schulz et al. 2009 [179]; V. Pavlovic, Dissertation
2008; E. Serfling, personliche Kommunikation). Limitierend ist hier vor allem die

fehlende kommerzielle Verfiigbarkeit.

Neben NCI3 gibt es mittlerweile eine Reihe weiterer alternativer Calcineurin-
NFATc-Inhibitoren (Abb. 4.2). Einige dieser Substanzen sind noch spezifischer fiir
die Inhibierung der NFAT-abhangigen Genexpression als NCI3, beispielsweise
AM404, BTP1 oder das VIVIT-Peptid, haben aber verschiedene Nachteile. So wirkt
AM404 auf die NFATc-DNA-Bindung, hat aber eine noch hoéhere ICso als NCI3
(10 uM) fiir die NFAT-abhdngige Reportergenexpression [154]. Aufderdem hat
AM404 neben der NFATc-Inhibierung noch eine Reihe weiterer Wirkungen, wie
die Inhibierung der Cyclooxygenasen 1 und 2 [153]. BTP1 hat einen ICso von nur
10 nM fiir die NFAT-abhangige Reportergenexpression, und bei dieser Konzentra-
tion wird die transkriptionelle Aktivitit von NF-kB kaum beeinflufd3t (Abb. 3.9D).
Der Wirkmechanismus von BTP1 ist allerdings ungeklart, so daf3 andere Effekte
nicht ausgeschlossen werden kénnen. Das VIVIT-Peptid kompetitiert mit der Cal-
cineurin-PxIxIT-Wechselwirkung und ist so ein selektiver Inhibitor der NFATc-

Aktivierung. Wahrscheinlich inhibiert das VIVIT-Peptid aber nicht nur die Bindung
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von NFATc, sondern auch anderer Proteine mit PxIxIT-Motiv, z. B. RCAN1 [58].
Limitierend ist aufierdem die schlechte Membranpermeabilitit des Peptides, so
dafs es entweder nur in zellfreien Assays eingesetzt werden kann oder als Fusions-
protein (z.B. an GFP [146]) liberexprimiert werden muf3. Eine Variante, die N-
terminal zusatzlich 11 Arginin-Reste besitzt (11R-VIVIT), wird aber in einer Reihe
von Experimenten als zellpermeabel beschrieben und als Calcineurin-NFATc-
Inhibitor zu wirken [180]. Auch wenn diese Beobachtungen nicht unumstritten
sind, wird fiir diese Version des VIVIT-Peptides grofdes therapeutisches Potential

prognostiziert [181].

Insgesamt gibt es zusatzlich zu NCI3 fiir die Grundlagenforschung mittlerweile ei-
nige andere Alternativen zu CsA und FK506. NCI3 konnte aber als Leitsubstanz
dienen, weitere neue Substanzen zu synthetisieren und zu charakterisieren, da es

einen neuartigen molekularen Wirkmechanismus aufweist.

4.2 Die Regulation der RCAN1-Expression in humanen Ty-Zellen

Calcineurin ist nicht nur Angriffspunkt niedermolekularer ,exogener” Inhibitoren,
die Zelle selbst nutzt endogene modulatorische Proteine, um eine Feinregulation

der Calcineurin-Aktivitat zu ermdéglichen.

Das endogene calcineurinbindende Protein RCAN1 wurde bisher in verschiedenen
Zelltypen beschrieben: in Muskelzellen des Skeletts [125] und der Gefafiwande
[182], in Neuronen [183, 184] und Gliazellen [185], Megakaryozyten [186] und
Endocardzellen [187]. Fiir T-Zellen sind bisher wenige Daten zu RCAN1 publiziert
worden. Daten von RCAN1-/--Miusen lassen den Schluf zu, daf RCAN1 in T-Zellen
NFATc-abhangige Signalwege dampft [188]. RCAN1 ist als Inhibitor des Calcineu-
rin-NFATc-Signalweges beschrieben worden, allerdings wurden diese Daten mit
Proteinfragmenten und in Uberexpressionsversuchen erhalten. RCAN1 bindet an
Calcineurin tiber die SP-reiche Region, das PSVVVH-Motif und das LAPP-Motiv.
Dadurch werden sowohl das aktive Zentrum von Calcineurin als auch die LxVP-
und PxIxIT-bindenden Regionen der Phosphatase von RCAN1 blockiert. Es kann
daher angenommen werden, daf RCAN1 nicht nur selektiv die Aktivierung von

NFATc inhibiert, sondern mit einer grof3en Bandbreite von Calcineurinsubstraten
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kompetitiert. Knockout-Experimente deuten zusatzlich auf eine zweite, calcineu-
rinstimulierende Rolle von RCAN1 hin, da der Verlust von funktionellem RCAN1 in

Hefezellen zu einer erhohten Calcineurinaktivitat fiihrt [123, 124].

RCAN1 wird in mehreren Spleifdvarianten exprimiert, von denen RCAN1-1 und
RCAN1-4 anscheinend die einzigen in adulten Zellen vorkommenden Varianten
sind. Bemerkenswert ist die unterschiedliche Expression der beiden Spleifdvarian-
ten: Wahrend RCAN1-1 in den untersuchten Zelltypen basal exprimiert ist und
durch die Zugabe von Glucokortikoiden hochreguliert wird, ist RCAN1-4 basal

kaum exprimiert und wird bei Zellstref3 induziert.

Hier konnte gezeigt werden, dafd die Spleifdvariante RCAN1-1 auch in humanen
primadren CD4* T-Zellen exprimiert wird. Die Expression ist nicht durch Stimulie-
rung der Zellen induzierbar; weder durch Kreuzvernetzung des T-Zellrezeptors
und des kostimulatorischen Rezeptors CD28 mit aCD3/aCD28-Antikérpern noch
mit dem unphysiologischeren und starkeren Stimulus PMA/lonomycin. Die Ex-
pression von RCAN1-1 wird demnach weder iiber NFATc, NF-kB und AP-1 modu-
liert, noch iiber andere, TCR- oder CD28-kontrollierte Signalwege und ist unab-
hangig vom zytosolischen Ca2*-Gehalt. Auch auf Proteinebene zeigte sich ein kon-
stantes Niveau an RCAN1-1, die detektierte Bande entspricht der Translationsvari-
ante RCAN1-1L (Abb. 3.11). Die Translationsvariante RCAN1-1S konnte nicht oder
nur sehr schwach detektiert werden. Dies steht in Ubereinstimmung mit Befunden
aus murinen Herz- und Muskelzellen. Es wird postuliert, dafd RCAN1-1S nur eine
sehr kurze Halbwertzeit hat und damit nur ein geringes Proteinniveau erreicht
[115]. Unbekannt ist, ob die Translation von RCAN1-1L und -1S von derselben

mRNA unterschiedlich reguliert ist.

