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Zusammenfassung

Die medikamentdse Hemmung einer Immunantwort hat die Organtransplantation in der
Klinik ermdglicht. Bei der immunologischen Abstossungsreaktion stehen aktivierte
Lymphozyten im Vordergrund. Einfache in vitro-Testmodelle zur Erfassung von che-
mischen oder biologischen Substanzen stehen zur Verfiigung, welche die immunologische
Aktivierung von Lymphozyten hemmen. Lymphozyten werden aus menschlichem Blut
gewonnen und in Mikrokulturen mit Mitogenen stimuliert. Diese in vitro-Systeme
gestatten die Erfassung hemmender Effekt von Wirkstoffen auf die Proliferation von
Lymphozyten, Transkription (Boten RNS) und Expression lymphozytenspezifischer Pro-
teine. Diese Technik gestattete die Identifizierung neuartiger Immunsuppressiva mit
verschiedenen Angriffspunkten: Cyclosporin und FK 506, welche die Transkription von
Lymphokin-Genen hemmen, sowie Rapamycin, das die Transduktion des mitogenen
Lymphokin-Signals hemmt.

Summary: Discovery of novel immunosuppressants in vitro

Treatment with immunosuppressants has opened todays possibilities of clinical organ
transplantation. Allograft rejection is mainly mediated by activated lymphocytes. Simple
in vitro models are available to detect new drugs with immunosuppressant activity.
Peripheral blood lymphocytes are activated by antigens or mitogens and cultured in the
presence or absence of test compounds. The endpoints of these cultures include cell
proliferation, gene activation (mRNA) and protein expression. These methods allow the
identification of novel immunosuppressants. and the determination of the mode of action,
eg. inhibitors of transcription, (cyclosporine and FK 506) or inhibtors of lymphokine
signal transduction (rapamycin).

Einleitung

Der Ersatz eines irreversibel geschadigten Organes wurde durch grosse
Fortschritte in der Transplantationschirurgie ermoglicht. Die erfolgreiche
Transplantation war jedoch regelmaissig gefolgt von einer immunologischen
- Abstossung. Die Wechselbeziehung zwischen Fremdorgan und korper-
eigenem Immunsystem ist in Abb. I dargestellt: Vereinfacht kann eine af-
ferente Phase (Erkennung des Alloantigens), eine zentrale Phase (Dif-
ferenzierung und Reifung immunkompetenter Zellen) sowie eine efferente
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Abstossung

Abb. 1 Zelluldre Ereignisse des Immunsystems, die zur Abstossungsreaktion fiihren (D
= dendritische Zelle, TH = T-Helfer-Zelle, TS = TSuppressor-Zelle, APC =
antigenpriisentierende Zelle, B bzw. PC = B-Lymphozyten bzw. Plasmazelle, TE =
T-Effektor-Zelle, M@ = Makrophag)

Phase (Effektorphase der Abstossung) unterschieden werden. Die gene-
tische Differenz zwischen Spender und Empfinger fiihrt zur Immunre-
aktion des Empfingers. Auf den dendritischen Zellen exprimierte Fremd-
antigene aktivieren Makrophagen (APC) und T-Helfer-Lymphozyten (TH),
die eine Reihe von Lymphokinen, speziell den T-Zell Wachstumsfaktor
Interleukin 2 freisetzen. Diese Faktoren fiihren zur Proliferation antigen-
reaktiver Zellen, Differenzierung und Reifung von Effektorzellen. Humo-
rale (Antikorper) und zellulire Mechanismen, speziell zytotoxische T-
Zellen und aktivierte Makrophagen fithren zur immunologischen Ab-
stossungsreaktion. Mit der Entwicklung von immunsuppressiven Medika-
menten sind in den letzten Jahren grosse Erfolge im Bereich der
Transplantation zu verzeichnen.

