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(57) Bei einem Verfahren zur Bestimmung des aktuellen
Pegels von Cyclosporin-A bzw. des diesem verwandter Im-
munsuppressiva sowie jenes deren biologisch aktiver Me-
taboliten im Blut wird der zu untersuchenden Blutprobe
eine definierte Menge an Cyclophilin und eine definier-
te Menge an markierter an Cyclophilin bindbarer Sub-
stanz zugesetzt, worauf dann durch Ermittlung des an
das Cyclophilin gebundenen Anteils an markierter Sub-
stanz durch Vergleich mit Standards der im Blut befind-
liche Pegel an Cyclosporin~A bzw. der diesem verwandter
Immunsuppresiva sowie jenes deren Metaboliten bestimmt
wird.
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Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Bestimmung des aktuellen Pegels von Cyclosporin-A bzw.
des diesem verwandter Immunsuppressiva sowie jenes deren biologisch aktiver Metaboliten im Blut.

Cyclosporin-A wird seit Jahren erfolgreich zur Unterdriickung der immunologischen AbstoBungsreaktionen,
z. B. nach Organtransplantationen, eingesetzt. Cyclosporin-A sowie eventuell dessen biologisch aktive
Metaboliten sind dabei in der Lage, die gegen das Transplantat gerichteten Immunreaktionen weitgehend zu
unterdriicken, wobei die iibrigen Funktionen des Immunsystems nur in verhiltnism#Big geringem MaBe
beeintrichtigt werden. Einen groBen Nachteil der Cyclosporintherapie stellt allerdings die hohe Nephrotoxizitat
dieser Verbindung dar. Es ist daher unerléBlich, den aktuellen Pegel des Immunsuppressivums stindig zu
kontrollieren um danach das Immunsuppressivam genau zu dosieren. Ist die Dosierung zu niedrig, kann es zu
AbstoBungsreaktionen kommen, ist hingegen die Dosierung zu hoch, so kénnen die Nieren schwer geschidigt
werden.

Zur Messung des Pegels von Cyclosporin-A bzw. des diesem verwandter Inmunsuppressiva stehen derzeit
zwei vollig unterschiedliche Methoden zur Verfiigung. Es handelt sich dabei einerseits um eine
Radioimmunobestimmung (RIA) und anderseits um die Hochdruckfliissigkeitchromatographie (HPLC). Mit der
HPLC-Methode wird ausschlieSlich das Immunsuppressivum selbst bestimmt, nicht jedoch die zahlreichen
Metaboliten, die hauptsichlich in der Leber gebildet werden und bis iiber 80 % der Gesamtmenge an
Immunsuppressivum betragen konnen. Sowohl iiber die immunsuppressive als auch iiber die nephrotoxische
Wirkung dieser Metaboliten besteht jedoch wenig Klarheit. In vitro erhaltene Ergebnisse fiihren dabei hitufig zu
widerspriichlichen Aussagen. Im RIA-Test wiederum wird nur ein Teil der Metaboliten erfaBt, ndmlich jener, der
Kreuzreaktionen zu dem gegen das Immunsuppressivum gerichteten Antiserum zeigt. Diese Kreuzreaktivititen
liegen fiir verschiedene Metaboliten zwischen 0 und 30 %, wobei die relative Verteilung der Metaboliten im Blut
zudem zeitabhéngig ist und starke individuelle Unterschiede zeigt. Die mit dem RIA-Test gewonnenen Daten
geben daher weder eine genaue Auskunft iiber die Menge an Immunsuppressivum, noch lassen sie einen SchluB
auf die Gesamtmenge an biologisch aktiven Teilen (Immunsuppressivum + aktive Metaboliten) zu.

Beide beschriebenen Methoden liefern somit Daten, die nur in bedingtem MaB fiir die klinische Praxis relevant
sind.

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren der eingangs genannten Art zu schaffen, welches
ermdglicht, selektiv nur diejenigen Anteile an Inmunsuppressiva zu erfassen, die auch biologisch aktiv sind.