RCAN1-4 wird im Gegensatz zu RCAN1-1 stimulationsabhdngig induziert. Im Pro-
motor von RCAN1-4 (bis -800 bp) wurden bei in silico-Analysen iiber 10 Bindestel-
len fiir NFAT gefunden [134], bei eigener Suche mittels ConTra (Universitat Gent,
Belgien [189]) wurden in diesem Bereich 11 putative NFAT-Bindestellen prognos-
tiziert. Mehrere dieser Stellen liegen sehr nahe beieinander (8-10 Basenpaare von-
einander entfernt), so daf$ dort auch NFATc-Dimere binden kénnten. Die Expressi-

on von RCAN1-4 wird nicht nur durch Calciuminflux, sondern auch bei Uberex-
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pression von Calcineurin in Muskelzellen induziert [134] und ist in Endocardzellen
NFATc1-abhangig [187]. Diese Befunde lassen darauf schliefden, dafd in den unter-

suchten Zellarten RCAN1-4 {iber den Calcineurin-NFATc-Signalweg reguliert wird.

Die Spleifdvariante RCAN1-4 hat sowohl in Jurkat- als auch in primaren CD4* T-
Zellen ein sehr niedriges basales Transkriptionsniveau, nahe der Detektionsgrenze.
Durch Stimulierung mit Ionomycin, PMA/lonomycin oder aCD3/CD28-Anti-
korpern kann die Transkription von RCAN1-4 in T-Zellen induziert werden. Die
Expression von RCAN1-4 ist also auch in T-Zellen calciumabhangig, die PMA-
abhdngige Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-kB und AP-1 allein ist fiir
die Induktion von RCAN-1-4 nicht ausreichend. Durch Einsatz der Calcineurin-
NFATc-spezifischen niedermolekularen Inhibitoren CsA, NCI3, AM404 oder BTP1
konnte gezeigt werden, dafd die RCAN1-4-Expression fiir diese Substanzen emp-

findlich ist und daher tiber diesen Signalweg kontrolliert wird.

In Ty-Zell-Subpopulationen korreliert die Starke der RCAN1-4-Induktion mit der
Menge an Calcineurin und NFATc2 in den Zellen. Es konnte gezeigt werden, daf3
Gedachtnis-Ty-Zellen mehr Calcineurin A und NFATc2 exprimieren als naive Tu-
Zellen, und nach PMA/Ionomycin- und auch aCD3/CD28-Antikérper-Stimulierung
die RCAN1-4-Transkription folglich stirker induzieren. Diese hohere Induktion ist
auch bei anhaltender Stimulierung zu beobachten (Abb. 3.10). Allerdings ist mitt-
lerweile bekannt (H. Bendfeldt, personliche Kommunikation), dafy Gedachtnis-Tg-
Zellen auch hohere Mengen der NF-kB- und AP-1-Untereinheiten exprimieren, so
daf diese Subpopulation kein klares Modell der Calcineurin-NFATc-Abhdngigkeit
der RCAN1-4-Induktion darstellt. Die erhohte RCAN1-4-Hochregulation kann also
ebenso Zeichen generell hoherer transkriptioneller Aktivitit sein, die sich bei-
spielsweise auch darin dufdert, daf Gedachtnis-Trx-Zellen nach TCR-Stimulierung
mehr und schneller IL-2 und andere Zytokine produzieren kénnen als naive Tu-
Zellen [190]. Fiir die Funktion der Gedachtnis-Tu-Zellen, auf bekannte Antigene
schnell zu reagieren, ist diese gesteigerte Expression von Signalproteinen und
Transkriptionsfaktoren essentiell. Daher ist aber vermutlich auch ein starkeres
negatives Feedback durch RCAN1-4 nétig, um diese hohere Aktivitat abzupuffern.
Insofern erscheint die erhohte RCAN1-4-Induktion in Gedachtnis-Tu-Zellen physio-

logisch sinnvoll.
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In silico-Analysen des RCAN1-4-Promotorbereiches zeigen zusatzlich zu den NFAT-
Bindestellen einige fiir den Transkriptionsfaktor AP-1 (ConTra). AP-1 und NFATc
bilden einen stabilen terndren NFATc-AP1-Komplex, der synergistisch die
Transkription verstirken kann [71]. In wieweit RCAN1-4 durch AP-1 reguliert
werden kann, ist nicht untersucht. Die AP-1-DNA-Bindung wird durch CaZ*-Influx
verstarkt [68], so daf die lonomycin-abhangige RCAN1-4-Induktion moglicherwei-
se zusatzlich zu NFATc auch auf erhohte AP-1-Aktivitat zuriickzufiihren ist. Die
Sensitivitit der RCAN1-4-Induktion fir die Calcineurin-NFATc-Inhibitoren CsA,
NCI3 und BTP-1, die alle drei keinen bzw. keinen negativen Effekt auf die AP-1-
abhdngige Genexpression haben, zeigt aber, dafd NFATc der limitierende

Transkriptionsfaktor fiir die Expression dieser Spleifdvariante ist.

Die Expressionskinetik von RCAN1-4 dhnelt der anderer stimulierungs- und
NFATc-abhangiger Gene. Die mRNA von IL-2 beispielsweise weist ebenso wie
RCAN1-4 ein Maximum bei 4 h auf und geht trotz andauernder Stimulierung in-
nerhalb der nachsten Stunden zuriick. Nach 12 h ist ein Minimum erreicht, das
aber liber dem Basalniveau liegt [191]. Die Expression des NFATc-kontrollierten
Oberflachenproteins CD40L zeigt eine dhnliche Kinetik mit einem Maximum bei 3 -
6h [192] Auch die Expressionskinetik der NFATc-induzierten Spleifdvariante
NFATc1/A ist ahnlich [193]. Hier liegt das Transkriptionsmaximum bei 9 h nach
PMA/Ionomycin-Stimulierung [194]. Mathematische Modelle postulieren, daf3 die-
ser zeitliche Verlauf der NFATc-abhiangigen Genexpression durch negative Riick-
kopplungsmechanismen verursacht wird, zu denen die RCAN1-4-Expression ge-

hort [195].

