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Mécanismes moléculaires
de l'action des agents
immunosuppresseurs

Les immunosuppresseurs ciclosporine et FK506 se lient
a des immunophilines et, sous la forme de ce complexe,
a la calcineurine, une protéine phosphatase activée par
la calmoduline en présence de Ca®’*. L’inhibition de
P’activité phosphatasique de la calcineurine induite par
la fixation du complexe immunophiline-médicament
pourrait interférer avec les modifications post-
traductionnelles de composants cytoplasmiques de cer-
tains facteurs de transcription, probablement NF-AT et
NF-«kB, dont la translocation dans le noyau, nécessaire
a P’activation du géne de I’'IL-2, ne pourrait plus se pro-
duire. Ainsi serait bloquée la premiere étape de I’acti-
vation des lymphocytes T lorsque leur récepteur recon-
nait un antigene spécifique présenté par une molécule
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du complexe majeur d’histocompatibilité.

e peptide cyclique ciclos-

porine (CsA, Sandim-

mun®), isolé du champi-

gnon Tolypocladium inflatum

gams, a été découvert il y a
vingt ans, en janvier 1972 [1]. Depuis
lors, ce peptide a révolutionné le
domaine de la transplantation d’orga-
nes, et son efficacité est étudiée
actuellement dans le traitement d’un
certain nombre d’affections auto-
immunes, en particulier le psoriasis,
la polyarthrite rhumatoide et le
syndrome néphrotique [2]. Outre le
succes de son introduction dans ces
indications cliniques, la CsA a été
aussi largement utilisée comme sonde
expérimentale en recherche fonda-
mentale, par exemple pour compren-
dre les voies de transduction des
signaux et explorer des possibilités
originales d’intervention pharmaco-
logique [3].

La ciclosporine se lie
a la cyclophiline

Des études immunologiques ont tres
tot révélé que la CsA bloque I’acti-

vation des cellules T et que cela est
en partie le résultat d’une inhibition
de la transcription de genes codant
pour des lymphokines, notamment
Pinterleukine 2 (IL-2), facteur de
croissance essentiel pour les cellu-
les T [4]. Les concepts actuels concer-
nant l'immunosuppression réalisée
par la CsA suggeérent qu’en inhibant
Pexpression de I’'IL-2 dans les cellu-
les T, la CsA empéche les cellules T
auxiliaires d’orchestrer une réponse
aux antigenes étrangers. Etant donné
les effets spécifiques de la CsA sur la
transcription des geénes de lymphoki-
nes dans les cellules T et le role
important que celles-ci jouent dans les
rejets des greffes, les recherches con-
cernant le mécanisme d’action de la
CsA ont été essentiellement focalisées
sur son role dans la régulation de
I’expression des genes dans les
lymphocytes T. Au moins I'une des
cibles intracellulaires de la CsA a été
identifiée, et son activité enzymatique
observée. Ce récepteur a haute affi-
nité pour la CsA, appelé cyclophiline,
appartient a une famille de plus en
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Figure 1. Conception du double systéme concernant les immunosuppresseurs CsA, FK-506 et rapamycine.

plus nombreuse d’immunophilines
systémiques et spécifiques de tis-
sus [5]. Tous les membres de cette
famille identifiés jusqu’a présent pos-
sedent une activité peptidyl-prolyl cis-
trans isomérase catalysant I’isomérisa-
tion cis-trans des liaisons peptidiques
intéressant les résidus prolyl [6].
Cette activité enzymatique qui faci-
lite le repliement des protéines est
puissamment inhibée lorsque la pro-
téine se lie a la CsA. Une premiere
série d’arguments concernant les
effets biologiques de la CsA sur la
cyclophiline a été obtenue en compa-
rant la capacité de liaison d’un grand
nombre d’analogues de la CsA a la
cyclophiline avec leurs activités
immunosuppressives in vitro [7]. Tous
les analogues de la CsA montrant
une activité immunosuppressive signi-
ficative se lient également a la cyclo-
philine. De plus, a la suite d’une
approche génétique analysant chez les
eucaryotes inférieurs (Neurospora crassa,
Saccharomyces cerevisiae), les mutants de
la cyclophiline qui ne se lient pas a
la CsA, Tropschug et al. purent mon-
m/s n® 4, vol. 8, avril 92

trer que I’effet cytotoxique de la CsA
était relayé par la cyclophiline [8].