ErfindungsgemiB wird diese Aufgabe dadurch geldst, daB der zu untersuchenden Blutprobe eine definierte
Menge an Cyclophilin und eine definierte Menge an markierter, an Cyclophilin bindbarer Substanz zugesetzt
wird, worauf dann der an das Cyclophilin gebundene Anteil an markierter Substanz durch Vergleich mit Standards
der Pegel von Cyclosporin-A bzw. des diesem verwandter Immunsuppressiva sowie jener deren Metaboliten
gemessen wird. Dadurch werden gerade jene Mengen an biologisch aktiven Anteilen der Immunsuppressiva
bestimmt, die zum Zeitpunkt der Ermittlung biologische Aktivitéit zeigen. Die nach dem erfindungsgemiBen
Verfahren ermittelten Werte liegen dabei in allen Féllen gleich hoch oder héher als jene nach der HPLC-Methode
ermittelten Werte, jedoch hiufig etwas niedriger als die im RIA-Test erhaltenen Werte.

Bei dem eingesetzten Cyclophilin handelt es sich um ein Protein, welches als Bindeprotein fiir Cyclosporin
wirkt. Das Cyclophilin wurde von Handschumacher und Mitarbeitern 1984 in Science 226, Seiten 544 bis 547,
beschrieben.

Damit nach dem erfindungsgem#Ben Verfahren auch Vollblutproben aufgearbeitet werden kénnen, ohne dag
die Ergebnisse durch andere Blutbestandteile verfalscht werden, konnen vorteilhafterweise in der zu untersuchenden
Blutprobe vor der Analyse die Blutzellen himolysiert und die Serumproteine ausgefillt werden. Dazu kann die zu
untersuchende Blutprobe nach Hamolyse der Blutzellen und Ausféllen der Serumproteine zentrifugiert, danach der
Uberstand eingedampft, anschlieBend der Riickstand mit einem Losungsmittel, vorzugsweise Athanol,
aufgenommen und gegebenenfalls nochmals zentrifugiert werden. Dadurch wird eine Losung erhalten, in welcher
praktisch keine, die erfindungsgemiBe Reaktion beeintréichtigenden Substanzen mehr enthalten sind.
Vorteilhafterweise kann erst nach dieser Vorbehandlung der &thanolische Probenextrakt mit der definierten Menge
an Cyclophilin und der definierten Menge an markierter, an Cyclophilin bindbarer Substanz inkubiert werden,
worauf dann die nicht an das Cyclophilin gebundene Menge der markierten Substanz aus der Lisung abgetrennt
wird. Dadurch wird erreicht, daB nur jener Teil an markierter Substanz der Auswertung zugefiihrt wird, der
tatséichlich an Cyclophilin gebunden ist. Die Abtrennung der nicht gebundenen Anteile an markierter Substanz
kann dabei besonders vorteilhaft mittels Aktivkohle durchgefiihrt werden.

Das erfindungsgemiBe Verfahren wird nachstehend anhand eines Beispieles nither erliutert.

1lun lophilin-Ex menschlichen Zellen:

Als Quelle fiir die Cyclophilin-Extrakte kénnen periphere Blutzellen oder in Suspensionskultur wachsende
Tumorzellinien verwendet werden. Die vorliegend verwendeten Zellinien sind die menschlichen T-Zellinien
CCRF-CEM und JURKAT sowie die Fibroblastenlinie HeLa. Alle Linien konnen in RPMI 1640 Medium mit
10 % fotalem Kilberserum (FCS) geziichtet werden. Die Zellen werden bis zu einer Dichte von 1-2 Millionen
Zellen pro Milliliter Kulturmedium wachsen gelassen und dann durch Zentrifugation (15 Minuten bei 1500 rpm)
geerntet. Sie werden zweimal mit Phosphat-Salz-Puffer, pH 7,2 (10 mmol/l Phosphat, 145 mmol/l NaCl)
gewaschen und kénnen bei -20°C gelagert werden.
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500 Millionen Zellen werden in 2 ml Cyclophilin-Priparationspuffer (20 mmol/l Tris-HCl, pH 7,5;
1 mmol/l Dithiothreitol (DTT); 0,02 % Nalnumamd) suspendiert und durch mehrmahges Einfrieren und Auftauen
lysiert. Das Lysat wird entweder 2 min in einer Eppendorfzentnfuge oder 10 min bei 4000 rpm in einer
Beckmann J-6B Zentrifuge zentrifugiert. Die Uberstinde werden in ein Glastohrchen transferiert, das Zentrifugat
in 1 ml Praparauonspuffer resuspendiert und nochmals in der angegebenen Weise zentrifugiert. Die Uberstinde
werden vereinigt, in 0,5 ml Aliquote portioniert und bei -20°C gelagert. Die so gewonnene Cyclophilin-Menge
reicht fiir etwa 100 Cyclosporin Bestimmungen.