Fiir die Expression von RCAN1-4 auf mRNA-Ebene konnten Daten gewonnen wer-
den. Durch Fehlen eines Antikorpers gegen RCAN1-4 konnten diese nicht mit Pro-
teindaten erginzt und korreliert werden. Die kduflichen oder der zur Verfligung
gestellte Antikorper waren nicht in der Lage, RCAN1-4 auf physiologischem Niveau
im Western blot zu detektieren (auf liberexprimiertem Niveau in HEK293T-Zellen
dagegen teilweise schon). Auch selbst erzeugte Antikdrper gegen den kodierenden
Bereich des Exons 4 als GST-Fusion (in Kooperation mit Pineda Antikérper Service,

Berlin) waren dafiir nicht affin genug. Méglich ist allerdings auch, daf3 RCAN1-4 in
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T-Zellen auf Proteinebene sehr niedrig exprimiert wird und RCAN1-1 in ihnen die

prominente Spleifdvariante darstellt.

Die Entwicklung eines eigenen mono- oder polyklonalen Antikérpers gegen RCAN-
4 hatte neben Western blot- auch andere Analysemethoden méglich gemacht. Da-
mit sollte durch Einzelzellfirbungen gegen RCAN1-4-Protein durchfluf3zyto-
metrisch bestimmt werden, ob RCAN1-4 wie beispielsweise IL-2 einem bindren
Expressionsmuster folgt, wie es von einem NFATc-kontrollierten Gen zu erwarten
ware [196]. Moglich waren Kofarbungen mit T-Zell-subpopulationsspezifischen
Proteinen, um die Expression der RCAN1-Spleifdvarianten mit der Funktion dieser
Subpopulationen zu korrelieren, wie es auf mRNA-Ebene nur ansatzweise gelun-
gen ist. Auch konnten durch Kofarbungen mit Transkriptionsfaktoren genauer als
auf mRNA-Ebene, wo liber ganze Zellpopulationen gemittelt wurde, bestimmt
werden, inwieweit die Mengen und die Aktivierung der einzelnen Trankriptions-

faktoren mit der RCAN1-4-Expression zusammenhangen.

Die Phosphorylierung von RCAN1 143t sich nur durch Bestimmung auf Proteinebe-
ne untersuchen. Es ist gezeigt worden, dafd RCAN1 als Phosphoprotein vorliegen
kann, jedoch ist die Regulation und Funktion des Phosphostatus’ umstritten [114-
118, 135]. Durch die Anwendung ausgewahlter Kinase- und Phosphataseinhibito-
ren und die anschlief3ende Detektion des Phosphostatus von RCAN1 iiber Western
blot kdnnten moglicherweise Daten gewonnen werden, die zu dieser Diskussion
beitragen. Falls die Unterschiede in der Elektromobilitdt zu gering ausfallen wiir-
den, um sie gut zu detektieren (siehe Abb. 3.11B), konnte iliber Kofdrbung mit
phosphoserinspezifischen Antikérpern oder iiber 2D-Gelelektrophoresen mogli-

cherweise der Phosphostatus von RCAN1 besser bestimmt werden [115].

Aus der Literatur und den hier vorgestellten Daten zur RCAN1-Expression in
Tu-Zellen 1af3t sich ein grundlegendes Modell erstellen (Abb. 4.3). Die Spleifdvarian-
te RCAN1-1 ist, sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene, in ruhenden T-Zellen
exprimiert (Abb. 3.11). Damit wird in diesen Zellen durch RCAN1-1 im Zusammen-
spiel mit anderen endogenen Calcineurininhibitoren wahrscheinlich die basale
Aktivitat von Calcineurin reguliert. Da RCAN1-4 erst nach mehreren Stunden ma-

ximal induziert wird, ist das Niveau von RCAN1-1 ein moglicher Modulator der
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initialen TCR-abhangigen Calcineurinaktivierung. Die Inhibierung der Proliferation
maligner T-Zellen durch Glucokortikoide beruht moéglicherweise auf der damit
einhergehenden Calcineurin-Supprimierung durch eine Erhéhung der RCAN1-1-
Menge [131]. Das RCAN1-Niveau stellt also einen méglichen Angriffspunkt dar, den
Calcineurin-NFATc-Signalweg und damit die Aktivierbarkeit von T-und anderen

Zellen zu modulieren und feinabzustimmen.

Abb. 4.3: Vereinfachtes Modell der postulier-
ten RCAN1-1- und RCAN1-4-Expression wih-
rend der T-Zellstimulierung. Die verschiede-
nen RCAN1-Spleiffvarianten haben moglicher-
weise unterschiedliche Funktionen im Calcineu-

basal & induziert rin-NFATc-Signalweg: RCAN1-1 kann die basale
initial ' und initiale Calcineurinaktivitit modulieren,
@ RCAN1-4 bildet einen negativen Riickkopp-

® lungsmechanismus fiir die NFATc-Aktivierung in

T-Zellen.

So konnten Ryeom et al. mit einem RCAN1-/--knockout-Mausmodell zeigen, dafd bei
Verlust von RCAN1 Tyx1-Zellen durch stimulationsbedingte FasL-Expression in die
Apoptose gehen [188]. Die Expression von FasL bedarf eines sehr starken NFATc-
Signals, das normalerweise erst durch mehrfache schnelle Stimulierung der T-
Zellen erreicht wird. Diese ,,Uberstimulierung“ fuhrt in normalen Ty-Zellen zum
aktivierungsinduzierten Zelltod (AICD) iliber den FasL-Fas-Signalweg [197]. AICD
ist ein Mechanismus der klonalen Selektion im Thymus und der klonalen Kontrak-
tion in der Peripherie, wo tliberaktive T-Zellen so beseitigt werden [198]. In
RCAN1-/--T-Zellen kommt es nun schon durch milde Stimulierung zu einem Uber-
schieflen des Calcineurin-NFATc-Signalweges und damit zur Expression von FasL.
In Tul-Zellen, die Fas auf ihrer Oberflache tragen, wird durch Ligation mit FasL die
Apoptose ausgelost, wahren die Tu2-Zellen, die Fas nicht exprimieren, tiberleben.
Die RCAN1-/--knockout-Mduse besitzen daher ein verschobenes Tul/Tu2-
Verhaltnis. Allerdings wurden in diesem Modell durch Zerstérung des Exons 6

samtliche Spleifdvarianten von RCAN1 funktionslos. Damit kann nicht bestimmt
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werden, welchen Einflufd die fehlende basale Hemmung durch RCAN1-1 bzw. der
defekte Riickkopplungsmechanismus durch RCAN1-4 auf den beobachteten Phiano-
typ haben.

Durch knockdown der einzelnen Spleifdvarianten mittels siRNA, die sich gegen Ex-
on 1 oder Exon 4 richtet, wire diese Frage moglicherweise zu beantworten. Es ge-
lang im Rahmen dieser Arbeit leider nicht, primare humane Ty-Zellen lentiviral mit
entsprechenden shRNA-kodierenden Vektoren zu transfizieren. Die schlechte
Transfizierbarkeit von humanen T-Zellen ist aber ein generelles Problem beim Ar-

beiten mit diesem Zelltyp. Somit bedarf dieser Punkt weiterhin der Klarung.

