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1 Zusammenfassung

Die Suche nach neuen immunsuppressiven Substanzen ist trotz aller Erfolge der Transplantati-
onsmedizin eine dringende Notwendigkeit. Diese Medikamente sollen Rejektionen wirkungs-
voll verhindern und zugleich iiber ein giinstiges Nebenwirkungsprofil verfiigen. Der neuartige
Proteinkinase-C-Inhibitor Sotrastaurin erwies sich in den Voruntersuchungen in vitro und im
Transplantationsmodell als vielversprechendes Immunsuppressivum. In Studien wurde die Ef-
fektivitiat des Wirkstoffes an de novo nierentransplantierten Patienten tiberpriift. Zum besseren
Verstindnis des Wirkmechanismus fiihrten wir detaillierte in vitro Studien durch. Ziel war es,
den Einfluss von Sotrastaurin auf den entscheidenden Schritt des Rejektionsgeschehens, die
Aktivierung von T-Zellen, zu untersuchen. Die untersuchten Oberflichenmarker von T-Zellen
tibernehmen in der Signaltransduktionskette des Rejektionsprozesses wichtige Funktionen. Sie
binden Zytokine, ermdglichen die Interaktion zwischen T-Zellen und Antigen-prisentierenden-
Zellen bzw. wirken kostimulierend. Zudem wurden die Auswirkungen von Sotrastaurin auf
weitere bedeutsame Teilschritte der klonalen T-Zell-Expansion, wie die Produktion proinflam-
matorischer Zytokine und die Proliferation, exploriert.

In Anlehnung an die therapeutischen Konzentrationen im Blut von Nierentransplantierten er-
folgte die Behandlung der mononukleédren Zellen mit verschiedenen Dosierungen Sotrastaurin.
Dies fiihrte in der durchflusszytometrischen Analyse auf den aktivierten T-Zellen zu einer si-
gnifikanten Reduktion der Expression der kostimulatorischen und aktivierenden Oberfldchen-
molekiile ICOS, CTLA-4, CD71, CD25, Ox40, CXCR3 und PD-1. Die Expression des frithen
Oberflaichenmarkers CD69 wurde nicht beeinflusst. Weiterhin wurde nach Aktivierung und Be-
handlung mit Sotrastaurin die Produktion des fiir den Rejektionsprozess essentiellen Zytokins
IL-2 sowie IFN~y von T-Zellen signifikant reduziert. Der Einfluss des Proteinkinase-C-Inhibitors
auf den Endpunkt der T-Zell-Aktivierungskaskade, die T-Zell-Proliferation, wurde nach Akti-
vierung und zeitgleicher Behandlung mit Sotrastaurin evaluiert, indem die Proliferationsrate
durchflusszytometrisch bestimmt wurde. Die T-Zell-Proliferation wurde signifikant und dosis-
abhéngig inhibiert. Zusammenfassend inhibiert der neuartige Wirkstoff Sotrastaurin die T-Zell-
Aktivierung, die Zytokinproduktion und die T-Zell-Proliferation in vitro. Eine Hemmung dieser

Prozesse greift somit in die entscheidende Anfangsphase des Rejektionsprozesses ein.



2 Abstract

In spite of all successes in transplantation medicine the search for new immunosuppressive sub-
stances is a urgent need. These drugs have to prevent rejections effectively with minimum side
effects. Sotrastaurin, a new Proteinkinase-C-Inhibitor showed to be a very effective immuno-
suppressive drug in vitro and in transplantation models. The effectivity of this drug was tested
in de novo transplanted patients. To expand the understanding of the mechanism of action we
evaluated Sotrastaurin in detailed in vitro studies with human T-cells. We especially analyzed
the impact on T-cell-activation processes. According to therapeutic concentrations in kidney-
transplanted patients mononuclear cells were treated with different dosages of Sotrastaurin.
This resulted in a significant reduction of the surface marker expression of ICOS, CTLA-4,
CD71, CD25, CXCR3, 0Ox40, CXCR3 und PD-1 on activated t-cells. The expression of the
early t-cell-activation marker CD69 was not affected. Furthermore the treatment resulted in a
significant reduction of the crucial cytokines IL-2 as well as IFN~. The influence on prolife-
ration, the endpoint of the t-cell-activation, showed to be significant and dose-dependent. The
analyzed surface markers represent important signals within the rejection process. They bind
cytokines, enable intercellular communication or act as costimuli. By impeding these activating
processes the early phase of rejection is blocked. By inhibiting other important steps of the
clonal t-cell-expansion, like the production of IL-2 or the expression of the subunit of the IL-
2-receptor CD25, a reduction of t-cell-proliferation was observed in our studies. In summary,
Sotrastaurin inhibitis essential processes of transplant rejection like t-cell-activation, the pro-

duction of cytokines and t-cell-proliferation.



Fiir meine Mutter



3. EINLEITUNG 7

3 Einleitung

3.1 Nierentransplantation

Seit der ersten langfristig erfolgreichen Nierentransplantation 1954 hat sich die Nierentrans-
plantation zu einem Therapiestandard in der Behandlung der terminalen Niereninsuffizienz ent-
wickelt. [38] Die Einfiihrung neuer Immunsuppressiva sowie deren optimierter Einsatz und
Fortschritte auf dem Gebiet der Diagnostik z.B. Duplex-Sonographie, Gewebetypisierung und
HLA-Antikorper haben diese Entwicklung erst moglich gemacht.

Durch die Behandlung des terminalen Nierenversagens mit einer Nierentransplantation lassen
sich die Mortalitits- und Morbiditédtsraten im Vergleich zu Patienten, die auf ein Dialysever-
fahren angewiesen sind, senken. [170] [128] Auch im Hinblick auf die Lebensqualitiit und die
volkswirtschaftlichen Kosten, welche durch die Therapie des terminalen Nierenversagens ent-
stehen, stellt eine Nierentransplantation die Methode der Wahl dar. In Deutschland wurden im
Jahr 2013 knapp 2300 Nieren (mit Lebendspende) transplantiert. Demgegeniiber stehen nahezu
8000 Menschen, die auf eine Spenderniere warten. [25]

In den Anfangsjahren der Transplantationsmedizin stand die Beherrschung der akuten Rejektion
im Mittelpunkt der Bemiihungen. Neuartige Immunsuppressiva und innovative medikamentose
Konzepte verbesserten das 1-Jahres-Transplantatiiberleben auf aktuell nahezu 90%. Die Rate
akuter Rejektionen wurde kontinuierlich gesenkt. [62] [16] Allein das Langzeitiiberleben der

Transplantate konnte nur geringfiigig verbessert werden. [91] [60]

3.2 Immunsuppression

Die einzigen zur Verfiigung stehenden Moglichkeiten zur Abschwiichung der AbstoBungsreak-
tion waren in der Anfangszeit der Transplantationsmedizin die subletale Ganzkorperbestrahlung
und die partielle Lymphadenektomie. [138]

Der kombinierte Einsatz von Azathioprin und Kortison in den sechziger Jahren ermoglichte die
ersten langerfristigen Erfolge. Aber erst die Anwendung von Ciclosporin, einem Calcineurinin-
hibitor (CNI) mit neuartigem Wirkmechanismus, und Steroid, brachte in den 80iger Jahren den
Durchbruch in der langfristig erfolgreichen Suppression der AbstoBungsreaktion. [139] Seit-
dem wurde eine Vielzahl von Substanzen mit verschiedenen Wirkmechanismen fiir die Trans-
plantationsmedizin entwickelt und erprobt. Man unterscheidet heute sechs Substanzklassen von

Immunsupressiva.
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3.2.1 Glukokortikoide

Seit iiber 50 Jahren sind Glukokortikoide unverzichtbarer Bestandteil der immunsuppressiven
Behandlung nach einer Organtransplantation. Sie ermoglichen eine hochwirksame unspezifi-
sche Suppression des Immunsystems und werden sowohl in der Erhaltungstherapie als auch in
der Behandlung akuter AbstoBungen eingesetzt. [42] [1] Die Glukokortikoide regulieren iiber
zytosolische Glukokortikoidrezeptoren, die von nahezu allen Korperzellen exprimiert werden,
eine Vielzahl von Genen. [50] Aufgrund der unspezifischen Wirkung ist auch das Spektrum der
Nebenwirkungen selbst bei niedrig dosierter Erhaltungstherapie vielféltig. Der Einsatz hat nega-
tive Auswirkungen auf den Knochenstoffwechsel und fiihrt zu Muskelatrophie, Katarakten und
opportunistischen Infektionen. Dermatologische Probleme treten hiufig auf. Weitere Folgeer-
scheinungen sind Hypertonie, Hyperlipidimie und Diabetes mellitus. [1] [42] Daraus resultiert
eine insgesamt hohere kardiovaskuldre Mortalitit gegeniiber steroidfreien Therapiekonzepten.
[102] [11]