Probenberei

Extraktion von Cyclosporin-A (CsA) aus Vollblut

Proben zu je 1 ml Vollblut werden in Glasspitzrohrchen unter Schiitteln mit je 2 ml Acetonitril versetzt, was
die Hiimolyse der Blutzellen sowie die Ausfillung von Serumproteinen und zellulidren Bestandteilen bewirkt. Die
Rohrchen werden anschlieSend 5 min bei 3500 rpm in einer Beckmann J-6B Zentnfuge zentrifugiert, 2 ml des
Uberstandes werden entnommen, in neue Spitzréhrchen transferiert und im Wasserbad bei 37°Cim
Stickstoffstrom eingedampft, in 667 pl 60 % Athanol aufgenommen und eine Minute geschiittelt. Dadurch wird
die nahezu vollstﬁndlge Auflésung des in den Proben enthaltenen CsA gewihrleistet. Die RShrchen werden noch
einmal 5 min 3500 rpm zentrifugiert und die Uberstiinde in Glasrdhrchen oder EppendorfgefiBen bei -20°C
gelagert. Bei dieser Vorgangsweise entspricht 1 mi geloster Extrakt 1 ml Vollblut. Als Kontrollen dienen Proben
von cyclosporinfreiem Blut, denen definierte Mengen an Cyclosporin-A zugesetzt werden. (Konzentrationsbereich
200 - 2000 ng/ml).

Der Bindungsassay

Das Prinzip des Assays besteht dhnlich wie beim RIA darin, eine genau definierte Menge an radioaktiv
markiertem Cyclosporin-A (3H)CsA an Cyclophilin zu binden und die Verdréingung des radioaktiven (3H)CsA
durch das in der extrahierten Probe vorhandene nicht radioaktive Cyclosporin-A bzw. dessen biologisch aktive
Metaboliten zu messen. Als Bezugssubstanz zur Erstellung einer Standardkurve dient unmarkiertes CsA.
Folgende Reagenzien werden bendtigt:

Bindungspuffer: 50 mmol/l Tris-HCl, pH 7.5; 10 % Fétales Kélberserum (FCS);

2 mmol/1 Dithiothreitol (DTT); 0,04 % Natriumazid.

(3H)CsA (Sandoz): 7,4 kBg/ml (0,2 puCi/ml) in 10 % Athanol (Originallosung 1:10 mit destilliertem Wasser
verdiinnt).

Blutextrakte von Patienten und Kontrollpersonen in 60 % Athanol gelost. CsA-Standardldsung (Sandoz):
4 pg/ml (Originallésung 1:10 mit Kontrollblut-Extrakt verdiinnt).

Zur Herstellung eines 1 ml Inkubationsansatzes werden die folgenden Mengen in ein GlastShrchen pipettiert:

250 ! Blutextrakt

200 pt (3H)CsA

550 ul Bindepuffer, der 50 pl Zellextrakt/mi enthlt.

Zur Erstellung der Standardkurve werden verschiedene Mengen von CsA in Kontrollblutextrakten geldst und

in derselben Weise wie die Patientenblutextrakte im Assay eingesetzt. Die Konzentration der Standards sollten

zwischen 200 und 2000 ng/ml Extrakt liegen. Zur Bestimmung der Menge des an Cyclophilin gebundenen
(3H)CsA muB das nicht gebundene quantitativ abgetrennt werden. Dazu wird das nicht gebundene Cyclosporin
durch Adsorption an Aktivkohle wie folgt ausgefillt:

2 g Aktivkohle (Merck No. 2186) werden in 100 ml Siulenpuffer, der 1% fotales Kéalberserum (FCS) enthilt,
suspendiert und iiber Nacht im Kiihlschrank geriihrt. Durch diese Behandlung wird die Bindung von Proteinen an
die Aktivkohle erschwert, wihrend Cyclosporin noch bereitwillig adsorbiert wird.