4.3 SchluBfolgerung

In dieser Arbeit wurden zwei Modulatoren des Calcineurin-NFATc-Signalweges in
humanen Tu-Zellen ndher untersucht. Zum einen wurde der neuartige niedermole-
kulare Inhibitor NCI3 charakterisiert. NCI3 interferiert mit der Calcineurin-NFATc-
Bindung, die Phosphataseaktivitiat von Calcineurin bleibt dabei intakt. NCI3 besitzt
also einen vom klassischen Calcineurin-NFATc-Inhibitor verschiedenen neuartigen
Wirkmechanismus. NCI3 kann in der Grundlagenforschung als spezifischer NFATc-
Inhibitor eingesetzt werden und als Leitsubstanz fiir die Entwicklung weiterer In-

hibitoren dienen.

Zum anderen wurde das endogene calcineurinmodulatorische Protein RCAN1 hin-
sichtlich seiner Expression und Regulation in Tu-Zellen untersucht. Die Spleifdvari-
ante RCAN1-1 ist in humanen Ty-Zellen konstitutiv exprimiert, wahrend die Ex-
pression von RCAN1-4 calcineurin- und NFATc-abhangig nach T-Zellstimulierung
induziert wird. Damit moduliert RCAN1-1 die basale und initiale, RCAN1-4 die spa-

tere (>2h) Phase der T-Zellstimulierung.

Insgesamt tragen die in dieser Arbeit gewonnenen Daten und Erkenntnisse dazu
bei, das Verstindnis der Funktion und Regulation von Calcineurin in T-Zellen zu

vertiefen.
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5 Material & Methoden

5.1 Zellbiologische Methoden

5.1.1 Zellen, Zellinien und Medien
Vollmedien:

RPMI 1640 + 100 U/ml Penicillin, 100 U/ml Streptomycin, 10% hitzeinaktiviertes
FCS, 10 pg/ml B-Mercaptoethanol, 10 mM L-Glutamat (Invitrogen, Karlsuhe)

DMEM + 100 U/ml Penicillin, 100 U/ml Streptomycin, 10% hitzeinaktiviertes FCS,
10 pg/ml B-Mercaptoethanol, 10 mM L-Glutamat (Invitrogen)

Zellinie Zelltyp Vollmedium Bemerkungen
Jurkat humane T-Zellinie RPMI Klon E6-1, ATCC
HEK293T humane adhdrente Zelline DMEM Invitrogen

CD4+* T-Zellen humane primare Zellen RPMI

5.1.2 Kultivierung der Zellen

Alle Saugerzellen wurden im Inkubator bei 37 °C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5%
CO2-Gehalt kultiviert. Die Zahlung der Zellen erfolgte entweder mittels einer Neu-
bauer-Ziahlkammer oder mit dem CASY-Zahlgerdt (Scharfe System). Die le-
bend/tot-Unterscheidung erfolgte mittels Trypanblau (Sigma-Aldrich, Zahlkam-
mer) bzw. elektronisch tiber die Zelleitfahigkeit (CASY). Im CASY konnte durch die
Anzeige der Zellgrofie auch zwischen T-Zellen und Monozyten unterschieden wer-

den.

Jurkat-T-Zellen wurden in 75 cm2-Flaschen kultiviert und alle 2 bis 3 Tage 1:5 bis
1:8 mit frischem Medium gesplittet, um die Zellzahl zwischen 0,2x10> und 1,5x10°6

Zellen/ml zu halten.

HEK293T-Zellen wurden in 75 cm?-Flaschen kultiviert und alle 3 bis 4 Tage trypsi-

niert und 1:10 gesplittet, um eine Konfluenz von maximal 80 % zu halten.

PBMC und gereinigte primare T-Zellen wurden in RPMI-Vollmedium kultiviert.
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5.1.3 Gewinnung von PBMC

Humane mononukleare Zellen aus peripherem Blut (PBMC) wurden aus buffy coats
(Blutspendedienst des DRK, Berlin-Wannsee) oder aus Leukozytenfiltern (Blut-
spende der Charité Berlin) isoliert. Das Vollblut wurde zu gleichen Teilen mit
PBS/BSA/EDTA in 50ml Falcon-Réhrchen (BD Biosciences, Heidelberg) gemischt
und durch die Zentrifugation (2000 rpm, 20 min RT ohne Bremse) tlber ein Sac-
charosekissen (Ficoll, PAA, Osterreich) aufgetrennt. Ficoll-Dichtegradientenzentri-
fugation erlaubt die Trennung von intakten Lymphozyten, Monozyten und NK-
Zellen (PBMC) von Erythrozyten, Granulozyten und toten Zellen. Die PBMC-
Fraktion wurde zweimal mit eiskaltem PBS/BSA/EDTA gewaschen, dabei wurden
die nicht sedimentierenden Thrombozyten durch Zentrifugation (1500 rpm,
15 min, 4°C) entfernt. Die PBMC-Fraktion wurde in PBS/BSA/EDTA bei 4°C bis

zum Gebrauch gelagert.

5.1.4 Magnetische Zellsortierung (MACS)

Magnetische Zellsortierung beruht auf der Bindung mikrobeadgekoppelter mo-
noklonaler Antikérper an die entsprechenden Oberflachenepitope positiver Zellen.
Die benutzten Mikrobeads haben einen Durchmesser von etwa 100 nm und sind
paramagnetisch. Die mit entsprechenden Mikrobeads versetzte heterologe Zell-
suspension wird durch eine mit Stahlwolle gefiillte Sdule geschickt, die sich in ei-
nem starken Magnetfeld befindet. Zellen, die die paramagnetischen Mikrobeads
gebunden haben, werden in der Saule zurtickgehalten, wahrend die anderen Zellen
durch die Saule hindurchfliefSen. Wird die Saule aus dem Magnetfeld entfernt und

gewaschen, werden die gebundenen Zellen eluiert.

Zur Gewinnung der CD4+-positiven Ty-Zellen wurden die PBMC in PBS/BSA/EDTA
resuspendiert und mit Beriglobin (Aventis Behring, Marburg) fiir 5 min bei 4 °C
inkubiert. Beriglobin blockiert die Fcy-Rezeptoren, die eine unspezifische Bindung
der Mikrobeads verursachen wiirden. Danach wurden aCD4-Antikorper-
beschichtete Mikrobeads (Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach) nach Herstelleran-
gaben zu der Zellsuspension gegeben und die Zellen weitere 20 min bei 4 °C inku-
biert. Anschliefdend wurden die Zellen durch Zentrifugation (1200 rpm, 10 min,
4 °C) von den nichtgebunden Mikrobeads getrennt und in 3 ml PBS/BSA/EDTA
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resuspendiert. Die Zellsuspension wurde iiber LS-Sdulen (Miltenyi Biotech) gege-
ben, die dreimal mit eiskaltem PBS/BSA/EDTA gewaschen wurden. Die LS-Sdulen
wurden aus dem Magnetfeld entnommen und die CD4-positiven Zellen mit je 5 ml
eiskaltem PBS/BSA eluiert. Anschliefend wurden die Zellen gezdhlt und die ge-

wiinschte Zellzahl wurde in RPMI-Vollmedium aufgenommen.