Les macrolides FK-506
et rapamycine se lient
également

a une immunophiline
(FKBP)

On a découvert plus récemment un
produit de type antibiotique, sans
relation avec la CsA et provenant de
Streptomyces tsukubaensis, doté d’effets
inhibiteurs sur I’activation des cellu-
les T étonnamment analogues a ceux
de la CsA [9]. Cette molécule, con-
nue sous le sigle FK-506, est un
macrolide qui se lie 2 un groupe dis-
tinct de protéines réceptrices appelées
protéines de liaison du FK
(FKBP) [10]. Ni la CsA ni le FK-506
ne montrent de réaction croisée avec
les récepteurs (c’est-a-dire les immu-
nophilines) de l'autre. Etant donné
que les deux médicaments bloquent
I’induction de la transcription de
genes de cytokines a un stade précoce

de D’activation des cellules T auxiliai-
res induite par ’antigéne (transition
G, a G, du cycle cellulaire), on
admet que ’activation des cellules T
nécessite 1’activité distincte des deux
immunophilines. Cette analogie fonc-
tionnelle a été soulignée par la cons-
tatation que les cyclophilines et les
FKBP ont une activité peptidyl-prolyl
cis-trans isomérase et que cette activité
est bloquée par la liaison du produit
correspondant (m/s n° 10, wvol. 6,
p. 1022). Ces données d’observation
suggérerent tout d’abord que I'immu-
nosuppression provenait d’un défaut
de repliement du facteur de transcrip-
tion nécessaire a I’expression de
PARNm de la lymphokine. D’apres
ce modele, on pensait que I'inhibition
de I'isomérase de la proline était la
base de I'inhibition des cellules T par
la CsA et par le FK-506.

Les conceptions se sont ensuite radi-
calement modifiées a la lumieére des
résultats obtenus avec un autre
immunosuppresseur, le macrolide
rapamycine isolé de Streptomyces hygro-

scopicus. Ce composé inhibe 'activa- m—
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tion des cellules T a des concentra-
tions comparables a celles du FK-506,
de structure apparentée, mais avec
un mécanisme qui differe manifeste-
ment de celui du FK-506 et de la
CsA [11]. La rapamycine n’inhibe
pas la transcription des geénes d’acti-
vation précoce des cellules T, en par-
ticulier de I’IL-2, mais semble bien
plutdt bloquer en aval les phénome-
nes aboutissant a la prolifération des
cellules T, c’est-a-dire la voie de
transduction du signal émanant de
récepteurs des lymphokines, tels que
le récepteur de I’IL-2 (transition des
phases G, a Gy).

La rapamycine se lie également a la
FKBP et inhibe D’activité peptidyl-
prolyl cis-trans isomérase, sans inhiber
la transcription de I’IL-2. Cela
démontre clairement que I’inhibition
de I’activité de la peptidyl-prolyl cs-
trans isomérase par la FKBP est en
soi insuffisante pour étre le médiateur
de I'effet biologique du FK-506 [12].
On a montré en outre, par des étu-
des de compétition, que FK-506 et
rapamycine doivent se lier a un
récepteur intracellulaire commun : la
rapamycine peut, en effet, agir
comme un puissant antagoniste du
FK-506 [13].

Le concept

d’un double systéme
régulateur

des immunosuppresseurs

Le modele actuel permet de penser
que les deux médicaments agissent
par l'intermédiaire de deux systémes
régulateurs : un systeme de liaison a
I'immunophiline FKBP, partagé avec
le FK-506 et la rapamycine, et un
systeme d’effecteur spécifique de 1’'un
et I'autre produits [12].

De fagon frappante, le méme concept
d’un double systeme a été mis en évi-
dence pour la CsA. Le site de liai-
son sur la cyclophiline a été précisé
par des méthodes immunochimi-
ques [7], confirmées ultérieurement
par analyse en résonance magnétique
nucléaire [14] et par cristallographie
aux rayons X [15]. La définition du
site effecteur sur la molécule de
ciclosporine a été réalisée par une
sélection soigneuse d’un petit groupe
de dérivés de la CsA, diffusant dans
les cellules, se liant a la cyclophiline
et inhibiteurs de la cis-trans isomérase,

