HIGHLIGHTS

Auf dem Weg zum Verstiindnis der Immunsuppression
Von Horst Kessler*, Dale F. Mierke, David Donald und Mark Furber

Langsam beginnt sich der Nebel zu lichten: neue bioche-
mische Befunde und die Aufkldrung der dreidimensionalen
Struktur der Komplexe der Immunsuppressiva Cyclosporin
A (CsA) 1121 FK506 2 und Rapamycin 3 mit dem ent-
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sprechenden Rezeptorproteinen werfen erstes Licht auf den
Mechanismus der Immunsuppression durch die Agentien®l.
Sie greifen in eine Kaskade von Ereignissen ein (Abb. 1):
Der T-Zell-Rezeptor erkennt das mit dem MHC-Protein
(MHC = Major Histocompatibility Complex) prisentierte
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Antigen auf der Oberfliche der T-Lymphocyten. Dadurch
wird ein Signal induziert, das auf noch unbekannte Weise
zum Zellkern weitergeleitet wird. Dieser wird zur Produk-
tion von Interleukin-2 (IL-2) angeregt. CsA und FK 506 inhi-
bieren diesen ProzeB. Rapamycin dagegen reagiert spater in
der Kaskade, und zwar durch Inhibierung der Differenzie-
rung und Proliferation der T-Lymphocyten, die durch IL-2
stimuliert wird.
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Abb. 1. Kaskade von Ereignissen, die zur Differenzierung und Proliferation
der T-Lymphocyten fithren.

Die medizinische Bedeutung der Immunsuppression ist
groB. Viele Krankheiten werden durch unerwiinschte Reak-
tionen des Immunsystems verursacht. Die groBen Erfolge
der Transplantationschirurgie beruhen nicht unwensentlich
auf der ,,Wunderdroge** Cyclosporin'®), Der schmale Grat
zwischen AbstoBung des implantierten Organs und Infek-
tion des Patienten bei der notwendig gewordenen Immun-
suppression ist durch Cyclosporin zu einem breiten Pfad
geworden.

Cycloporin ist ein wasserunlosliches, sehr lipophiles cycli-
sches Undecapeptid, dessen Struktur im Kristall und in L6-
sung gut bekannt ist!®]. Vor wenigen Jahren fand man mit
FK 506!, einem Peptidomakrolid, eine nahezu hundertfach
aktivere Verbindung, die sich zur Zeit in klinischer Erpro-
bung befindet. Auch dessen Struktur ist inzwischen be-
kannt!7-8],

Ein erster Durchbruch im Verstindnis der Wirkung be-
gann mit der Auffindung der cytosolischen Bindungsprotei-
ne Cyclophilin (fir Cyclosporin) und FK506-Bindungspro-
tein (FKBP)!°!. Diese sind ubiquitire Rotamasen, Enzyme,
die die an sich schon schnelle cis,trans-Isomerisierung von
Peptidbindungen katalysieren!'%. Ob diese Eigenschaft di-
rekt etwas mit dem Mechanismus der Immunsuppression zu
tun hat, ist noch unklar. Auf jeden Fall werden die Immun-
suppressiva auf diese Weise im gebundenen Zustand von der
Zellwand des T-Lymphocyten durch das Cytosol zum Zell-
kern transportiert!*). Die Struktur des Cyclosporin-Cyclo-
philin-Komplexes in Lésung wurde unabhdngig voneinan-
der in den Arbeitsgruppen von K. Wiithrich an der ETH
Ziirich!?! und S. Fesik, Abbott-Laboratories, USA ! bear-
beitet. Ausfithrliche Manuskripte wurden unter grofler Ge-
heimhaltung zeitgleich zur Publikation eingereicht. Bisher ist
nur durchgesickert, daB} die cis-Pepidbindung zwischen
MeLeu® und MeLeu'® des Cyclosporins im Komplex
in eine trans-Bindung libergegangen ist!!). Ein Effekt der
Rotamase?
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Kiirzlich erschien nun eine erste NMR-spektroskopische
Arbeit iiber die Struktur des FK506-FK BP-Komplexes von
M. Karplus, S. Schreiber et al. an der Harvard University 3L
Charakteristisch fir diesen Komplex ist die Hochfeldver-
schiebung sidmtlicher Protonensignale des Piperidinringes
von FK506, die von der Anisotropie des im Komplex be-
nachbarten einzigen FKBP-Tryptophan-Indolringes her-
rithrt. Dieser Befund ist durch NOE-Effekte (NOE =
Nuclear Overhauser Enhancement) zwischen Substrat und
Rezeptor gesichert. Grundlage all dieser Untersuchungen ist
die Verwendung von isotopenmarkierten Substraten und/
oder Rezeptoren. Markierungen mit '3C, **N und 2H hel-
fen, die wichtige [nformation herauszufiltern und ermégli-
chen eine eindeutige Identifizierung der Wechselwirkungs-
orte.