Die Reinheit der isolierten Zellpopulationen (MACS-Check) wurde bestimmt, in-
dem ein Aliquot mit entsprechenden fluoreszenzmarkierten Antikoérpern versetzt

und diese Probe durchflufdzytometrisch (siehe unten) analysiert wurde.

5.1.5 DurchfluBzytometrie und Fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (FACS)

Die Durchflufizytometrie ermdéglicht die Messung der Grofde, Granularitiat und Flu-
oreszenz lebender oder fixierter Zellen auf Einzelzellebene. Im Gerat wird eine
Zellsupension im Fliissigkeitsstrom in Einzelzellen aufgetrennt, die dann durch ein
Laser/Detektor-Array fliefden. Je nach Ausstattung des Gerates kénnen die Einzel-
zellen nach den gemessenen Parametern fraktioniert aufgefangen werden (FACS).
Die Expression nichtfluoreszierender Proteine kann durch deren Anfirbung mit
fluoreszenzgekoppelten spezifischen Antikorpern erfafdt werden. Oberflachenpro-
teine sind bei lebenden, intakten Zellen anfarbbar, wodurch diese nach Zellfarbung
und zytometrischer Messung oder Sortierung weiter kultiviert werden kénnen. Fiir
die Anfarbung und Messung intrazelluldrer Proteine miissen die Zellen dagegen

vorher fixiert und permeabilisert werden.

10

103

CD45R0O FITC-A
CD25 APC-A

10° 10° 10? 10° 10° 10° 10* 10°
CD45RA PE-Cy7-A CD127 PE-A
Abb. 4.1: Sortierstrategie fiir naive und Gedichtnis-Ty-Zellen sowie regulatorische T-Zellen.

Zur Isolation von Ty-Subpopulationen wurden PBMCs erst via MACS auf CD4* vor-

sortiert, dann angefarbt (a«CD25-APC, aCD127-PE, a«CD45RA-PE-Cy7, aCD45R0-
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FITC, alle BD Biosciences oder DRFZ-Eigenproduktion) und im FACS Aria II (BD
Biosciences) isoliert. Naive Ty-Zellen sind dabei CD45RA*/CD45R0-, Gedachtnis-
Tu-Zellen CD45RA-/CD45R0* und regulatorische T-Zellen CD25high und CD127-
(siehe Abb. 4.1). Die Zellpopulationen wurden bei der Isolation gezadhlt und in PBS
aufgefangen. Anschlief3end wurden die Zellen in PBS/BSA gewaschen und in RPMI-

Vollmedium aufgenommen.

5.1.6 Zelistimulierung

Jukat-T-Zellen wurden, wenn nicht anders angegeben, mit 10 ng/ml Phorbol-12-
myristat-13-acetat (PMA) und 1pg/ml lonomycin (beide Sigma-Aldrich, Steinheim)

stimuliert.

Primare CD4+ T-Zellen wurden entweder mit PMA/Ionomycin stimuliert oder mit
oberflichengebundenen Antikérpern. Fiir rezeptorvermittelte Stimulierungen
wurden mit murinen monoklonalen ahuman CD3- und ahuman CD28-Antikérpern
(beide BD Biosciences) beschichtete Polystyrenbeads (Postnova Analytics, Lands-
berg) verwendet und im Verhaltnis 1,5:1 mit MACS sortierten CD4* T-Zellen einge-
setzt. Polystyren-Plastikkiigelchen (1x108/ml) mit einem Durchmesser von 6 pm
wurden mit 20 pg aCD3- und 80 pg aCD28-Antikérpern in 1 ml PBS fiir zwei Stun-
den bei 37°C schiittelnd inkubiert. Anschlieféend wurden die Beads pelletiert, fiir
eine Stunde mit RPMI-Vollmedium blockiert und in 1ml RPMI-Vollmedium re-

suspendiert und bei 4°C gelagert.

5.1.7 Bestimmung der Zellproliferation

Die Proliferation stimulierter humaner Tu-Zellen wurde mittels Carboxyfluores-
zeindiazetatsuccinimidylester (CFDA-SE)-Farbung im FACS untersucht. CFDA-SE
diffundiert in das Zellinnere und wird dort durch Esterasen in zellmembranim-
permeablen Carboxyfluoreszeinsuccinimidylester (CFSE) umgewandelt. CFSE in-
terferiert nicht mit zelluliren Prozessen und wird bei Zellteilung gleichmaf3ig auf
die Tochterzellen verteilt. Dadurch wird bei jeder Zellteilung die relative Fluores-
zenzintensitiat des Farbstoffes halbiert, womit die Zellteilung gemessen werden

kann [199].
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Die isolierten Ty-Zellen wurden vor der Stimulierung in PBS resuspendiert und
eine Konzentration von 2x107 Zellen/ml eingestellt. Die Zellsuspension wurde mit
dem gleichen Volumen einer 2 uM CFDA-SE-PBS-Losung gemischt und fiir 3 min
30 s bei Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 ml
RPMI-Vollmedium gestoppt. Die Zellsuspension wurde mit PBS/BSA gewaschen
(1200 rpm, 10 min, 4 °C) und in RPMI-Vollmedium resuspendiert. Anschlief3end
wurden die Zellen mit oberflichengebundenen aCD3/aCD28-Antikoérpern fiir 5
Tage stimuliert und anschliefdend im FACS analysiert. Dabei wurden mittels Propi-
diumiodid (PI)-Farbung die lebenden Zellen separiert und im FL1-Kanal auf ihre

CFSE-Fluoreszenz untersucht.

5.1.8 Bestimmung der IL-2-Expression von CD4" T-Zellen

MACS-aufgereinigte CD4+ Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen an
NCI3 oder DMSO fiir 30 min vorinkubiert und anschlief}end mit aCD3/aCD28-
beads fiir 8 h stimuliert. Fiir die letzten 3 h wurden 5 pg/ml Brefeldin A zu den Zel-
len gegeben, um die Sekretion der exprimierten Zytokine zu verhindern. Die Zellen
wurden geerntet, mit PBS gewaschen, mit 2% Formaldehyd-PBS (20 min, Raum-
temperatur) fixiert und durch Inkubation in 0,5% Saponin-PBS/BSA permeabili-
siert. Die fixierten und permeabilisierten Zellen wurden mit der Farbelésung
(0,5% Saponin-PBS/BSA, oIL-2-Phycoerythrin (PE; BD Biosciences)) inkubiert, mit

0,5% Saponin-PBS/BSA gewaschen und durchflufdzytometrisch vermessen.