3.2.2 Calcineurininhibitoren

Die langfristigen Erfolge auf dem Gebiet der Transplantationsmedizin sind nicht denkbar oh-
ne die Substanzklasse der Calcineurininhibitoren. Mit dieser Substanzgruppe war erstmals ei-
ne relativ spezifische Suppression der T-Zell-Aktivitit moglich. Ciclosporin A und Tacrolimus
sind Medikamente dieser Gruppe. Ciclosporin A binden an Cyclophilin A und Tacrolimus an
das FKBP12. Die jeweils entstchenden Komplexe hemmen die Enzymaktivitit von Calcineurin
und blockieren so die fiir eine T-Zellaktivierung notwendige Dephosphorylierung von “Nucle-
ar Factor of Activated T-cells” (NFAT). NFAT kann nicht in den Zellkern iibertreten und dort
die Transkription der messenger ribonucleic acid (RNA) von Interleukin-2 (IL-2) und ande-
ren Zytokinen induzieren. [42] Die Nephrotoxizitidt der Calcineurininhibitoren stellt unter den
bekannten Nebenwirkungen eine besondere therapeutische Herausforderung dar. [96] Exempla-
risch ist das Versagen urspriinglich gesunder Nieren unter CNI-Therapie bei Empfingern von
z.B. Herz- oder Lebertransplantaten. [101] Hypertonie und Diabetes mellitus sind weitere Ne-
benwirkungen dieser Substanzklasse. Insbesondere erhoht die Behandlung mit Tacrolimus die
Wahrscheinlichkeit, einen Diabetes mellitus zu entwickeln. Neurotoxische Komplikationen wie
z.B. Tremor treten ebenfalls hidufig nach Anwendung von Tacrolimus auf. Spezifische Neben-
wirkungen von Ciclosporin A sind Hyperlipiddmie, Hirsutismus und Gingivahyperplasie. [12]
[53] In prospektiven Studien konnte gezeigt werden, dass Tacrolimus potenter in der Prophylaxe
von Rejektionen ist als Ciclosporin. Daher wird es hdufig bei immunologischen Risikopatienten
eingesetzt. [171] [45]
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3.2.3 Proliferationshemmer

Proliferationshemmer inhibieren die de novo-Synthese von Purinnukleotiden und somit die
DNA-Synthese. Im Gegensatz zu anderen Zellen sind Lymphozyten auf die de-novo-Synthese
der Purine angewiesen. Zellteilung und -proliferation sind wichtige Aspekte der Inmunantwort
lymphoider Zellen nach Antigenstimulation. Azathioprin war der erste Vertreter dieser Sub-
stanzklasse und wird seit 1962 in der Transplantationsmedizin eingesetzt. [1] Mycophenolsdure
inhibiert die Inosinmonophosphatdehydrogenase (IMPDH), ein Schliisselenzym der de-novo-
Purinsynthese. Bei der Mycophenolsidure (Mycophenolic Acid, MPA) stehen gastrointestinale
Beschwerden und das Auftreten schwerer Zytomegalie (CMV)-Infektionen im Vordergrund.
Im Vergleich zu Azathioprin weist die Mycophenolsiure eine geringere Knochenmarkstoxizitit
auf. [61] [116] In den aktuellen Richtlinien der KDIGO 2009 der National Kidney Association
wird der Einsatz von MPA als Kombinationspartner in der Erhaltungstherapie préferiert. [58]

3.2.4 mTOR-Inhibitoren

Sirolimus und Everolimus binden an den mammalian-Target-of-Rapamycin(mTOR)-Komplex.
Sie inhibieren so die IL-2-Rezeptor-vermittelte Signaltransduktion und damit die Proliferation
der aktivierten T-Zellen. Everolimus unterscheidet sich von der Muttersubstanz Sirolimus vor
allem hinsichtlich einer kiirzeren Halbwertszeit. [42] Die wichtigsten Nebenwirkungen dieser
Substanzklasse sind Hyperlipidimie, Blutbildverdnderungen und Wundheilungsstérungen.

In der Initialphase nach Transplantation treten aufgrund der unspezifischen Proliferationshem-
mung auch mesenchymaler Zellen gehduft Wundheilungsstorungen und Lymphozelen auf. Do-
sisabhédngig konnen eine interstitielle Pneumonitis und die mitunter sehr schmerzhafte Stoma-
titis aphtosa auftreten. mTOR-Inhibitoren verstidrken die Wirkung der Calcineurininhibitoren,
aber leider auch deren Nebenwirkungen, insbesondere die Nephrotoxizitit. Es werden verschie-
dene Ursachen fiir die Zunahme der Proteinurieinzidenz unter Therapie mit mTOR-Inhibitoren
diskutiert. Letztendlich zwingt aber das Auftreten einer Proteinurie zum Absetzen des mTOR-
Inhibitors. Bis zu 50% der Patienten konnen aufgrund der verschiedenen Nebenwirkungen des
Medikamentes die Einnahme nicht fortsetzen. [95] [123] Zudem wurde in einer aktuellen Publi-
kation ein erhohtes Risiko fiir das Auftreten von donorspezifischen Antikorpern und einer hu-

moralen Rejektion bei Einsatz einer Everolimus-basierten Immunsuppression beobachtet. [79]

3.2.5 Lymphozytenantikorper

Antilymphozytenglobulin (ALG) und Antithymozytenglobulin (ATG) sind polyklonale T-Zell-
depletierende Antikorper. Sie werden aus den Seren von Tieren isoliert, die mit humanen Im-
munzellen immunisiert wurden. Die Anwendung von Lymphozytenantikorpern ist mit schweren
Nebenwirkungen wie Neutropenien, Serumkrankheit und anaphylaktoiden Reaktionen assozi-

iert. Folglich werden sie nur noch in der Induktionstherapie bei Patienten mit hohem immunolo-
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gischem Risiko bzw. bei steroidresistenten AbstoBungen eingesetzt. [42] [49] Muromonab-CD3
ist ein ein monoklonaler T-Zell-depletierender Antikorper, der sich gegen den CD3-Rezeptor-
Komplex richtet. Die Bindung von Muromonab-CD3 an den CD3-Rezeptor fiihrt zundchst zu
einer kurzzeitigen Aktivierung der T-Zellen. Es resultiert eine massive Freisetzung von Zytoki-
nen. Die damit verbundenen Nebenwirkungen und die Gefahr von anaphylaktischen Reaktio-
nen fiihrten dazu, dass heute auf den routineméBigen Einsatz in der Transplantationsmedizin
verzichtet wird. [49] [155] Basiliximab und Daclizumab sind nicht depletierende Antikorper,
die sich gegen eine Untereinheit des IL-2-Rezeptors richten, der nur von aktivierten T-Zellen
exprimiert wird. Durch Blockade dieser Rezeptoruntereinheit wird die Bindung des proinflam-
matorischen IL-2 verhindert und der Proliferationsreiz gechemmt. Mit dem Einsatz der IL-2-
Rezeptor-Antikorper in der Induktionstherapie konnte die Zahl der Rejektionen in Kombination
mit anderen Immunsuppressiva deutlich gesenkt werden. Beide Wirkstoffe sind gut vertriglich.
[97] [54] [159]

3.2.6 Kostimulationsblocker

Seit 2011 steht mit Belatacept ein neues Immunsuppressivum zur Verfiigung. Belatacept, ein
Fusionsprotein, blockiert selektiv die T-Zell-Kostimulation iiber den Rezeptor CD80/CD86 auf
antigenprasentierenden Zellen. So wird verhindert, dass die T-Zellaktivierung iiber das bedeu-
tende kostimulatorische Molekiil CD28 initiiert wird. [160] In den Phase-III Zulassungsstudi-
en zeigte es die gleiche Effektivitit wie Ciclosporin in Kombinationstherapie mit Mycophe-
nolat, Steroiden und Basiliximab. Unter der Therapie mit Belatacept treten insbesondere bei
Epstein-Barr-Virus (EBV)-negativen Empfingern gehiuft lymphoproliferative Erkrankungen
nach Transplantation (Post-Transplant Lymphoproliferative Disorder, PTLD) auf. Daher ist die
Gabe von Belatacept bei EBV-negativen Transplantatempfiangern kontraindiziert. [161] [106]

3.2.7 Ungeldste Probleme der immunsuppressiven Therapie

Laut aktuellen Empfehlungen der internationalen Fachgesellschaften KDIGO und European
Association of Urology sollten in der Initialtherapie nach Nierentransplantation Glukokortiko-
ide, Proliferationshemmer und Calcineurininhibitoren eingesetzt werden. Der zusitzliche Ein-
satz von IL-2-Rezeptor-Antikorpern als Induktionstherapie reduziert die Rejektionsraten bzw.
ermoglicht die Reduktion der Begleitimmunsuppression. Die initial eingesetzten Medikamente
werden im weiteren Verlauf in reduzierter Dosis weitergefiihrt, um toxische Schiaden zu mi-
nimieren. Rejektionen werden mit hochdosierten Steroiden, depletierenden Antikorpern, Plas-
mapherese und Immunglobulinen und ggfs. einer Umstellung des immunsuppressiven Regimes
behandelt. [173] [72]

Die Anzahl der akuten frithen und auch spiten Rejektionen konnte im letzten Jahrzehnt durch