Die ersten immunosuppressiven Wirkstoffe umfassten die Purinanaloge
Azathioprin und 6-Mercaptopurin, sowie Glukokortikosteroide. Die Ent-
deckung von Cyclosporin (Sandimmun) ermoglichte neue Anwendungen in
der Organtransplantation, spez. auch Leber-, Herz- und Lungen-Transplan-
tation. 32



Entdeckung von Cyclosporin

Cyclosporin wurde im Rahmen eines allgemeinen immunologischen
Screenings entdeckt (1). Es handelt sich um ein niedermolelulares,
zyklisches Peptid, das aus elf Aminosiuren besteht (Abb. 2). JE Borel
charakterisierte die immunsuppressiven Eigenschaften von Cyclosporin in
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Abb. 2 Struktur von Cyclosporin (CsA), und der Makrolide FK 506 sowie Rapamycin.

zahlreichen in vitro- und in vivo-Modellen (2,3). Neben der grossen
Bedeutung von Cyclosporin in der klinischen Organtransplantation hat
dieses Peptid viel zum Verstindnis der T-Lymphozytenaktivierung bei-
getragen. Stimulation von Lymphozyten am T-Zellrezeptor fiihrt zur Syn-
these von Interleukin2 und Expression dessen Rezeptors an der Zellober-
flache. Interleukin2, welches an den Rezeptor bindet, stellt das mitogene
Signal dar, das zur Proliferation des antigenreaktiven Zellklons fiihrt.

Das in vitro-Testmodell der Zellaktivierung ist einfach: Lymphozyten
werden aus dem menschlichen Blut gewonnen und in Mikrokulturen mit
verschiedenen Liganden (Antigen, Antikorper gegen den T-Zellrezeptor,
Mitogene) stimuliert. Der Effekt eines Wirkstoffes wird anhand der
Verinderung von verschiedenen Messgrossen erfasst: Hemmung der
Zellvermehrung, der Transkription von Boten-RNS oder der Expression von
lymphozytenspezifischen Proteinen. Cyclosporin hemmt die Zellproli-
feration nach Stimulation dosisabhingig. Diese Hemmung ist reversibel; ein
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toxischer Effekt wird erst im 10 PM Bereich beobachtet (4). Der Effekt von
Cyclosporin auf die Expression von Interleukin2 und dessen Rezeptor
wurden eingehend untersucht. Cyclosporin hemmt die Interleukin2-Syn-
these im 1-10 nM Bereich (Abb.3A). Die Hemmung der Interleukin2-
Synthese erfolgt auf der Ebene der Transkription der Boten-RNS (Abb.3B;
5,6). Aufgrund der Tatsache, dass exogenes Interleukin2 die Cyclosporin-
bedingte Hemmung der Zellvermehrung nicht vollstindig aufheben kann,
muss angenommen werden, dass auch die Bildung des Rezeptors beein-
trachtigt ist. Wir konnten in unserem Labor zeigen, dass Cyclosporin in der
Tat die Expression der beiden Interleukin2-Rezeptorproteine im dhnlichen
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Abb. 3 Effekt von Cyclosporin auf die Interleukin2-Synthese an mitogen stimulierten
menschlichen Blut-Lymphozyten (Stimulation mit anti-CD3 Antikorper):

3a): Interleukin2-Freisetzung im zellfreien Ueberstand, gemessen n:ut biologi-
schem Assay (Proliferation von HT2 Zellen)

3b): Hemmung der Boten-RNS (Northern Blot, Hybridisation mit IL-2 Probe).
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Neben diesen Effekten auf die Transkription von Interleukin2 und dessen
Rezeptor hemmt Cyclosporin die Expression einer Reihe anderer Cytokine
und Rezeptorproteine (3,5,7).

Weitere Transkriptionshemmer

Die Mechanismen, die zur spezifischen Hemmung der Transkription von
Interleukin2 fiihren, werden von verschiedenen Gruppen intensiv unter-
sucht. Es scheint, dass Cyclosporin die Bildung von nuklearen Faktoren, die
fiir die Regulation der Interleukin2-Genexpression notwendig sind, hemmt
(8). Ein weiterer Pilzextrakt mit Makrolidstruktur, FK 506 (Abb.2), hemmt
in dhnlicher Weise die Transkription von Interleukin2 (9,17).