5.1.9 Plasmidtransfektion von Jurkat-T-Zellen und Reportergenassay

Reportergenassays ermoglichen die einfache Detektion eines zellularen Ereignis-
ses durch die daran gekoppelte Expression eines Reportergenes. Als Reporter
werden meist Enzyme (SEAP oder Luciferasen), fluoreszierende Proteine (GFP

oder DsRed) oder Oberflachenproteine benutzt.

Hier wurde die transkriptionelle Aktivitit der Transkriptionsfaktoren NFATCc,
NF-kB und AP-1 durch die Expression von Glihwiirmchenluciferase bestimmt. Als
Reportergensystem wurde das Mercury Pathway Profiling System (Clontech, Saint-
Germain-en-Laye, Frankreich) eingesetzt, dabei wird die Expression des Lucifera-

segens Uber mehrere hintereinandergesetzte NFAT-, NF-xkB bzw. AP-1-
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Bindestellen im Promotor gesteuert. Als Luciferasesubstrat wurde das Luciferase
Assay System (Promega, Mannheim) eingesetzt. Die Chemolumineszenz wurde in
einem Plattenleser iiber 5 s integriert. Zur Kontrolle wurde das konstitutiv aktive

pGL3-basic-Plasmid (Clontech) benutzt.

Jurkat-T-Zellen wurden mit dem Amaxa Nukleofektor II (Programm C-016, Puffer
V) elektroporiert, dabei wurden pro Transfektion 1,5 pg Reporterplasmid in 4x10°
Zellen transfiziert. Mehrere Transfektionen mit demselben Plasmid wurden an-
schliefRend gepoolt. Die transfizierten Zellen wurden iiber Nacht im Inkubator ge-
lagert, am nachsten Morgen aliquotiert (in 5x105 Zellen/Aliquot), mit den gewahl-
ten Inhibitoren versetzt und 30 min spater mit PMA/lonomycin fiir 5 h stimuliert.
Anschliefend wurden die Zellen geerntet, mit 50 pl Luciferase-CCLR (Promega)
lysiert und die Uberstinde hinsichtlich ihrer Luciferaseaktivitit nach Hersteller-
protokoll vermessen.

Bei der Co-Uberexpression von Calcineurin A bzw Calcineurin A-Fragmenten wur-
den 3 pg Plasmid, codierend fiir humanes Calcineurin Aa, CaN-AAI oder GFP als
Kontrolle, zusatzlich mit den 1,5 pg Reportergenplasmid transfiziert. Die Kontrolle
der Uberexpression erfolgte optisch iiber die GFP-Fluoreszenz (TCS SL, Leica, Hei-
delberg)

Die Proben wurden als Triplikate durchgefiihrt, die Auswertung erfolgte mittels

Tabellenkalkulation.

5.1.10 Inhibitoren

NCI3 und BTP-1 wurden von M. Karanik (HU Berlin) synthetisiert [141]. CsA wur-
de bei Merck, Darmstadt gekauft, AM404 bei Sigma-Aldrich. Alle Inhibitoren wur-
den in DMSO aufgenommen und bei -80°C gelagert.

5.2 Molekularbiologische Methoden

5.2.1 Bakterientransfektion, Bakterienkultur und Plasmidpréparation

Fiir die Plasmidgewinnung wurden chemisch kompetente E. coli des Stammes
TOP10 (Invitrogen) nach Herstellerangaben transformiert, fiir die Uberexpression

von rekombinanten Proteinen elektrokompetente BL21-E. coli (Invitrogen). Die



61

Transformationsansitze wurden auf LB-Agarplatten [200] mit dem entsprechen-
den Antibiotikum ausplattiert und bei 37 °C tiber Nacht inkubiert. Am nachsten
Tag wurden Klone gepickt und mit Kontroll-PCR das Vorhandensein des Inserts
tberpriift. Ein positiver Klon wurde in LB-Medium angeimpft und tiber Nacht bei

37 °C schittelnd inkubiert.

Plasmid-Praparationen wurden mit dem GeneJet Plasmid Miniprep Kit (Fermentas,
St. Leon-Rot) oder dem NucleoBond Xtra Midi Plus-Kit (Macherey-Nagel, Diiren)
nach Herstelleranleitung durchgefiihrt. Die Plasmide wurden in 5 mM TrisCl pH 8,0
eluiert. Die Konzentration und Reinheit der Plasmid-DNA wurde mittels Nanodrop

(Thermo Fischer Scientific, Bonn) spektroskopisch gemessen.

5.2.2 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen

Plasmide, basierend auf pGEX-4T3 (GE Healthcare, Freiburg/B.), wurden in BL21-
E.coli transformiert. 2xYT-Medium [200] wurde mit einer Ubernachtkultur ange-
impft und bei 37°C geschiittelt, bis die Bakterien eine ODsoo von 0,6 aufwiesen.
Dann wurde die Proteinexpression mit 0,25 mM IPTG induziert und die Kultur bei
30 °C fiir 4 h geschiittelt. Anschlief}end wurden die Bakterien pelletiert und mit

PBS gewaschen.
Das Bakterienpellet wurde in PBS+ (PBS, 1 mM DTT, Proteaseinhibitoren (Comple-

te EDTA-free, Roche, Mannheim)) aufgenommen, auf Eis sonifiziert, auf 0,5 % Tri-
ton X-100 (Sigma-Aldrich) gebracht und 15 min bei 4 °C geschiittelt. Anschliefsend
wurde das Lysat durch Zentrifugation (7000xg, 15 min, 4 °C) vorgereinigt und der
Uberstand auf Glutathion-Sepharose-beads (GE Healthcare) in einer Einmal-Siule
(Polyprep Chromatographiesdulen, Bio-Rad, Miinchen) gegeben. Die geschlossene
Saule wurde 2 h bei 4°C schiittelnd inkubiert und dann auslaufen gelassen. Die
Saule wurde 2x mit PBS+T (PBS+, 0,05 % Tween-20) gewaschen und 2x mit PBS+.
Das gebundene GST-Fusionsprotein wurde mit Elutionspuffer (50 mM TrisCl pH 8,
10 mM Glutathion, 1 mM DTT, Proteaseinhibitoren; 4 °C, 2h) von der Saule gewa-
schen. Reinheit und Konzentration des eluierten Proteins wurden mittels SDS-

PAGE und anschlieféende Coomassie-Farbung bestimmt.
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5.2.3 SDS-Polyacylamid-Gel-Elektrophorese (PAGE) und Western blot

Zellen wurden mit eiskaltem PBS gewaschen, in PBS (5 ul/1x10¢ Zellen) resuspen-
diert und mit der gleichen Menge 6x Lammli-Probenpuffer (0,35 M TrisCl, 10%
SDS, 50% Glycerol, 0,6 M DTT, Bromphenolblau, pH 6,8) versetzt. Die Zellysate
wurden bis zur Homogenitét sonifiziert (Bandelin Sonopuls, Berlin) und anschlie-

3end bei 80°C fiir 5 min erhitzt. Die Lysate wurden bei -20°C gelagert.