Verbesserungen auf dem Gebiet der Diagnostik, neuartige Immunsuppressiva und optimierte
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Therapieregime signifikant verringert werden. Das 1-Jahresiiberleben der Nierentransplantate
verbesserte sich auf iiber 90%. [62] [60] Doch die erwartete Verbesserung des Langzeitiiber-
lebens der Transplantate blieb weit hinter den Erwartungen zuriick. Zwar konnten Hochrisi-
kogruppen von den Neuerungen profitieren, doch verbesserte sich das Langzeitiiberleben der
Nierentransplantate in der Gruppe der Empfanger mit niedrigem Risiko, z.B. Empfinger von
Lebendspenden, in den letzten beiden Jahrzehnten kaum. [91] Gegeniiber der allgemeinen Be-
volkerung ist die Morbiditits- und Mortalititsrate bei transplantierten Patienten deutlich erhoht.
Kardiovaskulidre Erkrankungen sind die hiufigste Todesursache von nierentransplantierten Pa-
tienten, dicht gefolgt von bosartigen Neuerkrankungen. Der Reduktion von kardiovaskuldren
Risikofaktoren wie beispielsweise Diabetes mellitus, Hypertonus und Storungen des Fettstoff-
wechsels kommt somit eine grofe Bedeutung zu. Auch opportunistische Infektionen stellen
nach wie vor ein ernst zu nehmendes Risiko fiir nierentransplantierte Patienten dar. Zudem ge-
fahrden die medikamentds-toxischen Nebenwirkungen der heute verwendeten Immunsuppres-
siva, wie zum Beispiel gastrointestinale und hdamatologische Probleme sowie die Nephrotoxizi-
tit, den Transplantationserfolg. [85] [142] [99] [103] Die hohen Morbiditits- und Mortalitéts-
raten von nierentransplantierten Patienten sowie die ausbleibende Verbesserung des Langzeit-
Transplantatiiberlebens verdeutlichen die Notwendigkeit, neuartige Wirkstoffe zu entwickeln,
die ein hohes Maf} an Sicherheit hinsichtlich Rejektionen bieten und gleichzeitig ein giinsti-
ges Nebenwirkungsprofil aufweisen. Ziel ist es sowohl gut vertrdgliche Immunsuppressiva zu
entwickeln, die einen wirksamen Schutz vor Rejektionen bieten, als auch oben beschriebenen

Nebenwirkungen reduzieren und somit das Langzeit-Transplantatiiberleben verbessern.

3.3 Proteinkinase C als neues Zielmolekiil in der
immunsuppressiven Therapie

Die Entdeckung der Proteinkinase C (PKC) im Jahre 1977 stellte einen Durchbruch auf dem
Gebiet der Signaltransduktion dar. [147] Die PKC wird von einer Vielzahl Zelltypen exprimiert
und ist an verschiedensten Prozessen der Zellregulation beteiligt. Durch Phosphorylierung von
Serin- und Threoningruppen steuert die Proteinkinase C die Aktivierung einer Vielzahl von
nachgeordneten Enzymen und Faktoren. Zur Familie der Proteinkinase C gehdren mindestens
12 verschiedene Isoformen. Aufgrund ihrer Struktur und Form der Aktivierung werden sie in
3 Gruppen unterteilt: klassische/classical (cPKC), neue/novel (nPKC) und atypische/atypical
PKC (aPKC). [120] Erst in den letzten Jahren ist es gelungen, die Funktionen der verschiedenen
Isoformen der PKC in vitro und in vivo zu untersuchen. In vivo Versuche haben gezeigt, dass
insbesondere PKCa , PKC/ , und PKC# besonders hédufig in T-Lymphozyten vorkommen. [107]
[81] [146]

Zur T-Zell-Aktivierung sind neben den Calcineurin-gesteuerten Prozessen auch Signale not-

wendig, die tiber die Proteinkinase C vermittelt werden. Beispielsweise ist die PKC6H an der Ak-
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tivierung von “nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-xB)”, NFAT
und “activator protein 1 (AP-1) in vitro beteiligt. Diese Transkriptionsfaktoren spielen eine ent-
scheidende Rolle bei der T-Zell-Aktivierung. [146] [86] [94] An Knock-Out-Miusen, bei denen
PKC-Isoformen ausgeschaltet wurden, konnte die Bedeutung fiir die T-Zell-Aktivierung in vi-
vo untersucht werden. PKC6 defiziente Méuse zeigen eine stark verminderte IL-2-Produktion
und T-Zell-Proliferation nach Antigenstimulation. Ein Mangel an PKC# resultiert in einer ver-
minderten Aktivierung von NFAT, wohingegen die NfxB-Aktivierung nur teilweise verringert
wurde. [108] Eine PKCa -Defizienz bei Knock-Out-Miusen beeintrichtigt die Reaktion der
fiir die zelluldre Immunantwort charakteristischen T-Helferzellen des Typs 1 (TH1-Zellen).
So ist beispielsweise auch die Produktion des typischen Zytokins Interferon v (IFN~) stark
reduziert. [107] Schaltet man die Gene fiir die beiden PKC-Isoformen « und ¢ in Méusen
aus, so verlidngert sich das Transplantatiiberleben in Herztransplantationsmodellen gegeniiber
Wildtyp-Méusen signifikant. Hingegen kommt es bei Knock-out-Miuse mit PKCa oder PKC6 -
Defizienz nur zu einer minimalen Verldngerung des Transplantatiiberlebens gegeniiber dem
Wildtyp. [37] Bei PKCJ -defizienten Méusen ist die T-Zell-Aktivierungskaskade unbeeintrich-
tigt. Dafiir ist die “lymphocyte function-associated antigen 1 (LFA-1) gesteuerte Bewegung
durch die Mikrotubuli des Zytoskeletts der aktivierten T-Zellen gestort. [162] Die oben be-
schriebenen Auswirkungen eines Mangels der einzelnen Isoformen auf die Zellfunktion lassen
fiir Inhibitoren der PKC auf Suppression der T-Zell-Aktivierung und damit auch des Rejekti-
onsgeschehens nach Transplantation hoffen.

3.4 Ein neuer Wirkmechanismus - der
Proteinkinase-C-Inhibitor Sotrastaurin

Unter den gegenwirtig gebrduchlichen Immunsuppressiva besitzen nur die Calcineurininhibito-
ren die Fidhigkeit, die T-Zell-Aktivierung spezifisch zu hemmen. Allerdings ist der langfristige
Einsatz dieser Substanzklasse mit schwerwiegenden Nebenwirkungen wie z.B. der Nephroto-
xizitdt assoziiert. [42] Nachdem in umfangreichen Untersuchungen die Bedeutung der Protein-
kinase C fiir die T-Zell-Aktivierung aufgedeckt wurde, lag die Entwicklung eines Wirkstoffes
nahe, der diese Kinase inhibiert. Sotrastaurin (siche Abbildung 3.1) ist ein neuartiger syntheti-
scher Wirkstoff, der reversibel und selektiv die verschiedenen PKC-Isoformen hemmt. [27]
Diese Substanz inhibiert in vitro bereits im niedrigen nanomolaren Bereich die von T-Zellen
exprimierten klassischen und neuen Isoformen der PKC, woraus eine Hemmung der frithen
T-Zell-Aktivierung resultiert. Eine Inhibierung der atypischen Formen setzt hingegen erst ab
Konzentrationen von einem 1 umol ein. [27] [165]

Nach ersten vielversprechenden Versuchen in vitro erwies sich Sotrastaurin als sehr effektiv in
der Prophylaxe der AbstoBung von Allotransplantaten in verschiedenen Transplantationsmo-

dellen an Ratten und Primaten sowohl in der Monotherapie als auch in Kombination mit ande-
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Abbildung 3.1: Strukturformel von Sotrastaurin

ren Immunsuppressiva. [164] [10] [10] [7] Sotrastaurin wird oral appliziert, schnell resorbiert
und in der Leber iiberwiegend durch das 3A4 Isoenzym von Cytochrom P450 metabolisiert.
[134] Nachdem in klinischen Phase-I-Studien an gesunden Probanden die Unbedenklichkeit
des Wirkstoffes in der Einzelanwendung gezeigt werden konnte, [134] wurde die Vertriglichkeit
von Kombinationen mit anderen Immunsuppressiva an ebenfalls gesunden Probanden getestet.
Es fand sich kein Hinweis auf klinisch relevante Nebenwirkungen der Kombinationstherapie.
[64] [68] [67] [135] Anhand der Behandlung der Psoriasis, einer T-Zell-vermittelten iiberwie-
gend dermatologischen Autoimmunerkrankung, wurde in einer proof-of-concept-Studie die Hy-
pothese der T-Zell-Inhibition durch Sotrastaurin am Menschen iiberpriift. Die Behandlung von
an Psoriasis erkrankten Probanden mit Sotrastaurin war effektiv, so dass die klinische Wirksam-
keit in weiteren Phase II Studien verifiziert wurde. [133]

Nach den vielversprechenden Ergebnissen der Voruntersuchungen wurden zwei Studien an de
novo nierentransplantierten Patienten initiiert. In einer ersten dreiarmigen, randomisierten, mul-
tizentrischen Phase I/II-Studie iiber 12 Monate wurde die Wirkung von Sotrastaurin, in Kom-
bination mit einer normalen oder einer reduzierten Dosis Tacrolimus und Steroiden mit dem
Standardregime Tacrolimus, MPA und Steroiden verglichen. Drei Monate nach Transplantation
wurde Tacrolimus im Sotrastaurin-Arm durch MPA ersetzt. Die Studie musste vorzeitig beendet
werden, da der Ersatz von Tacrolimus durch MPA nach drei Monaten zu einer erhohten Rejek-
tionsrate fiihrte. [13] In einer zweiten Studie wurde die Effektivitidt von Sotrastaurin, MPA und
Steroiden mit dem Standardregime aus Tacrolimus, MPA und Steroiden verglichen. Signifikant
erhohte Rejektionsraten im CNI-freien Arm fiihrten ebenfalls zum Abbruch der Studie. [30]