Das strukturverwandte Rapamycin hat dagegen keinen Effekt auf die
Transkription von Interleukin2, hemmt dagegen das Interleukin2-abhangige
Wachstum (9).

Die Tatsache, dass Cyclosporine und FK 506 die Interleukin2-Transkription
hemmen, stellte uns vor die Frage, ob beide Immunsuppressiva iiber den
gleichen Rezeptor wirken.

A B

MW1
(x10-9) @ b e d

N\

|
| -
HO, |
} S,
‘ 46+
30

."8 CF, g
Soco” > Koo ‘©—<‘N 21- ~

e

Abb. 4 Photoaffinititsmarkierung von zelluldren Proteinen.
A: Struktur des Photoaffinititsderivats von Cyclosporin.

B: Photoaffinititsmarkierung von humanen Lymphozyten mit 1 yM 3H-CS
Derivat. Inkubation in Abwesenheit (a) oder in Anwesenheit von 10 oder 100 }1M
FK 506 (b,c) oder 10 )JM Cyclosporin (d).
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Rezeptorproteine, Screening von Strukturanalogen

Aufgrund von Untersuchungen mit radioaktiv markiertem Derivat wird
Cyclosporin intrazellulir konzentriert (10). Fiir diese intrazelluldre
Anreicherung von Cyclosporin wurde das 18 kD Protein Cyclophilin iden-
tifiziert (11). Zur weiteren Charakterisierung der Bindungsproteine verwen-
den wir derzeit ein photoaktiv markiertes Cyclosporin-Derivat (Abb. 4A).
Die kovalent gebundenen und markierten zelluliren Rezeptorproteine wer-
den mit Gel-Elektrophorese aufgetrennt und autoradiographisch dargestellt.
Nebst Cyclophilin (Abb. 4B) binden noch weitere hochmolekulare Proteine
spezifisch Cyclosporin, deren Bedeutung heute nur teilweise bekannt ist
(14,15). Im weiteren konnten wir zeigen, dass FK 506 die Photomarkierung
von Cyclosporin nicht hemmt. Neuere Untersuchungen aus anderen Labors
zeigten, dass FK 506 an ein 12 kD Protein, das sogenannte FK Bindungs-
protein bindet (12). Interessanterweise wurde fiir die beiden Bindungspro-
teine Cyclophilin und FKBP eine gleichartige enzymatische Aktivitat ge-
funden; beide Proteine sind sogenannte cis-/trans-Isomerasen, welche die
korrekte Faltung von Proteinen bewirken. Beide Immunosupressiva hem-
men diese Eigenschaft.

Vom therapeutischen Prinzip in die Klinik

Die dargestellten in vitro-Testsysteme - Lymphozytenkultur und Rezep-
torassay - gestatten ein breites Screening zur Auswahl von Strukturana-
logen und/oder neuartigen Substanzen. Dies bedeutet eine starke Re-
duktion von Tierversuchen bei der Entdeckung von neuen Immun-
suppressiva.

Diese neuen Heilmittel miissen jedoch unbedingt auch in vivo auf ihre
Wirksamkeit an verschiedenen tierexperimentellen Modellen, z.B. Organ-
transplantation an der Ratte, iiberpriift werden. Auf die in vivo-
Pharmakologiestudien folgen zusitzliche Sicherheitspriifungen mit chro-
nischer Substanzabgabe. Im Falle von Cyclosporin ergaben diese tier-
experimentellen Befunde friihzeitig Hinweise auf die substanzbedingte Ein-
schrankung der Nierenfunktion (18,19).
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Zusammenfassend haben wir gezeigt, dass in vitro-Zellkultursysteme einen
wesentlichen Beitrag bei der Entdeckung und zum Verstindnis von
neuartigen Wirksubstanzen zukommt. In vitro-Befunde miissen jedoch von
in vivo-Modellen zur Priifung der Wirksamkeit und der allgemeinen
Vertraglichkeit vor der klinischen Anwendung gefolgt werden.
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