Die Proteine wurden durch diskontinuierliche SDS-PAGE in TRIS-Glycin-Gelen bei
konstanten 120 V aufgetrennt [200]. Als Grofdenstandards wurden SeeBlue Plus 2

(Invitrogen) und Odyssey Protein Marker (LI-COR, Bad Homburg) verwendet.

Nach der SDS-PAGE wurden die aufgetrennten Proteine mittels Tank-Blot-
Transfers auf Protran-Nitrocellulosemembranen (Whatman, Dassel) libertragen.
Die Membranen wurden anschliefRend fiir 30 min mit Blockierlésung (50 % Odys-
sey-Blockierpuffer (LI-COR)/PBS) abgesattigt. Danach wurden sie mit dem prima-
ren Antikérpern, verdiinnt in 50 % Odyssey-Blockierpuffer/PBS-T, bei 4 °C {liber
Nacht oder bei Raumtemperatur fiir 2 h schiittelnd inkubiert. Es folgte ein vierma-
liges Waschen mit PBS-T fiir jeweils 5 min und die Inkubation mit den sekundaren,
IRDye680/IRDye800-gekoppelten aMaus- bzw aKaninchen-IgG-Antikérpern (LI-
COR bzw. Invitrogen) fiir 30 min bei Raumtemperatur. Nach drei weiteren Wasch-
schritten mit PBS-T wurden die Membranen dann mit dem Odyssey® Infrarot
Imaging System (LI-COR) eingescannt und mit der LI-COR-Software analysiert.
NFATc2 wurde mit einem murinen monoklonalen aNFATc2-Antikérper (4G6-G10,
BD Biosciences) detektiert, Calcineurin A mit einem murinen monoklonalen Anti-
korper (G182-1847, BD Biosciences) und RCAN1-1 mit einem polyklonalen muri-
nen Antikorper (Geschenk von D. Maldonado-Perez, Edinburgh, UK). Der murine
monoklonale aRCAN1-1-Antikorper wurde gegen die kodierende Region des
RCAN1-Exons 1, exprimiert als GST-Fusionsprotein, erzeugt (in Kooperation mit M.

Listek, Universitat Potsdam).

5.2.4 Dephosphorylierungsassay

HEK293-Zellen wurden mittels Lipofektamin 2000 (Invitrogen) mit einem Plasmid

transfiziert, das murines NFATc2-GFP exprimiert (E. Serfling, Wiirzburg). Die Zel-



63

len wurden 36 h nach Transfektion mit Lysepuffer (PBS, 0,1 % Nonidet P-40, Pro-

teaseinhibitoren) lysiert, der Uberstand bei -20 °C gelagert.

Rekombinantes Calcineurin (0.05 mg/ul) [201] oder isoliertes Calcineurin aus
Rinderhirn wurde in Dephosphorylierungspuffer (40 mM TrisCl pH 7,5, 100 mM
NaCl, 6 mM MgCl;, 0.5 mM DTT, 1 mM CacClz, 0.1 ng/ml BSA, 15 ug/ml Calmodulin)
mit Inhibitoren, EDTA oder DMSO, bei 30 °C fiir 20 min vorinkubiert. Phospho-
NFATc2-Lysat wurde dazugegeben und weitere 30 min bei 30 °C inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von Lammli-Probenpuffer und Erhitzen auf 80 °C
gestoppt. Die Phosphorylierung/Dephosphorylierung der Substrate wurde mittels
Immunoblot mit einem aNFATc2-Antikérper iiber die Anderung der Elektromobi-

litat tberpruft.

Die verwendeten Peptide VIVIT (MAGPHPVIVITGPHEE) [146] und das reverse
Peptid TIVIV (EEHPGTIVIVPHPGAM) wurden mit Fester-Phase-Peptidsynthese
hergestellt (Quartett, Berlin) und in DMSO gel6st.

5.2.5 Phosphorylierungsassay

Aufgereinigtes GST-NFATc2 wurde mit rekombinanter PKA und GSK3{ (beide New
England Biolabs, Frankfurt/M.) in T4 DNA-Ligase-Puffer (Fermentas) oder mit CK1
in CK1 Puffer (NEB) in Anwesenheit von 30 pM NCI3 oder DMSO fiir 30 min bei
30 °C inkubiert. Die Phosphorylierung von GST-NFATc2 wurde mittels Immu-
noblotting mit einem aNFATc2-Antikérper iiber die Anderung der Elektromobilitit
erfaft.

5.2.6 Oligo-Nukleotide

Alle Oligonukleotide wurden mit Oligo6 (Molecular Biology Insights, Cascade, USA)
oder VectorNTI 9 (Invitrogen) entworfen und von TIB Molbiol (Berlin) syntheti-
siert. Die angegebenen Schmelztemperaturen sind fiir den hybridisierenden Be-

reich mit den angegebenen Programmen bestimmt worden.
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Gen Name Sequenz 5’» 3’ RE Tm
Calcineu-
A ms13 for GCAAGCTTCGCCACCATGTCCGAGCCCAAGGCAATTG HindIIl  68°C
rin A
1521 ms19 rev CAGGATCCCTGAATATTGCTGCTATTACTGCC BamHI 53°C
Calcineu-
A ms13 for GCAAGCTTCGCCACCATGTCCGAGCCCAAGGCAATTG HindIIl  68°C
rin A
1396 ms4 rev CTGCGGCCGCTCATATCACCTCTTTCCGGGCTGCAGC Notl 67°C
ms28 for TCGGATCCAACACTATGGCTATGCATCCTCCA BamHI 57°C
NFATc2/A
ms30 rev ACCTGCGGCCGCTCAGATCCAGCCTGGGCTAGCAACCTC  Notl 70°C
5.2.6.2 Oligonukleotide fiir LightCycler und semiquantitative PCR
Gen Name Sequenz 5> 3’ Tm [Mg2+]
B2- B2MG for TGGAGAGAGAATTGAAAAAGTGGAGC
. _ 56°C  3,5mM
Mikroglobulin B2MG rev TTAAAAAGCAAGCAAGCAGAATTTGG
BAKkt for GTGGGGCGCCCCAGGCACCA
[-Aktin 61°C 3 mM
BAkt rev CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC
mslc1 for TTGACTGCGAGATGGAGGAGGTGGAC
RCAN1-1 64°C 3 mM
mslc2 rev GCTGCGGAGAAGGGGTTGCTGAA
mslc3 for AGGGGCTTGACTGCGTGGGTCTGTAG
RCAN1-4 66°C 3 mM
mslc4 rev TGCTGCGGAGAAGGGGTTGCTG
mslc11 for CCGACCGCTATGGATTCATT
Carabin 53°C 3 mM
mslcl2rev.  AGGTGCCAGGGCTGTTCTT
5.2.7 PCR

