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Eine der Herausforderungen bei der pharmakologischen
Hemmung von Enzymen ist die Gewéhrleistung der Isoen-
zym- und Ortsselektivitdt der eingesetzten Inhibitoren. Cy-
closporin A (CsA) verkorpert einen in diesem Sinne nicht-
selektiven, aber hochpotenten Inhibitor fiir Cyclophiline
(Cyp) aus der Enzymklasse der Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Iso-
merasen (PPIasen, EC 5.2.1.8), der weder zwischen extra- und
intrazelluldren Cyclophilinen noch zwischen verschiedenen
menschlichen Cyclophilin-Isoformen unterscheiden kann.
Die Selektivitédt von CsA unter physiologischen Bedingungen,
nach dessen Aufnahme in die Zelle, wird zusitzlich durch
zwei differente funktionelle Auswirkungen begrenzt. CsA
alleine bewirkt 1) die Blockade der katalysierten Konforma-
tionsdnderungen von Prolylbindungen in Peptiden und Pro-
teinen, und 2) der CypA/CsA-Komplex bindet unter Blo-
ckierung der Proteindephosphorylierungsaktivitit an die
Proteinphosphatase 2B (Calcineurin, CaN).!'?l Die CaN-
Inhibierung wird als Ursache fiir die therapeutische, im-
munsuppressive Wirkung von CsA in der Transplantations-
medizin und bei Autoimmunkrankheiten angesehen.’! Im
Organismus wird appliziertes CsA bei 37°C schnell von der
Zelle aufgenommen und liegt dort!** hauptsichlich als in-
trazellulirer Cyclophilin/CsA-Komplex vor.®! Tm menschli-
chen Blut ist Cyclophilin A (CypA) mit 0.19 um die in der
hochsten Konzentration vorkommende PPlase.” Wahr-
scheinlich bildet diese Isoform den hauptsichlichen intrazel-
luldren Bindepartner von CsA im Organismus.

Hier stellen wir eine Strategie zur differenziellen Hem-
mung von extrazelluldaren und intrazelluldren Cyclophilinen
vor. Dabei gehen wir von der hochpotenten PPlase-inhibi-
torischen Grundstruktur des CsA aus, das an Aminosiure-
rest 8 mit zwei molekularen Zusatzfunktionen ausgeriistet
wurde. Diese Substitutionen dienen dazu, das CsA-Derivat
im Zellverband fluoreszenzspektroskopisch zu lokalisieren
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und dessen inhibitorische Wirkung auf Cyclophiline im ex-
trazelluliren Raum zu beschrédnken.

Wir konzentrierten uns bei der Suche nach einem effizi-
enten, nicht zellgidngigen CypA-Inhibitor auf eine Modifi-
zierung der Seitenkette von [p-Ser’]-CsA. Neben dem [p-
Ser®]-CsA-Kopf sollten zwei zusitzliche funktionelle Module
nach kovalenter Verkniipfung iiber eine trifunktionelle Zen-
traleinheit unabhingig voneinander wirken konnen, wobei
eines der Zusatzmodule als Fluoreszenzsonde und das andere
als Permeationsblocker fungieren sollte. Als Positivkontrolle
diente das Derivat 1, fiir das fluoreszenzspektroskopisch eine
hohe Zellgédngigkeit nachweisbar war. Unser Ansatz fiir ein
nicht zellgidngiges Analogon von 1 beruht auf der Hypothese,
dass selbst groBle, rdumlich voneinander getrennte funktio-
nelle Reste in der Seitenkette von [D-Ser®]-CsA die hochaf-
fine Wechselwirkung mit dem aktiven Zentrum von CypA
unbeeinflusst lassen, weil diese Position im Cyclosporin-Ring
zwischen der CypA- und der CaN-Bindedomine lokalisiert
ist.1¥

Die Zentraleinheit von 3 ist ein Trimesinsduretriamid,
dessen Seitenketten mit 5(6)-Carboxytetramethylrhodamin
(5(6)-carboxy-TAMRA) als Fluoreszenzsonde und einem [D-
Ser®]-CsA-Derivat funktionalisiert wurden. Um die Affinitét
des Cyclosporinteils fiir die Phospholipidmembran zu kom-
pensieren, wurde ein stark negativ geladener Peptidrest

1 R=NH(CHy)sNHC(=0)TAMRA
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(H-(p-Glu)s-Gly-OH) N-terminal als Amid an den verblie-
benen dritten Carboxylatarm der Trimesinsdure gekuppelt.
Wihrend kovalent angekniipfte (Oligo-Glu)-Reste die
Permeationsfihigkeit von Peptiden erhohen,”!” bietet die
hohe Lipophilie des CsA im Zusammenhang mit dessen
speziellem Transportmechanismus eine aussichtsreiche Basis
fiir ein nicht zellgéngiges Molekiil.