Auch der Vergleich verschiedener Dosierungen Sotrastaurin in Kombination mit Everolimus,
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung des Wirkmechanismus von Sotrastaurin. Nach
Aktivierung des T-Zell-Rezeptors und zusétzlicher Kostimulation via CD28
wird die Proteinkinase C aktiviert. Indem Sotrastaurin diese Proteinkinase inhi-
biert, wird die fiir die T-Zell-Proliferation essentielle IL-2-Produktion gehemmit.
(Abbildung aus [89] )

Steroiden mit Ciclosporin A, Everolimus, Steroid jeweils nach Induktionstherapie mit Basilixi-
mab zeigte erhohte Rejektionsraten in beiden Sotrastaurin-Armen. [149]

Die hochgesetzten Erwartungen, die T-Zell-Aktivierung bei de novo nierentransplantierten Pati-
enten dhnlich effektiv zu hemmen wie die Calcineurininhibitoren, bei gleichzeitig giinstigerem
Nebenwirkungsprofil, scheinen sich nicht zu erfiillen. So zeigten die drei Studien, die ein CNI-
freies Regime mit Sotrastaurin untersuchten, erhohte zelluldre Rejektionsraten im Sotrastaurin-
Arm. Daher ist es wichtig zu eruieren, ob Sotrastaurin MPA bei de novo nierentransplantierten
Patienten ersetzen kann. Therapeutischen Alternativen zu MPA, insbesondere bei Auftreten von
Nebenwirkungen wie Knochenmarkstoxizitit, gastrointestinalen Problemen oder opportunisti-

schen Infektionen, werden dringend bendtigt.

3.5 Auseinandersetzung des T-Zell-Systems mit
Fremdantigenen im Hinblick auf das
Rejektionsgeschehen

3.5.1 T-Zellen

Die bisher veroffentlichten Studien analysieren pharmakokinetische und pharmakodynamische

Eigenschaften von Sotrastaurin sowie erste Erfahrungen in der Transplantationsmedizin, doch
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es fehlen detaillierte in vitro Daten iiber den Wirkmechanismus. [27] [164] [169] T-Zellen sind
entscheidend an der Immunantwort im Rahmen des Rejektionsgeschehens und damit an der
Beeinflussung der Langzeitfunktion des Transplantats beteiligt. Folglich sind Vermittler in den
Signalkaskaden, die zur T-Zellaktivierung fiihren, wichtige Angriffspunkte immunsuppressi-
ver Substanzen. Ziel dieser Arbeit ist es, die immunmodulatorischen Effekte von Sotrastaurin
auf die Aktivierung humaner T-Zellen zu untersuchen. T-Zellen gehen aus den hédmatopoe-
tischen Stammzellen hervor. Thre weitere Entwicklung und Reifung findet im Thymus statt.
Die T-Zellen bilden die zelluldre Immunabwehr, welche sich gegen spezifische Pathogene oder
Fremdantigene richtet, und steuern auch die humorale Immunantwort mit Hilfe von Zytokinen.
T-Zellen sind auf die Antigen-Préisentation in Verbindung mit dem MHC (Major histocompa-
tibility complex) angewiesen. [8] [52] Man unterscheidet zwei Klassen von MHC-Molekiilen,
die von jeweils unterschiedlichen Zellen exprimiert werden. Fast alle kernhaltigen Zellen tragen
MHC-Klasse-I-Molekiile auf ihrer Zelloberfliche. Diese prisentieren den T-Zellen vor allem
zytosolische Peptide. Dagegen werden MHC-Klasse-1I-Molekiile ausschlieBlich von Antigen-
prasentierenden Zellen (APZ), wie z.B. Makrophagen, B-Zellen und Dendriten exprimiert. [52]
Nach endozytotischer Aufnahme des exrazelluldren Antigens durch die APZ werden diese den
T-Zellen als Antigen/MHC-II-Komplex prisentiert. Auf der Zelloberfliche besitzen T-Zellen
zum Erkennen der Antigene einen klonalen T-Zell-Rezeptor (TZR). In unmittelbarer Nihe des
TZRs befinden sich CD3-Molekiile, die kennzeichnend fiir T-Zellen sind. Diese sind fiir die
Signaltransduktion, nicht aber fiir die Antigenerkennung von Bedeutung. Nach einer Nieren-
transplantation erfolgt die Antigenprédsentation auf direktem Wege durch APZ des Spenders
oder auf indirektem Weg durch die APZ des Empfingers. [52]

Anhand der Expression der Oberflaichenmolekiile CD4 und CD8 unterscheidet man zwei Sub-
populationen von reifen T-Zellen, die CD4-positiven Helfer- und die CD8-positiven zytoto-
xischen T-Zellen. Werden die CD8-positiven-T-Zellen durch einen Antigen-MHC-I-Komplex
aktiviert, sind sie in der Lage, zytotoxische Substanzen zu produzieren und die erkannten Zel-
len zu lysieren. CD4-positive-T-Helferzellen erkennen Antigen, welches ihnen in Verbindung
mit MHC-Klasse-II-Molekiilen prisentiert wird. Nach erfolgter Antigenerkennung ist es Auf-
gabe der CD4+-T-Helfer-Zellen, die verschiedenen Zellen des Immunsystems zu steuern und
so eine addquate Immunantwort zu generieren. Wird nach einer Transplantation diese Immun-
antwort nicht ausreichend durch immunsuppressive Substanzen unterdriickt, fiihrt sie zu einer
AbstoBungsreaktion. [52]

Anhand der von ihnen produzierten Zytokine kann man die T-Helferzellen in zwei Gruppen
einteilen. Zytokine sind Glykopeptide, welche die Proliferation und Differenzierung von Zel-
len regulieren. Die TH1-Zellen sind von besonderer Bedeutung fiir die zelluldre Immunantwort
und produzieren typischerweise IFN-v, Tumornekrosefaktor o (TNF«) und IL-2. IFN-y wurde
zunéchst als rein proinflammatorisches Zytokin gesehen. Doch neuere Untersuchungen belegen
die protektive Rolle von IFN-+ im Immungeschehen, z.B. in verschiedenen Autoimmunerkran-

kungsmodellen. [9] [129] Interleukin-2 spielt eine zentrale Rolle bei der Amplifizierung der
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Immunantwort. Innerhalb weniger Stunden nach Aktivierung produzieren die TH1-Zellen IL-2.
Gleichzeitig wird die noch fehlende a-Kette des IL-2-Rezeptors (CD25) exprimiert. So ist es der
Zelle moglich, auch selbst auf das ausgeschiittete IL-2 zu reagieren und zu proliferieren. [52]
Die Zytokine IL-3, IL-4, IL-5, und IL-13 sind typisch fiir die sogenannten TH2-Lymphozyten.
Die wichtigste Funktion der TH2-Lymphozyten ist die Interaktion mit den B-Zellen und somit
die Steuerung der humoralen Abwehr. Folglich sind T-Zellen auch an den Mechanismen des

humoralen Rejektionsgeschehens nach einer Transplantation beteiligt. [52]

3.5.2 T-Zellaktivierung und die Folgen

Bindet sich der TZR/CD3-Komplex der naiven, also antigen-unerfahrenen T-Zelle an den Anti-
gen-MHC-Komplex, so spricht man auch vom Signal 1 der T-Zell-Aktivierung. [52] Um aber
eine naive T-Zelle zu Proliferation und Differenzierung anzuregen, ist die zusitzliche Bindung
an ein kostimulatorisches Molekiil notwendig (Signal 2). Folgt dieses zweite kostimulatori-
sche Signal nicht, geht die Zelle in einen Zustand der Anergie iiber. Bezeichnend fiir diesen
Zustand ist, dass die Zelle kein IL-2 produzieren kann. Nicht nur zu diesem Zeitpunkt ist es
dieser Zelle unmoglich zu proliferieren und zu einer Effektorzelle zu differenzieren, sondern
auch bei spiteren Kontakten mit dem Antigen und adidquater Kostimulation bleibt diese Unfa-
higkeit bestehen. [52] CD28 war das erste kostimulatorische Molekiil, welches entdeckt wurde.
Weitere Miglieder der CD28-Familie sind z.B. ICOS (Inducible Co-Stimulator), CTLA-4 (Cy-
totoxic T-Lymphocyte Antigen 4, CD152) und PD-1 (Programmed Death-1). Wihrend CD28
bereits auf naiven T-Zellen exprimiert wird, erfolgt die Expression von ICOS erst von akti-
vierten Effektor-T-Zellen. CD28 und ICOS sind kostimulatorische Molekiile im engeren Sinne.
PD-1 und CTLA-4 dagegen haben iiberwiegend negative regulatorische Funktionen, d.h. sie
inhibieren den Aktivierungsprozess der T-Zelle. [28] [132] [52] [132] Eine weitere Gruppe von
kostimulatorischen Molekiilen sind die Mitglieder der TNF-Rezeptor-Familie. Zu ihnen geho-
ren u.a. Ox40 (CD134), 4-1BB und CD40L. [132] [28] [168]

Nach erfolgreicher Aktivierung einer naiven T-Zelle via Signal 1 und 2 reagiert diese mit der Ex-
pression sogenannter Aktivierungsmarker wie z.B. CD69, CD25, CD71 und CxCR3. [52] [132]
CD69 ist ein sehr frither T-Zell-Aktivierungsmarker, dessen Bedeutung nach wie vor ungeklart
ist. [177] Das Transferrin-Rezeptor-Molekiil CD71 reguliert die intrazellulidre Eisenkonzentra-
tion, die fiir schnell proliferierende Zellen sehr wichtig ist, und wird nach T-Zell-Aktivierung
verstdarkt exprimiert. [31] Der Chemokinrezeptor CxCr3 wird iiberwiegend auf aktivierten T-
Zellen exprimiert und fungiert als Rezeptor fiir mehrere proinflammatorische Chemokine, de-
ren Produktion wiederum durch IFN+~ reguliert wird. [63] Die Untereinheit des IL-2-Rezeptors
CD25 wird erst nach Antigenaktivierung auf der Zellmembran der T-Zellen exprimiert und stei-
gert die Affinitdt des IL-2-Rezeptors gegeniiber IL-2 um ein Vielfaches. [167] [119] Diese hier
nur kurz geschilderten Signalkaskaden konnen das urspriingliche Signal, das die Zelle iiber den

TZR erhilt, potenzieren. [52] Die Expressionsregulation von Aktivierungsmarkern der T-Zelle
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lasst somit Riickschliisse auf den Aktivierungsgrad der T-Zelle und die Beeinflussung durch

immunsuppressive Substanzen zu.