PCR mit Weiterverwendung zum Klonieren wurde mit Phusion DNA Polymerase

(NEB) nach Protokoll durchgefiihrt, Kontroll-PCRs mit Taq DNA Polymerase (Ra-

pidozym, Berlin). Fiir die verwendeten Primerpaare siehe Tabelle , Oligonukleotide

fir Klonierungen®.
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PCR-Produkte wurden anschlieféend mittels Agarose-Gelelektrophorese und Ethi-
diumbromidanfarbung hinsichtlich Gréf3e, Reinheit und Menge analysiert. PCR-
Produkte, die weiterverwendet werden sollten, wurden unter Beleuchtung bei
300 nm ausgeschnitten und mit dem MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden)

nach Anleitung aufgereinigt. Die Quantifizierung erfolgte mittels Nanodrop.

5.2.8 Expressionsplasmide

Fiir die bakterielle Uberexpression und anschlieRende Aufreinigung rekombinan-
ten NFATc2 wurde das Gen aus humaner cDNA mit dem Oligo-Paar ms28/30 in
das bakterielle Expressionsplasmid pGEX-4T3 (GE Healthcare) kloniert, um ein

GST-Fusionsprotein zu erhalten.

Zur Uberexpression in Jurkat-T-Zellen wurde Calcineurin aus humaner cDNA mit
den Primerpaaren ms13/19 (Vollangen-Calcineurin Aa) bzw. ms13/4 (trunkiertes
Calcineurin Aa) in das Plasmid pEGFP-N3 (Clontech) kloniert, wobei ein EGFP-

Fusionsprotein entstand.

5.2.9 Genexpressionsanalyse mittels quantitativer real-time-PCR

Aus behandelten Zellen wurde totale RNA mittels des RNeasy Mini plus Kits (Qia-
gen) isoliert, diese wurde mit RNasefreiem Wasser eluiert. Genomische DNA wur-
de durch eine DNA-bindende Sdule entfernt. mRNA wurde mit Superscript II-
reverser Transkriptase und oligo-dT-Primern (Invitrogen) in cDNA umgeschrie-

ben.

Quantitative real-time-PCR wurde mit dem LightCycler 2.0-System und dem Light-
Cycler DNA Master SYBR Green I-Kit (Roche) durchgefiihrt. Bei diesem System
wird die DNA-Menge iiber die Interkalation des Farbstoffes SYBR Green I und die

daraus resultierende Fluoreszenz bei 521 nm bestimmt.

Das benutzte System erlaubt eine relative Quantifizierung von cDNA-Mengen.
Hierzu wird die Probe erst hinsichtlich des Referenzgens [32-Mikroglobulin ver-
messen und anschlief3end hinsichtlich des Zielgens. Die Effizienz, d.h. die Verviel-
faltigungsrate pro Zyklus, wurde vorher fiir jedes spezifische Primerpaar unter den

benutzten Bedingungen mittels einer Eichkurve bestimmt (fiir die benutzten Pri-
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merpaare siehe Tabelle ,Oligonukleotide fiir Lightcycler). Abweichend vom Stan-
dardprotokoll wurden 10 ul Gesamtvolumen statt 20 ul benutzt. Jede Probe wurde
als Duplikat vermessen; bei jedem Lauf wurde eine Negativkontrolle, die keine
template-cDNA enthielt, mitgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mittels LightCycler3
Data Analysis-Programm (Roche) und Tabellenkalkulation. Zur besseren Visuali-
sierung wurden die normalisierten Expressionsdaten mit dem konstanten Faktor
1x108 multipliziert. Eine Relativierung auf z. B. das Expressionsniveau in unstimu-
lierten Zellen war vor allem bei RCAN1-4 unpraktisch, da RCAN1-4 in unstimulier-

ten Zellen kaum zu detektieren ist.



6 Abkiirzungsverzeichnis

AID
AK
AP-1
APC
AS
BSA
bp
CaM
CaN
CD
cDNA
CK1
CNBR
CsA
CypA
DAG
DMSO
DYRK
EDTA
EtBr
FACS
FCS
FKBP
FITC
GFP
GSK3
GST
HEK
IL
Iono
IP3
MACS
MAP
MAPK
MHC
MOPS
NFAT
NF-xB

autoinhibitorische Domane von Calcineurin A
Antikorper

activator protein 1
antigen-prasentierende Zelle
Aminosaure

Bovines Serumalbumin

Basenpaare

Calmodulin

Calcineurin

cluster of differentiation
komplementdare DNA

Caseinkinase 1

calcineurinbindende Region
Cyclosporin A

Cyclophilin A

Diacylglycerol

Dimethylsulfoxid

Dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase
Ethylendiamintetraacetat
Ethidiumbromid
fluoreszenzaktivierte Zellsortierung
fotales Kalberserum
FK506-bindendes Protein
Fluoreszinisothiocyanat

griin fluoreszierendes Protein
Glykogensynthasekinase 3
Glutathion S-Transferase

human embryonic kidney cells
Interleukin

[onomycin
Inositol-1,4,5-trisphosphat
magnetisch aktivierte Zellsortierung
mitogen activated protein
MAP-Kinase

major histocompatibility complex
3-(N-Morpholino)propansulfonsdure
nuclear factor of activated T cells
nuclear factor k-light-chain-enhancer of activated B cells



PBS

PE
PKA
PKC
PLC
PMA
PPlase
RCAN
RE
rpm
RT
shRNA
TCR
Tu-Zelle
TNFa

phosphate buffered saline
Phycoerythrin
Proteinkinase A
Proteinkinase C
Phospholipase C
Phorbolmyristylacetat
Prolyl-Peptidyl-cis-trans-Isomerase
regulator of calcineurin
Restiriktionsenzym
Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

small hairpin RNA
T-Zell-Rezeptor
T-Helfer-Zelle
Tumornekrosefaktor o
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