qui se sont cependant avérés non
immunosuppresseurs (G. Zenke et al.,
travail en cours). On a montré que
ce petit groupe d’analogues de la CsA
annule Peffet immunosuppresseur de
la CsA lorsqu’ils sont ajoutés a des
cellules T en concentrations molaires
supérieures a celles de la CsA. Leur
effet inhibiteur sur D'activité cis-trans
isomérase de la cyclophiline fournit
des arguments convaincants témoi-
gnant, par analogie au FK-506 et a
la FKBP, que Pinhibition de cette
activité enzymatique soit n’a pas de
signification, soit, du moins, est insuf-
fisante pour expliquer I’'immunosup-
pression réalisée par la CsA [16].
Cependant, la liaison de la CsA et du
FK-506 & leurs immunophilines res-
pectives est une condition préalable
obligatoire a leur potentiel immuno-
suppresseur. Le site effecteur consti-
tué, dans le cas de la CsA, par les
résidus modifiés dans le groupe non
immunosuppresseur des dérivés de la
CsA entrant en compétition pour la
liaison au récepteur est donc tout 2
fait essentiel a I’activité immunosup-
pressive. Restait la question de savoir
dans quelle mesure CsA et FK-506,
lorsqu’ils sont liés a leurs récepteurs
(immunophilines), exercent leur acti-
vité immunosuppressive en agissant
par I'intermédiaire de leur site effec-
teur sur différentes cellules primaires
ou sur différents sites d’une cible pri-
maire commune. Cette cible avait
toutes les chances, a priori, d’étre un
composant de la voie de transduction
du signal qui aboutit finalement a la
transcription du geéne de I'IL-2.

Le complexe
immunophiline-
médicament

comme effecteur unique

Sur la base de cet ensemble de don-
nées, les équipes de S. Schreiber [17]
et de I. Weissman [18] ont testé la
notion selon laquelle le complexe
médicament-récepteur agit comme
effecteur unique. Ils ont utilisé le
complexe immunophiline-médicament
comme matrice d’affinité pour isoler
des protéines cytoplasmiques qui
reconnaissent de maniere spécifique le
double complexe. De fagon surpre-
nante, les complexes entre CsA et
cyclophiline, comme pour FK-506 et
FKBP, se lient au méme groupe de
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Figure 2. CsA (sphéres pleines) insérée dans la structure cristalline de la cyclophiline humaine [15). La confor-
mation de la CsA a été déterminée par NMR [14] et son insertion dans le site actif de la cyclophiline effectuée par

technique de modelage moléculaire (H.P. Weber, Sandoz Pharma S.A., Béle).

protéines. Les deux groupes de tra-
vail ont pu montrer que les com-
plexes immunophiline-médicament
(mais non la cyclophiline, la FKBP
ou la FKBP-rapamycine) se lient, de
maniere compétitive, directement a la
calcineurine, une sérine-thréonine
protéine phosphatase et, de maniere
indirecte, par l’intermédiaire de la
calcineurine, a la calmoduline en pré-
sence de Ca!* (m/s n°8, wvol. 7,
p. 878). Comme CsA et FK-506
témoignent d’une spécificité pour les
voies d’activation qui induisent une
augmentation des concentrations
intracellulaires de Ca?* telles que
celles commandées par le récepteur
de la cellule T, la calcineurine peut
éventuellement étre impliquée dans la
régulation de I’état de phosphoryla-
tion des composés en aval de cette
voie. De fait, de la calcineurine sti-
m/s n® 4, vol. 8, avril 92

mulée par la calmoduline, en pré-
sence de Ca?*, est puissamment
inhibée in wtro par les complexes
CsA-cyclophiline et FK-506 - FKBP.
Des études biologiques ne doivent pas
tarder 4 déterminer si la calcineurine
est la cible authentique de la CsA et
du FK-506 in vivo et représente ainsi
une molécule clef dans la voie de
transduction du signal émanant du
récepteur de la cellule T. Quoique les
effets de la CsA et du FK-506 aient
une spécificité tissulaire, leurs protéi-
nes de liaison — tels la calcineurine,
la cyclophiline et le FKBP — sont
tres répandues. Cela pourrait étre
expliqué par leurs interactions sélec-
tives avec des isoformes spécifiques de
la calcineurine, des membres de la
famille des immunophilines spécifi-
ques des tissus, ou par l’existence de
substrats cellulaires spécifiques de la

calcincurine. Ces substrats sont les
composants les plus vraisemblables de
la voie de transduction du signal qui,
finalement, aboutit a la transcription
du geéne de I'IL-2. Des candidats
potentiels essentiels pour I’activation
de I'IL-2 sont les facteurs de trans-
cription inductibles par I’antigene, le
NF-AT (nuclear factor of activated T
cells) [19] et le NF-«kB (facteur
nucléaire se fixant au site 8 du enhan-
cer du gene codant pour les chaines
légeres k des immunoglobulines [20]),
décrits tous deux comme modifiés
dans leur activité de liaison au pro-
moteur de I'IL-2 par la CsA et le
FK-506, mais non par la rapamy-
cine [21, 22]. Il est trés vraisembla-
ble que la liaison a I’ADN des
deux facteurs de transcription
dépende d’une modification post-