Hier berichten wir iiber die Synthese und die funktionelle
Charakterisierung der nicht zellgéngigen Verbindung 3. Ins-
besondere zeigen wir, dass 3 die iiber extrazelluldres CypA
vermittelte Chemotaxis von Concanavalin(ConA)-aktivier-
ten Maus-CD4*-T-Zellen inhibieren kann. Gleichzeitig hat 3
die fiir das nach Applikation intrazelluldir lokalisierte
[D-Ser®]-CsA typische immunsuppressive Wirkung verloren.

Die Synthese von 1 beruht auf der Verkniipfung von [O-
(NH,(CH,);NHC(0O))CH,-p-Ser’]-CsA® mit durch HATU
aktiviertem 5(6)-Carboxy-TAMRA. Zur Synthese von 3
wurde zuerst mithilfe von Standardverfahren der Festpha-
senpeptidchemie ein [H-(D-Glu(OrBu)),-Gly]-Wang-Harz
aufgebaut. Dann wurde ein orthogonal Trt- und Fmoc-ge-
schiitztes Trimesinsdurederivat™! mit PyBOP aktiviert und an
das Peptid gekuppelt. Die Fmoc-Schutzgruppe wurde ent-
fernt, und 5(6)-Carboxy-TAMRA wurde angefiigt. Danach
wurde der Baustein vom Harz abgespalten, gereinigt und
schlieBlich mit [O-Carboxymethyl-p-Serin®]-CsAl'? zu 3 ver-
kniipft.

Im PPlase-Aktivitétstest inhibierte 3 reversibel hCypA
und hCypB mit K;-Werten von (1.8 +0.6) bzw. (1.3 £0.5) nm.
Auch 1 erzielte mit Ki-Werten von (4.3 +0.5) bzw. (12.0 £
2.8) nM (Abbildung S1) eine wirksame Hemmung der PPIase-
Aktivitdt. Unter den verwendeten experimentellen Bedin-
gungen erhielten wir fiir CsA selbst K;-Werte von (8.4 £2.5)
bzw. (6.9 £2.1) nm. Zur Kontrolle haben wir eine Verbindung
untersucht, die den [Ser®]-CsA-Teil von 3 nicht enthielt. Wie
erwartet zeigte diese Verbindung in einer Konzentration von
1.0 um keinen Einfluss auf die PPIase-Aktivitidt der Cyclo-
philine. Sowohl CypA/1- als auch CypA/3-Komplexe inhi-
bierten in vitro die CaN-Aktivitdt in einem RII-Phospho-
peptid-Dephosphorylierungsexperiment mit ICs,-Werten von
(0.8+0.1) bzw. (26.2+1.2) um (Abbildung S2).

Zusammengenommen fiithrten diese Ergebnisse zu der
Vermutung, dass 1 und 3 durch ihre hohe Affinitdt zu Cy-
clophilinen intrazelluldr lokalisiert sein konnten. Tatsdchlich
bestétigte eine Untersuchung mit konfokaler Laser-Raster-
mikroskopie, dass in Jurkat-Zellen, deren Ndhrmedium
500 nm 1 enthielt, ein starkes TAMRA-Fluoreszenzsignal in-
nerhalb, nicht aber auB3erhalb der Zellen auftrat. Eine solche
Signalverteilung ist fiir ein zellgdngiges Derivat zu erwarten,
das sich intrazellulér als CypA/1-Komplex im Zytosol anrei-
chert (Abbildung 1b). Bei der Untersuchung mit dem glei-
chen experimentellen Ansatz verblieb 3 dagegen vollstiandig
auBerhalb der Zellen, ohne Zeichen einer intrazelluldren
Lokalisierung (Abbildung 1e). Eine Studie mit 1 und CypA-
defizienten Zellen zeigte erwartungsgemaif3 eine schwichere
intrazelluldre Anreicherung, wihrend 3 auch in diesem Fall
nicht in das Zellinnere eindringen konnte (Abbildung 2). Bei
Untersuchungen der gleichen Transportprozesse mithilfe von
Durchflusszytometrie ergaben sich keine signifikanten Un-
terschiede in der Fluoreszenz von unbehandelten und mit 3
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Abbildung 1. Jurkat-Zellen wurden 3 h mit 500 nm 1 (a—) oder 3 (d-f)
in einem Brutschrank mit 5% CO, in einer wasserdampfgesittigten
Atmosphire bei 37°C inkubiert und mit konfokaler Laserrastermikro-
skopie (b,c,e,f) und Durchlichtmikroskopie (a,d) untersucht. Zellkerne
wurden mit Hoechst 33 342 gefirbt (c,f). Maf3stab 10 um.