3.6 Fragestellung der Dissertation

Die Suppression der physiologischen Immunantwort auf fremdes Antigen ist von grof3er Be-
deutung fiir die Transplantationsmedizin. Als Erfolgskonzept der bisher eingesetzten Immun-
suppressiva hat sich die Inhibition der T-Zell-Aktivierung erwiesen. Ziel dieser Arbeit ist es, den
Einfluss des neuartigen Proteinkinase-C-Inhibitors auf die Aktivierung humaner T-Lymphozyten,
anhand von detaillierten in vitro Studien, zu untersuchen. Die T-Zellen wurden aus dem Blut
von sechs gesunden Spendern gewonnen. Um die Antigen-Aktivierung der T-Zellen zu standar-
disieren und somit vergleichbar zu machen, wurden die artifiziellen T-Zell-Stimuli Concavalin
A (Con A) bzw. Ionomycin und Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) verwendet. Durch die
Beantwortung der folgenden Fragen sollen tiefergehende Einblicke in die Funktionsweise die-

ses neuartigen Immunsuppressivums gewonnen werden.

1. Wie wirkt sich die Behandlung mit Sotrastaurin auf die Expression kostimulatorischer
(ICOS, PD-1, CTLA-4, Ox40) und aktivierender (CD69, CD25, CD71, CxCr3) Oberfli-

chenmolekiile von T-Zellen nach Stimulation mit Con A aus?

2. Beeinflusst der Proteinkinase-C-Inhibitor die Produktion der fiir die T-Zell-Aktvierung
bedeutsamen intrazelluldren Zytokine IL-2 und IFN~ von T-Zellen nach Stimulation mit

PMA und Ionomycin?

3. Wie wirkt sich die Anwendung von Sotrastaurin auf den Endpunkt der Aktivierungskas-

kade, die Proliferation von T-Zellen, nach mitogener Stimulation mit Con A aus?

Anhand der Auswahl von relevanten Markern fiir die Transplantatrejektion soll der Wirkme-

chanismus von Sotrastaurin auf T-Zellen nidher beleuchtet werden.



4. MATERIALEN UND METHODEN 18

4 Materialen und Methoden

Die Ethikkommision der Charité genehmigte die hier durchgefiihrten Untersuchungen. Die ver-
wendeten T-Zellen wurden aus je 30 ml Blut von sechs gesunden Probanden gewonnen. Unter
sterilen Bedingungen erfolgten die geschilderten Arbeitsschritte an einer Reinraumarbeitsbank

(Holten Laminair, Aller6d, Danemark).

4.1 Herstellung des Kulturmediums

Fiir die Herstellung der unterschiedlichen Zellkonzentration, die verschiedenen Waschschritte
und die Kultivierung der Zellen wurde ein Mediumgemisch hergestellt. 450 ml RPMI 1640
(Biochrome AG, Berlin, Deutschland) wurden mit 50 ml hitzeinaktiviertem fotalem Kilberse-
rum (FCS- Fetal Calf Serum, Biochrome AG, Berlin, Deutschland) versetzt. Dieser Mischung
wurden noch 5 ml Penicillin (5000 IU/ml Biochrome AG, Berlin, Deutschland), 5 ml Strepto-
mycin (5000 ng/ml, Biochrome AG, Berlin, Deutschland) sowie 5 ml L-Glutamin (Endkonzen-
tration 2 mM, Biochrome AG, Berlin, Deutschland) zugefiihrt.

4.1.1 Isolierung mononukleéarer Zellen mittels
Dichtegradientenzentrifugation aus Vollblut

Unter sterilen Bedingungen wurden etwa 30 ml heparinisiertes (Vacutainer plus LithiumHe-
parin,BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland) peripheres vendses Blut von jeweils 6 gesun-
den Spendern 1:2 mit PBS (Dulbeccos PBS ohne Ca2+ und Mg2+, PAA laboratories GmbH,
Pasching, Osterreich) verdiinnt. Ca. 20-25 ml des Gemisches wurden mit einer sterilen sero-
logischen Pipette (Acculet, Brand, Wertheim, Deutschland) vorsichtig iiber 15 ml Ficoll (GE,
Uppsala, Schweden) in einem sterilen 50 ml PP-Gefidfl (Falcon, BD, USA) geschichtet. An-
schlieBend wurde das Gemisch bei 2400 RPM 40 Minuten zentrifugiert (Multifuge 2.0 3 SR,
Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland).

Ficoll, ein langkettiges Polysaccharid, bewirkt die Verklumpung der Erythrozyten, die wihrend
der Dichtegradientenzentrifugation aufgrund der Partikelgrofle ausfallen und zu Boden sinken.
Die sich an der Phasengrenze befindlichen mononukledren Zellen (Lymphozyten, Granulozyten
und Monozyten) wurden mit einer sterilen 7 ml Pasteur-Pipette (VWR International, Darmstadt,
Deutschland) in ein 50 ml PP-Gefd$ iiberfiihrt, zweimal mit Kulturmedium gewaschen und
nach jedem Waschschritt bei 1200 RPMI fiir 10 Minuten zentrifugiert. Nach Abschluss des
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Waschvorganges wurde das Zellsediment in Kulturmedium resuspendiert.

4.1.2 Bestimmung der Gesamtzellzahl mit der
Neubauer-Zahlkammer

Die Gesamtzahl der isolierten Zellen wurde anhand der Zelldichte in der Neubauer-Zahlkammer
(Neubauer Improved, LaborOptik, Lancing, GroBbritannien) errechnet. Dazu wurde ein Trop-
fen Zellsuspension in die Kammer gegeben und mit einem Deckgldschen abgedeckt. So befindet
sich in der Kammer ein definiertes Volumen. Die Zellzahl kann in einem der groBen Quadra-
te, bestehend aus 16 kleinen Quadranten, mit einem Mikroskop (Mikroskop Dm IL, invers,
Phasenkontrast, Leica, Miinchen, Deutschland) bestimmt werden. Die ermittelte Zahl wird mit
10 000 multipliziert und man erhilt so die ungefihre Zellzahl je Milliliter Zellsuspension. Pro
48ml heparinisiertem peripherem Blut lag die Zahl der gewonnenen Zellen durchschnittlich bei
2% 107 - 4% 10" PBMCs. Die Zellsuspension wurde erneut bei 1200 RPMI fiir 10 Minuten zen-
trifugiert. Das Zellpellet wurde dann mit einer entsprechenden Menge Kulturmedium versetzt,

um eine Zellzahl von 1,5 * 10° Zellen/mL zu erhalten.

4.1.3 Stimulation der mononuklearen Zellen mit Con A

Zur standardisierten Stimulation der T-Zellen wurde Con A (Con A, Sigma, Miinchen, Deutsch-
land) eingesetzt. Con A ist ein Lektin, welches sehr wahrscheinlich iiber die Bindung an Zucker-
ketten des TCR-CD3-Komplexes eine antigenspezifische Aktivierung von Lymphozyten imi-
tiert. [59] Das Kulturmedium der zu stimulierenden Proben wurde jeweils mit 7,5 pg/ml Con A
versetzt. Die Con A-Stocklosung mit einer Konzentration von 1 mg/ml wurde bei -20°C gela-
gert und jeweils kurz vor Beginn des Versuches aufgetaut. Die erforderliche Menge wurde dem
Medium zugesetzt. Unstimulierte Proben wurden fiir jede Konzentration und jeden Spender

mitgefiihrt, um einen Nullwert beziiglich des normalen Oberflichenmarker-Profils zu erhalten.