traductionnelle entrainant une trans- ————
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Figure 3. La CsA et le FK-506 interférent tous deux, par liaison a leur
immunophiline respective, avec la fonction de molécules intracellulaires
qui transmettent des signaux dépendant du Caz+ entre le récepteur de
Ia cellule T (TCR) et I'activation des génes de l’interleukine 2 (IL-2) dans
le noyau (revue générale, voir [25]). La régulation de la transcription du géne
de I'IL-2 est modulée par |’association de facteurs de transcription (par exem-
ple NF-AT, NF-xB, OTF-1) interagissant avec leurs sites spécifiques de recon-
naissance sur le promoteur du géne de I'lL-2. Ces complexes ADN-protéines,
avec I’ARN polymérase Il (ARN pol Il), aboutissent & la transcription induite
par I'antigéne du gene de I'lIL-2. Les sites potentiels d’intervention du com-
plexe pentamérique (calcineurine (p19/p61), calmoduline, immunophiline, médi-
cament) mettant en jeu, par exemple, une modification post-traductionnelle des
facteurs de transcription interférant avec leur translocation dans le noyau, sont
indiqués (*). La CsA et le FK-506 interférent avec la transition Gy, & G; du
cycle cellulaire alors que la rapamycine interfére avec la transition G, a8 S
(indiquée par un triangle). CPAg : cellule présentatrice de l’antigéne ; Ag : anti-
gene; € 6, v, 5 §: sous-unités du complexe CD3.
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location nucléaire des précurseurs
cytoplasmiques, translocation indis-
pensable a la formation d’un com-
plexe fonctionnel de transcription.
Dans les cellules non stimulées, le
NF-«B est lié sous une forme inactive
a son inhibiteur I-kB. Lors de I’acti-
vation de la cellule T, I-kB est phos-
phorylé et libére, en conséquence, le
NF-kB cytoplasmique, qui peut alors
étre transloqué dans le noyau [23].
Crabtree et al. ont démontré récem-
ment que le NF-AT est formé
lorsqu’un signal émanant du récep-
teur de l’antigéne induit une sous-
unité cytoplasmique préexistante a se
transloquer dans le noyau et a se
combiner a une sous-unité nucléaire
nouvellement synthétisée de NF-AT.
CsA et FK-506, trés vraisemblable-
ment, bloquent la translocation en
modifiant le composant cytoplasmique
sans affecter la synthese de la sous-
unité nucléaire [24].

I Conclusions

En résumé, des données récentes con-
cernant les mécanismes moléculaires
de I’action de certaines médications
immunosuppressives apportent des
arguments solides en faveur du
modele fascinant selon lequel la CsA
et le FK-506 agissent en se liant a
des immunophilines et ensuite en
inhibant, en tant que complexe
médicament-immunophiline, la calci-
neurine, une protéine phosphatase
activée par le calcium. Cette inhibi-
tion pourrait interférer avec des
modifications post-traductionnelles des
composants cytoplasmiques de fac-
teurs de transcription, ce qui pertur-
berait leur translocation nucléaire,
condition préalable d’une transcrip-
tion correcte du géne de I'IL-2. Tout
se passe comme si les pieces de ce
puzzle complexe de transduction de
signaux commencaient a s’emboiter
les uns avec les autres grace a I’uti-
lisation de métabolites microbiens
immunosuppresseurs comme sondes
moléculaires. Une fois connus les
détails de la chaine de processus qui
ont lieu tout au long des voies de
signalisation de la cellule T, les struc-
tures moléculaires en jeu fourniront
de nouveaux outils a la recherche et
un modele rationnel pour la création
d’agents thérapeutiques nouveaux,

Summary

Molecular mechanism of immu-
nosuppressive agents

Recent data on the molecular
mechanism of some immuno-
suppressive drugs provide strong
support for the fascinating postu-
late that CsA and FK-506 work
by binding to immunophilins and
then, as a drug-immunophilin
complex, inhibiting the calcium-
activated protein phosphatase, cal-
cineurin. This inhibition could
result in an altered modification
pattern of the cytoplasmic compo-
nents of transcription factors,
thereby disturbing their nuclear
translocation, which is a prerequi-
site for proper IL-2 transcription.
It looks as if, with the immuno-
suppressive microbial metabolites
as molecular probes, the pieces of
this complex signal transduction
puzzle are starting to fit together !
Once the details of the chain of
events along the T-cell signaling
pathways are known, the molecu-
lar structures involved will provide
new tools to be used in the search
for and the rational design of new
and improved therapeutic agents.
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