Abbildung 2. Humane CypA-/Jurkat-Zellen wurden 3 h mit 500 nm 1
(a—c) oder 3 (d—f) in einem Brutschrank mit 5% CO, in einer wasser-
dampfgesittigten Atmosphire bei 37°C inkubiert und mit konfokaler
Laserrastermikroskopie (b,c,e,f) und Durchlichtmikroskopie (a,d) un-
tersucht. Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 gefirbt (c,f). MaRstab
10 pm.

behandelten Jurkat-Zellen, wodurch das Aufnahmevermogen
fiir 3 auf < 1% der Konzentration im Medium eingeschréankt
werden kann (Abbildung S3).

Um zu priifen, ob der positiv geladene Rhodamin-Rest
entscheidend fiir die Inhibition der Zellaufnahme von 3 ist,
haben wir 2 synthetisiert; bei diesem Derivat ist die terminale
Aminogruppe von (D-Glu)s-Gly-OH direkt an die Carboxy-
gruppe von [O-Carboxymethyl-D-Ser®]-CsA gebunden. Diese
Verbindung wies mit einem K;-Wert von (1.3+0.2) nMm
ebenfalls eine hohe Affinitdt zu CypA auf. Die Zellaufnahme
wurde in einem Konkurrenzexperiment bestimmt, bei dem
zuvor mit 1 gesittigte Jurkat-Zellen untersucht wurden.
Selbst bei 100fachem Uberschuss relativ zu 1 verdringte 2 das
Derivat 1 nicht aus dem Zytosol. Damit wurde gezeigt, dass
die fehlende Zellgéngigkeit von 2 und 3 auf die Gegenwart
des stark negativ geladenen Rests zuriickzufiihren ist und
nicht auf dessen Wechselwirkung mit dem positiv geladenen
TAMRA.

Um die Immunsuppression durch 3 zu untersuchen, haben
wir die Proliferation humaner Lymphozyten in einer MLR
(mixed lymphocyte reaction;!*! Abbildung 3a) und an ConA-
stimulierten Maus-Milzlymphozyten™ (Abbildung 3b) un-
tersucht. Wihrend 1 immunsuppressiv wirkte, zeigte 3 keine
Proliferationshemmung in Konzentrationen bis 10.0 um.
Nicht zellgingige CsA-Derivate wurden bisher durch Ver-
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Abbildung 3. a) MLR mit menschlichen PBMCs. Mit Carboxyfluores-
ceindiacetatsuccinimidylester (CFSE) markierte menschliche PBMCs
von gesunden Blutspendern (5x10° Responder-Zellen) wurden mit 3
(Dreiecke) oder 1 (Kreise) inkubiert und mit allogenen PBMCs eines
anderen Individuums (Stimulator-Zellen), die mit y-Strahlung behan-
delt worden waren, stimuliert. Nach 5 Tagen in Kultur wurden die
Proben am Durchflusszytometer analysiert. b) Proliferation ConA-sti-
mulierter Milzlymphozyten. Maus-Milz-Zellen wurden 48 h aktiviert: in
reinem Medium (kein ConA), mit ConA ohne Wirkstoff, mit ConA und
Lésungsmittel (1% Ethanol), 2.0 um CsA, 2.0 pum 3. *H-Thymidin
wurde fiir die letzten 6 h Inkubation zugegeben. Die Einbaugeschwin-
digkeit von *H-Thymidin (Impulse pro Minute, cpm) ist proportional
der Replikationsgeschwindigkeit und stellt den Mittelwert & Standard-
abweichung aus 6 Experimenten dar.