4.1.4 Stimulation der mononuklearen Zellen mit PMA und
lonomycin unter Zugabe von Brefeldin A

Um die Untersuchungsbedingungen zu standardisieren, wurde die Antigen-Stimulation der mo-
nonukleédren Zellen mit lonomycin (MP Biomedicals, Santa Ana, USA) und PMA (Sigma, St.
Louis, USA) simuliert. So konnte der Einfluss von Sotrastaurin auf die Zytokinproduktion der
aktivierten Zellen untersucht werden. lonomycin erhoht die Membranpermeabilitidt und fiihrt
auf diesem Wege zu einem Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration. PMA &dhnelt
strukturell 1,2-Diacylglycerol, dessen Effektor die Proteinkinase C darstellt. Die Kombinati-
on von lonomycin und PMA bewirkt eine direkte Lymphozytenaktivierung durch Freisetzung

von Calcium und Aktivierung der Proteinkinase C. Man umgeht so die Notwendigkeit einer



4. MATERIALEN UND METHODEN 20

Antigen-induzierten Lymphozytenaktivierung. [152] Die PMA-Stammldsung, 100pug PMA ge-
16st in 10001 DMSO, wurde aliquotiert und bei -20°C gelagert. Eine Arbeitslosung wurde mit
PBS hergestellt. Die Endkonzentration von PMA in der Kultur lag bei 10ng/ml. Zur Herstellung
der Stammlosung lonomycin wurden 500ug Ionomycin in 10001 Ethanol gelost. Anschlieend
wurde diese aliquotiert und ebenfalls bei -20°C gelagert. Mit PBS wurde die Arbeitslosung her-
gestellt. Die endgiiltige Konzentration von Ionomycin in der Kultur lag bei 1xg/ml. Zur intra-
zelluldren Zytokinanreicherung wurde Brefeldin A (GolgiPlug, Becton Dickinson, San Diego,
USA) zugegeben. Brefeldin A ist ein Stoffwechselprodukt des Pilzes Penicillium brefeldianis.
Es hemmt den Proteintransport vom endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat. [93]
Auf diesem Wege reichern sich die produzierten Zytokine in der Zelle an. Entsprechend Her-
stellerprotokoll wurde 11 GolgiPlug je ml Zellkultur hinzugefiigt.

4.1.5 In-vitro-Behandlung der mononuklearen Zellen mit
Sotrastaurin

Sotrastaurin (zur Verfiigung gestellt von Novartis, Basel, Schweiz) wurde unter sterilen Bedin-
gungen in reinem DMSO gelost (498,54 mg/L). Die Stockldsungsaliquots wurden bei -20°C
gelagert. Fiir die Behandlung der Kulturen wurde aus einem aufgetauten Aliquot eine Ver-
diinnungsreihe mit Kulturmedium pipettiert. Die vorbereiteten Zellen wurden mit folgenden
Endkonzentrationen Sotrastaurin im Kulturmedium behandelt: 30 nM, 250 nM, bzw. 500 nM.
Dies entspricht circa Konzentrationen von 15ng/ml, 125ng/ml und 250ng/ml. Diese wurden in
Anlehnung an die Sotrastaurinkonzentrationen im Blut von Nierentransplantierten gewéhlt, die
zwischen 300ng/ml und 1000ng/ml lagen. [30] Die Entscheidung fiir die Verwendung niedri-
gerer Konzentrationen fiel, da hohere Konzentrationen aufgrund der intensiven Orangefirbung
von Sotrastaurin zu Verfilschungen der FACS-Analyse durch Uberstrahlen der Fluoreszenzen
fiihrten. Nach Zugabe des Immunsuppressivums und guter Durchmischung der Zellkultur wur-
den die Zellen fiir 72h bei 37°C und einer halbfeuchten Atmosphére mit 5% CO2 im Brut-
schrank (Cell House 200, Heto Lab Equipment, Allerod, Danemark) kultiviert. Um Effekte des
Losungsmittels DMSO auf die Versuchsreihe auszuschlieen, wurde eine stimulierte und eine
unstimulierte Probe mit der hochsten in der Versuchsanordnung vorkommenden Konzentration
von DMSO als Nullwert mitgefiihrt.

4.1.6 Durchflusszytometrische Analyse der markierten Zellen
4.1.6.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um ein Messverfahren, bei dem die Eigenschaften
einer Zelle mithilfe eines Laserstrahls untersucht werden. Die in Suspension befindlichen Zellen
werden durch eine Kapillare geschickt und konnen diese nur einzeln passieren. Jede einzelne

Zelle wird durch einen Laserstrahl abgetastet. Durch Photodetektoren wird die Lichtstreuung
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und die Emission von Fluoreszenzstrahlung erfasst. Bei der Messung der Lichtstreuung wird
die Richtung, in die der Lichtstrahl abgelenkt wird, gemessen. Das in Richtung des urspriingli-
chen Laserstrahls gemessene Vorwirtsstreulicht (foreward scatter, FSC) ldsst auf die Grofle der
Zelle schlieffen. Das Seitwirtsstreulicht (side scatter, SSC), das etwa im 90 Grad Winkel zum
urspriinglichen Strahl gemessen wird, ist ein MaB fiir die Zellgranularitit. Trifft der Laserstrahl
auf einen fluoreszierenden Partikel (z.B. markierter Antikorper) in oder auf einer Zelle, so regt
er diesen zur Emission von Licht an. Auf diese Weise lassen sich Zellen sehr gut charakteri-
sieren und Zellpopulationen und ihre Eigenschaften weiter eingrenzen. Um unspezifische Fluo-
reszenz auszuschliefen, werden unmarkierte Kontroll-Proben gemessen. Diese Signale werden
elektronisch verstirkt und in digitale Signale umgewandelt. Ein Computer registriert diese und
ordnet sie der einzelnen Zelle zu. Mithilfe des Programmes CellQuest von Becton Dickinson
(San Jose, Kalifornien, USA) wurden die Daten ausgewertet und entweder als Histogramm oder
als Dot-Plot dargestellt.

4.1.6.2 Durchflusszytometrische Analyse

Zur Durchfiihrung der durchflusszytometrischen Analyse wurden die Zellen mit je 200 p1 PBS
resuspendiert. Die Analyse erfolgte durch ein 3-Farben Durchflusszytometer von der Firma
Becton Dickinson. Es wurden 10000 Events je Probe untersucht. Die digitalisierten Daten wur-

den mit der Software Cell Quest aufgenommen und ausgewertet.

4.1.7 Statistische Analyse

Fiir jede Sotrastaurin-Konzentration bzw. die Losungsmittelkontrolle wurden zwei stimulier-
te Proben und eine unstimulierte je Spender durchgefiihrt. Aus den Ergebnissen der zwei sti-
mulierten Proben wurde, bei erfolgreicher Stimulation, der Mittelwert ermittelt. Die nur mit
DMSO behandelten Kontrollen wurden gleich 1 gesetzt, was einem Ausgangswert von 100%
entspricht. Die Werte der mit Sotrastaurin behandelten Proben wurden als relative Anderung
bezogen auf die entsprechende Kontrolle berechnet. Die Werte wurden mit dem nonparame-
trischen Wilcoxon-Test mit Hilfe von SPSS analysiert. Ein p-Wert kleiner als 5% wurde als

statistisch signifikant gewertet.

4.2 Messung der Expression der Oberflachenmolekile
nach Stimulation mit Con A und Behandlung mit
Sotrastaurin

Nach Gewinnung der mononukleédren Zellen mithilfe der Dichtegradientenzentrifugation wur-

den jeweils 1,5 * 10% Zellen/mL je PP-Rohrchen iiberfiihrt. Das Kulturmedium wurde abzen-
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trifugiert (1200 RPM/6min) und die zu stimulierenden Proben mit Con A-versetztem Medium
(7,5 pg/ml) resuspendiert. Die Kontrollen wurden in Vollmedium resuspendiert. Anschlieend
wurden die Ansitze mit Sotrastaurin entsprechend der Verdiinnungsreihe bzw. DMSO versetzt.
Vorsichtig wurden die Kulturen durchmischt und dann 72h inkubiert.

Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Proben zentrifugiert (1200RPM/6 min) und der
Uberstand abgesaugt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS und Abzentrifugieren des Uber-
standes wurden die Oberflachenmolekiile der Zellen gefirbt. Nach Zugabe von CD3-Antikor-
per (PE- oder FITC-konjugiert), PBS mit 3% FCS und jeweils einem Antikorper gegen Ober-
flichenmolekiile (a-ICOS, a-CTLA-4, a-CD69, a-CD71, a-CD25, a-PD-1, a-Ox40, aCxCr3)
wurden die Zellen entsprechend dem Herstellerprotokoll angefirbt und anschlieend 30 min

bei Raumtemperatur und Dunkelheit inkubiert.

e R-PE-konjugierter Maus-Antikorper gegen humanes CD183 (CxCr3), BD Biosciences,
Heidelberg, Deutschland

e FITC-konjugierter Maus-Antikorper gegen humanes CD279 (PD-1), BD Biosciences,
Heidelberg, Deutschland

e R-PE-conjugated mouse anti-human monoclonal antibody CD152 (CTLA-4), BD Bios-
ciences, Heidelberg, Deutschland

e PE-konjugierter Maus-Antikorper gegen humanes CD3, Natutec, Frankfurt, Deutschland

e FITC-konjugierter Maus-Antikorper gegen humanes CD3, BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

e PE-konjugierter Maus-Antikorper gegen humanes CD69, BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

e FITC-konjugierter Maus-Antikorper gegen humanes CD134 (Ox40), BD Biosciences,
Heidelberg, Deutschland

e PE-konjugierter Maus-Antikorper gegen humanes ICOS, BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

e FITC-konjugierter Maus-Antikorper gegen humanes CD25, BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

e PE-konjugierter Maus-Antikorper gegen humanes CD71, BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

Nach Abschluss des Féirbevorgangs wurden die Zellen erneut zentrifugiert (1200RPM/6 min),
der Uberstand abgesaugt und einmal mit PBS gewaschen. Das Zellpellett wird anschlieBend in

PBS resuspendiert.
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Jede Probe wird mit der zweifarbigen Durchflusszytometrie analysiert. Mit Hilfe des Vorwirts-
und des Seitwirtsstreulichts wurden die CD3-positiven Zellen eingegrenzt. Anhand der Fluo-
rochromsignale wird der Anteil der CD3-positiven Zellen bestimmt, der zusitzlich einen mar-
kierten Oberflichenantikorper trigt. In jeder Probe wurden 10000 Ereignisse untersucht. Das
Ergebnis der unstimulierten Probe wird jeweils von der konkordanten stimulierten Probe abge-

zogen.