Welches Amidbindungs-Rotamer des FK 506 ist die biolo-
gisch aktive Form!**1? Im Kristall liegt die cis-Form vor!”],
die auch in Losung dominiert (2:1)!8). Das strukturell ver-
wandte Rapamycin existiert aber im Kristall als ¢rans-Rota-
mer!!2). Fir das Design von therapeutisch interessanten
Analoga ist die Kenntnis der Konformation im gebundenen
Zustand notwendig. Die oben erwidhnte Arbeit!* liefert un-
seres Erachtens deutliche Anzeichen dafiir, dafl im FK506-
FKBP-Komplex die trans-Form vorliegt: Vergleicht man die
chemischen Verschiebungen der Protonen des Piperidinre-
stes im Komplex!® mit denen der beiden Rotamere in L&-
sung®!, so fillt auf, daB das dquatoriale Proton and C-2 bei
der Annahme einer cis-Peptidbindung im Komplex praktisch
keine Hochfeldverschiebung bei der Komplexierung erféhrt,
wihrend bei der trans-Verbindung eine gleichmaBige Beein-
flussung der Verschiebung resultiert (Abb. 2). Auch die im
Komplex gemessene direkte Kopplung zwischen den Koh-
lenstoffatomen der Carbonylgruppen 8 und 9 (sieche Formel
2) von 61 Hz!'!! entspricht derjenigen von trans-FK506 in
Loésung (61 Hz) und nicht der des cis-Isomers (64 Hz)!*3).

Man kann mit Spannung die Resultate der verfeinerten
Strukturen der Immunsuppressiva und ihrer Rezeptoren er-
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Abb. 2. Oben: Vergleich der *H-NMR-Verschiebungen des Piperidinrings von
FK 506 im Komplex (mittlere Zahl) mit den beiden freien Amidbindungs-Rota-
meren in CDCI, (¢ = cis, t = trans). Unten sind fiir beide Rotamere die durch
die Komplexierung induzierten negativen Verschiebungsdnderungen gegen-
ibergestellt (siehe Text).
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warten '] Auf jeden Fall ist inzwischen klar, daB FK506
und Rapamycin eine gleichartige Konformation in der Bin-
dungsregion des Komplexes aufweisen, obwohl sich die
Struktur der freien Verbindungen im Kristall unterscheiden.
Daher muB3 mindestens bei einer Verbindung bei der Kom-
plexierung eine Konformationsidnderung erfolgen. Auch
Cyclosporin wird in einer Konformation gebunden, die nicht
identisch mit der Struktur im Kiristall und in Losung ist.
Schreiber et al. nehmen an, daB FK 506 als Ubergangszu-
stands-Analogon von Substraten der Rotamase fungiert!!!],
Die zur Amidbindung O=C8?-N senkrecht angeordnete Car-
bonylgruppe C°=0 entspricht der Carbonlygruppe einer um
90° verdrehten Amidbindung, wenn man die Amid-Carbo-
nylgruppe C®=0 als zusitzlich eingeschoben betrachtet; sie
wirkt offenbar ebensowenig stérend, wie die nicht genau
passende Kettenldnge beim Amidbindungs-Analogon Sta-
tin, einem als Inhibitor fungierenden Ubergangszustands-
Analogon der Substrate von Aspartyl-Proteasen!'#l. Ein
Acylrest mit der Carbonylgruppe in der Ebene des Piperidin-
ringes in FK506 ist fir die axiale Stellung der Esterbindung
an C-2 notwendig. Damit baut FK506 in einer delikaten
Balance eine Raumstruktur auf, die dem pharmazeutischen
Chemiker wohl noch einige Niisse zu knacken gibt!!?],
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