netzung von CsA mit Makromolekiilen wie Aminodextran-
Kiigelchen oder Ovalbumin hergestellt.®! Obwohl mit diesen
Konstrukten eine Inhibierung der IL-2-Produktion in Phor-
bolester-aktivierten EL-4-Zellen und in ConA-aktivierten, T-
Zell-angereicherten Maus-Milzzellen beobachtbar war, ist die
Interpretation der Daten durch die mogliche Freisetzung
niedermolekularer, zellgédngiger Cyclosporine aus den ma-
kromolekularen Wirkstoffen erschwert.

Um die Stabilitdt von 3 bei Inkubation mit Maus- und
fotalem Kilberserum zu bestimmen, wurden HPLC-Profile
zeitabhingig gemessen (Abbildung S4). Die nach 48 h Inku-
bation bei 37°C nahezu unverdnderten Profile belegen die
Stabilitidt gegen chemischen und enzymatischen Abbau, was
ausschlie3t, dass bei Langzeitinkubationen durch eine Frag-
mentierung von 3 eine Immunsuppression zu erwarten ist.
Diese Stabilitdt unter physiologischen Bedingungen ist in
Einklang mit dem fehlenden Einfluss der Verbindung auf die
Proliferation von Lymphozyten (Abbildung 3).

Extrazelluldre Cyclophiline sind in die Neuroprotekti-
on,'! die Differenzierung von Epithelzellen!"” und in die
Funktion verschiedener Signalrezeptoren eingebunden. Bei
der Migration von Blutzellen greifen sie am extrazelluldren
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Teil des Rezeptorproteins CD147 an."™™ Um zu priifen, in-
wieweit 3 die Migration von Leukozyten hemmen kann,
wurden Maus-CD4*-T-Zellen wie beschrieben!" aufgereinigt
und in Gegenwart von 3 mit CypA stimuliert. In Abbildung 4
ist dargestellt, dass 3 die CypA-vermittelte Chemotaxis fast
auf den Basalwert absenken kann. Die Spezifitdt im Wir-
kungsmechanismus von 3 ergibt sich daraus, dass die
RANTES-induzierte Leukozytenmigration nicht beeinflusst
wird.
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Abbildung 4. Maus-Milzzellen wurden tber Nacht mit ConA behan-
delt. Aktivierte CD4*-T-Zellen wurden dann durch MACS-Trennung iso-
liert und in einer Boyden-Kammer beziiglich ihrern chemotaktischen
Eigenschaften untersucht. Die Zellmigration wurde entweder mit CypA
(100 ngmL™") oder RANTES (1 ngmL™") jeweils mit und ohne 2.0 um
3 induziert. Die Ergebnisse stellen den mittleren chemotaktischen
Index (Mittelwert + Standardabweichung) fiir jeweils 5-6 unabhingige
Experimente dar. Oberhalb der gepunkteten Linie (>1.2) ist der ge-
messene Einfluss auf den chemotaktischen Index signifikant. ** = sta-
tistische Differenz mit p <0.01 nach Student-t-Test.

Zusammenfassend haben wir gezeigt, dass ein wirksamer,
nicht zellgdngiger Hemmstoff fiir Cyclophiline in Form eines
seitenkettenmodifizierten [D-Ser®]-CsA-Derivats syntheti-
siert werden kann. Ein Trimesinséuretriamid stellt die zen-
trale Verniipfungseinheit dar, an der ein p-Glutaminsédure-
Hexamer und 5(6)-Carboxytetramethylrhodamin als Fluo-
reszenzsonde kovalent gebunden sind. Anders als bisher kli-
nisch verwendete oder dafiir ins Auge gefasste Cyclosporine
reichern sich diese spezifisch extrazelluldren Inhibitoren nicht
als Komplexpartner der teilweise in hohen Konzentrationen
vorhandenen intrazelluliren Cyclophiline in der Zelle an.
Dadurch konnen diese Inhibitoren bei der Beschreibung der
Rolle von extrazelluliren Cyclophilinen insbesondere bei
chronischen Entziindungsprozessen auf molekularer Ebene
hilfreich sein.
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