4.3 Messung der intrazellularen Zytokinexpression
nach Stimulation und Behandlung mit Sotrastaurin

Die mononukleidren Zellen aus dem Blut von sechs gesunden Spendern wurden mittels Dich-
tegradientenzentrifugation gewonnen. Fiir die Zellkultur wurden jeweils 2 * 10° Zellen in ein
Polypropylenréhrchen iiberfiihrt. Das Medium wurde abzentrifugiert (1200 RPM / 6 min). Die
Zellen wurden dann mit dem endgiiltigen Kulturmedium (RPMI/ 10% FCS/ Glutamin/ Strep-
tomycin/ Penicillin) resuspendiert. Anschlieend wurden die Zellen mit Ionomycin (1xg/ml)
und PMA (10ng/ml) stimuliert. Zur intrazelluldren Zytokinanreicherung wurde 1ug Brefeldin
A je ml Zellkultur zugegeben. Die Zellen wurden mit 50nM, 250nM oder 500nM Sotrastaurin
beziehungsweise, um Effekte des Losungsmittels auszuschlieBen, nur mit DMSO inkubiert.
Die Zellen wurden nach 5 Stunden Inkubation bei 1200 RPM fiir fiinf Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgenommen. Danach wurden die Zellen noch dreimal mit Kulturme-
dium gewaschen. Das Zellpellett wurde mit 100ul Stain Buffer (BD Pharmingen, San Diego,
USA) und 3 ul PE-konjugiertem Maus-Antikorper gegen humanes CD3 (BD Bioscience, Hei-
delberg, Deutschland) entsprechend Herstellerprotokoll versetzt und anschlieend 30 Minuten
bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.

Nach erfolgter Anfirbung der CD3-Oberflichenmolekiile wurden die Zellen mit 1 ml Stain
Buffer BD Pharmingen (San Diego, USA) gemischt und erneut fiinf Minuten bei 1200 RPM
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt. Die Fixierung und Permeabiliesierung der Zellen er-
folgten mit 250 ul BD Cytofix/Cytoperm-Losung (San Diego, USA) fiir 20 Minuten bei -4°C
im Dunkeln. AnschlieBend wurden die Zellen mit 250 pl BD Perm/Wash-Losung (San Diego,
USA) gewaschen und anschlieend zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 100 pl Perm/Wash-
Losung und 3 pl FITC-konjugiertem Maus-Antikorper gegen IL2 bzw. IFN~v (BD Bioscience,
Heidelberg, Deutschland) resuspendiert und bei Raumtemperatur wiederum im Dunkeln 30 Mi-
nuten inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit 1 ml Perm/Wash wurden die Zellen ein
letztes Mal bei 1200 RPM zentrifugiert, der Uberstand wurde abgenommen. Nach Zugabe von
300 pl Stain Buffer waren die Zellen bereit fiir die durchflusszytometrische Analyse.

In der zweifarbigen Durchflusszytometrie wurden mit dem Vorwirts- und Seitwirtsstreulicht
die CD3-positiven Zellen bestimmt. Mit Hilfe der Fluorochromsignale wird wiederum der An-

teil der CD3-positiven Zellen ermittelt, der zusétzlich einen markierten Zytokinantikorper tragt.
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Es wurden in jeder Probe 10000 Ereignisse untersucht. Das Ergebnis der unstimulierten Probe

wurde jeweils von der konkordanten stimulierten Probe abgezogen.

4.4 Messung der Proliferation von T-Zellen nach
mitogener Stimulation mit Con A

4.4.1 Gewinnung der Zellen und Markierung mit CFSE

Die mononukledren Zellen wurden aus dem Blut von 6 gesunden Spendern mittels Dichtegra-
dientenzentrifugation iiber Ficoll gewonnen. Nach dreimaligem Waschen wurden die Zellen in
Kulturmedium RPMI 1640 mit 2 mM L-Glutamin (Biochrome AG, Berlin, Deutschland) und
1% Penicillin/Streptomycin (Biochrome AG, Berlin, Deutschland) gel6st, dem 10% FCS (Bio-
chrome AG, Berlin, Deutschland) zugesetzt wurde. Die Zellen wurden in BD Primaria™?24-
well Multiwell ™plates fiir 1,5 Stunden inkubiert. Die adhérierenden Zellen wurden fiir weiter-
fiihrende Experimente genutzt. Die Zellen des Uberstandes sind Gegenstand dieser Versuchsan-
ordnung. Nach Abzentrifugation des Kulturmediums, wurden die Zellen mit 1 ml PBS resuspen-
diert. Dazu wurde 1 ml CFSE-5, 6-Carboxyfluorescein-Diacetat-Succinimidyl-Ester (CFSE)-
Losung (Invitrogen, Karlsruhe, Germany) (Lagerung des SmM Stocks bei -20°C, nach dem
Auftauen 2ul Stock + 998 il PBS) gegeben.

Die Proliferationsrate von Lymphozyten kann gut nach Behandlung mit dem intrazelluldren
Farbstoff CFSE untersucht werden. CFSE ist in seiner urspriinglichen Form membranpermea-
bel und fluoresziert nicht. Erst nach Diffusion in die Zelle werden intrazelluldr Azetatgruppen
des Molekiils abgespalten. Die Substanz kann nun nicht mehr Membranen durchdringen und
fluoresziert griin. Zudem bindet sich der Farbstoff an intrazelluldre Proteine mit langer Halt-
barkeit wie z.B. denen des Zytoskeletts. Mit jeder Teilung der behandelten Zelle verteilt sich
der vorhandene Farbstoff gleichméBig auf die Tochterzellen. Dies fiihrt zu einer sequentiellen
Abnahme der Farbstoffmenge bei den folgenden Generationen. Bis zu 8 Generationen einer
“Ursprungszelle” konnen auf diese Weise dargestellt werden, bis keine Unterscheidung zu un-
gefirbten Zellen mehr moglich ist. [83] Die mit CFSE behandelten Zellen wurden 3-4 Minuten
bei Raumtemperatur im Dunklen inkubiert und gelegentlich geschiittelt. Im Anschluss wurde

der Féarbeprozess mit 5 ml Kulturmedium abgestoppt.

4.4.2 Bestimmung der Proliferationsrate nach Stimulation und
Behandlung mit Sotrastaurin
Die so mit CFSE markierten Zellen wurden nach dreimaligem Waschen in ihrem endgiiltigen

Medium (Vollmedium/10%FCS/50 M [S-Mercaptoethanol (Stratagene, Lalolla, USA) resus-

pendiert. Die Zellzahl wurde mit Hilfe der Neubauer-Zihlkammer bestimmt. Die Zellzahl wur-
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de auf 2— 3% 10 eingestellt. Bei den zu stimulierenden Proben wurde das endgiiltige Kulturme-
dium mit 7,5 pg/ml Con A versetzt. Die Zellen wurden entweder mit 5, 50, 250, 500 nM oder
5 uM Sotrastaurin beziehungsweise die Losungsmittelkontrollen mit DMSO behandelt. Jeweils
2 — 3% 105 Zellen/100u1 pro Well wurden je Konzentration auf eine 96-well-Platte gegeben und
fiir 96 Stunden im Brutschrank inkubiert.

Nach 96 Stunden wurden die Zellen geerntet und mit PE-Cy5-konjugiertem Maus-Antikorper
gegen humanes CD4 (BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland) entsprechend Herstellerproto-
koll gekennzeichnet.

Die so markierten Zellen wurden im Vorwirts- und Seitwirtsstreulicht in einer Graphik, dem
sogenannten Dot-plot dargestellt. Die Lymphozytenpopulation wurde markiert und in einem
weiteren Diagramm im Hinblick auf die Fluoreszenz 1 (CFSE) und Fluoreszenz 3 (PECyS)
analysiert. Es wurden die Lymphozytenpopulationen ermittelt, die in beiden Fluoreszenzberei-
chen angeregt wurden, indem die CFSE-Intensitédt der mit Anti-CD4-markierten Zellen mittels
Durchflusszytometrie gemessen wurde.