In Glasrshrchen (75 x 12 mm) werden Bindungsansitze zu je 0,5 ml in der angegebenen Weise bereitet und
nach 10 min Inkubation bei Raumtemperatur in ein Eisbad transferiert, dort 15 min belassen und dann mit je
0,25 ml eisgekiihlter Aktivkohlensuspension versetzt. Unmittelbar nach der Aktivkohlenzugabe werden die
Proben kurz geschiittelt, noch weitere 10 min im Eisbad belassen und dann 15 min bei 3500 rpm zentrifugiert.
Die Uberstiinde werden in Szintillationsflischchen dekantiert, mit 7 ml Szintillationsfliissigkeit versetzt und die
Radioaktivititen gemessen.

Ergebnisse

Die mit der beschriebenen Methode gewonnenen Ergebnisse liefern folgendes Bild:

Die Werte der Cyclosporin-Spiegel liegen in allen Fillen héher als die mit HPLC bestimmten und héufig
etwas niedriger als die im RIA ermittelten. Dabei scheint der Zeitpunkt, der zwischen CsA-Einnahme und
Blutabnahme liegt, wesentlich zu sein (Fig. 1). Zu Beginn, d. h. in den ersten 4 Stunden, liefern HPLC und
Cyclophilin-Assay nahezu identische Werte, danach sinken die HPLC-Werte wesentlich schneller ab, wéhrend die
Cyclophilin-Werte sich kontinuierlich denen des RIA ann#hemn und nach 12 Stunden von der selben
GriéBenordnung sind.

Betrachtet man individuelle Verl4ufe tiber mehrere Tage hinweg, bei denen die Blutabnahme meist 10 Stunden
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nach CsA Einnahme erfolgte - die MeSpunkte also dem Endbereich des Tagesprofils entsprechen - so liegen die
Cyclophilin-Werte deutlich héher als die HPLC Werte, manchmal auch hoher als die des RIA (Fig. 2). Die
Methode der Cyclosporinbestimmung durch Bindung an Cyclophilin liefert also Ergebnisse, die sich von den mit
den beiden bekannten und derzeit ausschlieBlich verwendeten Ergebnissen deutlich unterscheiden. Dies riihrt
offenbar daher, daB Cyclophilin anBer CsA auch einen Teil der Metaboliten zu binden vermag, und zwar vor
allem jene mit immunsuppresiver Wirkung.

Es steht somit zum ersten Mal eine Methode zur Verfiigung, biologisch relevante Cyclosporin-Spiegel im
Blut zu bestimmen, da mit diesem Assay nur diejenigen Cyclosporine erfaBt werden, die auch immunsuppressive
Wirkung aufweisen.

PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Bestimmung des aktuellen Pegels von Cyclosporin-A bzw. des diesem verwandter
Immunsuppressiva sowie jenes deren biologisch aktiver Metaboliten im Blut, dadurch gekennzeichnet, daf
der zu untersuchenden Blutprobe eine definierte Menge an Cyclophilin und eine definierte Menge an markierter an
Cyclophilin bindbarer Substanz zugesetzt wird, worauf dann der an das Cyclophilin gebundene Anteil an
markierter Substanz durch Vergleich mit Standards der Pegel von Cyclosporin-A, bzw. des diesem verwandter
Immunsuppressiva sowie jener deren Metaboliten gemessen wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da8 in der zu untersuchenden Blutprobe vor der
Analyse die Blutzellen hdmolysiert und die Serumproteine ausgefillt werden.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da8 die zu untersuchende Blutprobe nach Hamolyse
der Blutzellen und Ausféllen der Serumproteine zentrifugiert, danach der Uberstand eingedampft, anschlieBend der
Riickstand mit einem Losungsmittel, vorzugsweise Athanol, insbesondere 60%-igem Athanol, aufgenommen
und gegebenenfalls nochmals zentrifugiert wird.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB der #thanolische Probenextrakt mit der
definierten Menge an Cyclophilin und der definierten Menge an markierter an Cyclophilin bindbarer Stubstanz
inkubiert wird, worauf dann die nicht an das Cyclophilin gebundene Menge an markierter Substanz aus der
Lsung abgetrennt wird.

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Abtrennung der nicht gebundenen Anteile
der markierten Substanz mittels Aktivkohle durchgefiihrt wird.

Hiezu 2 Blatt Zeichnungen
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