Die markierten Zellen wurden als erstes im Streulicht analysiert. Anhand der Streulichteigen-
schaften konnte die Lymphozytenpopulation erkannt und markiert (gated) werden. Die wei-
terfithrende Analyse der gegateten Zellen im Hinblick auf die fluoreszierenden Eigenschaften
erfolgte in einem zweiten Dot-Plot. Zellen, die sowohl auf der 3. Fluoreszenz (PECy5) als auch
1.Fluoreszenz (CFSE) angeregt waren, wurden wiederum markiert und in einem Histogramm
dargestellt. Mit Hilfe der verschiedenen Abstufungen der CFSE-Intensitit konnten die unter-
schiedlichen Generationen der CD4+ Zellen dargestellt werden. Die Proliferationsrate wurde
ermittelt, indem der durchschnittliche Anteil an CD4+ Zellen bestimmt wurde, der in den Zell-

teilungszyklus eingetreten war, abziiglich der Werte der unstimulierten Proben.
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5 Ergebnisse

5.1 Wirkung von Sotrastaurin auf die Expression von
Oberflachenmolekulen von T-Zellen nach
mitogener Stimulation

Nach Stimulation mit Con A und anschlieBender Inkubation der mononukledren Zellen von
sechs gesunden Spendern mit verschiedenen Konzentrationen Sotrastaurin (30nM, 250nM, 500nM)
beziehungsweise mit DMSO fiir 72 Stunden, wurde die Expression der kostimulatorischen
Oberflichenmarker (CD28, ICOS, CTLA-4, PD-1) und der Aktivierungsmarker (CD69, CD25,
CD71, CxCr3) auf CD3+ Zellen am FACS gemessen. Die mit Con A stimulierten CD3+ Zellen
zeigten im Vergleich zu den unstimulierten Proben eine hohe Expression aller oben genannten
kostimulatorischen und aktivierenden Oberflachenmarker. In Abbildung 5.1 wird beispielhaft
das Histogramm der FACS-Analyse des Markers CD25 CD3+ Zellen aufgezeigt.
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Abbildung 5.1: Histogramm der FACS-Analyse des FITC-gelabelten Oberflichenmarkers
CD25 (x-Achse) auf PE-markierten CD3+ Zellen (y-Achse) nach 72h In-
kubation. Der blaue Graph symbolisiert die Population der unstimulierten, nur
mit DMSO behandelten CD25+ CD3+ Zellen. Rot dargestellt ist die Populati-
on der mit Con A stimulierten und nur mit DMSO behandelten CD25+ CD3+
Zellen. Die Population der mit Con A stimulierten und zugleich mit 500 nM
Sotrastaurin behandelten CD25+ CD3+ Zellen wird durch den griinen Graph
reprisentiert. Erkennbar ist die Verschiebung der Kurve durch Behandlung mit

dem Immunsuppressivum in Richtung der unbehandelten Kontrollgruppe.

5.1.1 Auswirkungen auf die Expression der aktivierenden
Oberflachenmolekile

5.1.1.1 CD69

Es fillt die groBe interindividuelle Spannbreite des Anteils CD69-exprimierender Zellen in der
Losungsmittelkontrolle auf, der zwischen 28% und 68% liegt. Die Anwendung von Sotrastau-
rin fiihrte in der FACS-Analyse zu einer Reduktion der medianen Expressionsrate des frithen
Aktivierungsmarkers CD 69 von initial 58% auf maximal 44%. Der Unterschied erwies sich in

der statistischen Untersuchung als nicht signifikant.
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Abbildung 5.2: Einfluss von Sotrastaurin auf die Expression des frithen Aktivierungs-
markers CD69 auf CD3+ Zellen. Die Behandlung mit dem Proteinkinase-C
Inhibitor hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Markerexpression. Die Ana-
lyse erfolgte nach 72h Stimulation mit Con A und Behandlung mit Sotrastaurin.
Kreise reprisentieren die Expressionsrate der gesunden Spender (n = 6). Der

Median wird durch die waagerechte Linie dargestellt.

5.1.1.2 CD71

Durchflusszytometrisch lief sich nach mitogener Stimulation mit Con A im Vergleich zu den
Losungsmittelkontrollen eine deutliche Reduktion des Anteils CD71-exprimierender CD3+ Zel-
len von Median 82% auf maximal 62% nach Behandlung mit 500nM des Immunsuppressivums
detektieren. Nach Anwendung von 30nM Sotrastaurin lag der Median der CD71-exprimierenden
T-Zellen in der FACS-Analyse um 8% niedriger als bei den Losungsmittelkontrollen. Die-
ser Unterschied erwies sich bereits als signifikant. Wurden die Zellen mit 250 bzw. 500nM
Sotrastaurin behandelt, verringerte sich der Median der Expressionsrate um 20% bzw. 24%. Der

PKC-Inhibitor hemmt dosisabhéngig und signifikant die Expression von CD71 auf T-Zellen.
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Abbildung 5.3: Einfluss von Sotrastaurin auf die Expression des Aktivierungsmarkers CD
71 auf CD3+ Zellen. Nach 72h Stimulation und Behandlung inhibiert bereits
eine Konzentration von 30nM Sotrastaurin die CD71 Expression von CD3+
Zellen in der FACS-Analyse signifikant. Es zeigte sich eine dosisabhéngige si-
gnifikante Reduktion. Kreise symbolisieren die Expressionsrate der gesunden

Spender (n = 6). Der Median wird durch die waagerechte Linie dargestellt.

5.1.1.3 CD25

Die mediane Expressionsrate der fiir die T-Zell-Aktivierung essentiellen alpha-Kette des IL-
2-Rezeptors auf CD3+ Zellen konnte mit 30 nM Sotrastaurin im Vergleich zu den Losungs-
mittelkontrollen von 77% auf 67% und damit um 15,0% signifikant reduziert werden. Nach
Behandlung mit 250nM konnte die Rate um 37%, nach Behandlung mit 500nM um 47% ge-
senkt werden. Es zeigte sich in der FACS-Analyse eine signifikante dosisabhédngige Reduktion

der Expressionsrate von CD25.
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Abbildung 5.4: Einfluss von Sotrastaurin auf den Aktivierungsmarker CD 25. Die Behand-
lung mit Sotrastaurin inhibiert signifikant die Expression der IL-2-Rezeptor-
Untereinheit CD25 von CD3+ Zellen nach mitogener Stimulation. In der FACS
Analyse zeigte sich eine signifikante dosisabhingige Reduktion der Expressi-
onsrate. Kreise reprisentieren die Expressionsrate der gesunden Spender (n =

6). Der Median wird durch die waagerechte Linie dargestellt.

5.1.1.4 CxCr3 Chemokin-Rezeptor

Nach mitogener Stimulation und Behandlung mit Sotrastaurin fiihrte die Konzentration von 30
nM Sotrastaurin zu einer Verringerung der medianen Expressionsrate des Chemokin-Rezeptors
CxCr3 von 52% in der Losungsmittelkontrolle auf 44% und damit im Vergleich um 11%. Als si-
gnifikant erwies sich erst die Behandlung mit 250nM bzw. 500nM Sotrastaurin. Dosisabhingig

wurde der Median der Expressionsrate um 33% bzw. 43% abgesenkt.



5. ERGEBNISSE 31

*p < 0,05
*p < 0,05
*p < 0,05

60 S
. 55 o
=, X3 o
T 50 ¢
Q o
S
E® - o
L o
éCJ 40 8
kS -
+ 35 ) o
™M
o [}
g 30 ° -
> o
™M
6 25 o o
P
(@]

20

15 ?

DSMO 30 nM 250 nM 500 nM

Sotrastaurin

Abbildung 5.5: Einfluss von Sotrastaurin auf den Aktivierungsmarker CD CxCr3. In der
FACS-Analyse zeigte sich eine dosisabhiingige Reduktion der Expression des
Rezeptors auf CD3+ Zellen. Signifikant waren die Auswirkungen ab einer Kon-
zentration von 250nM. Kreise reprisentieren die Expressionsrate der gesunden

Spender (n = 6). Der Median wird durch die waagerechte Linie dargestellt.

5.1.2 Auswirkungen auf die Expression der kostimulatorischen
Oberflachenmolekile

5.1.2.1 ICOS

Die Expression des kostimulatorischen Markers ICOS lief sich im Vergleich zur Losungsmit-
telkontrolle bereits ab einer Konzentration von 30nM Sotrastaurin ein signifikanter Abfall der
Expressionrate CD3+ Zellen von 34% auf auf 21% und damit um insgesamt 44% beobachten.
Die Anwendung von 250nM des Proteinkinase-C-Inhibitors senkte den Anteil der ICOS expri-
mierenden T-Zellen um 65%, 500nM sogar um 77%. In Abhingigkeit von der Sotrastaurindosis

resultierte eine drastische, hochsignifikante Reduktion der Markerexpression.
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Abbildung 5.6: Einfluss von Sotrastaurin auf den kostimulatorischen Marker ICOS. Be-
reits die Behandlung mit 30nM Sotrastaurin fiihrte nach Stimulation mit Con
A nach 72h zu einer ausgeprigten, signifikanten Reduktion der Expressions-
rate ICOS auf CD3+ Zellen in der FACS-Untersuchung. Die Anwendung ho-
herer Dosierungen des Proteinkinase-C-Inhibitors verstérkte diesen Effekt do-
sisabhédngig. Kreise repriasentieren die Expressionsrate der gesunden Spender

(n = 6). Der Median wird durch die waagerechte Linie dargestellt.

5.1.2.2 CTLA-4

Es fillt die insgesamt niedrige Expressionsrate von 2% bis maximal 14% der einzelnen gesun-
den Spender auf. Nach mitogener Stimulation fiihrte bereits die Anwendung der niedrigsten
Dosierung Sotrastaurin in der FACS-Analyse zu einer maximalen und signifikanten Inhibition
der CTLA-4-Expression der CD3+ Zellen von 35%. Die Anwendung von 250nM Sotrastaurin
fiihrte nur zu einer Verringerung der Expression um 29%. Wohingegen der Zusatz von 500nM
Sotrastaurin eine Verringerung der CTLA-4-Expression, aber ohne statistische Signifikanz, zur

Folge hatte. Somit wird die Expression des auf die T-Zell-Aktivierung inhibitorisch wirkenden
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Rezeptors durch alle Dosierungen des Proteinkinase-C-Inhibitors gehemmt, doch ist dies nur

bei Anwendung von 30nM und 250nM statistisch signifikant.
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Abbildung 5.7: Einfluss von Sotrastaurin auf den kostimulatorischen Marker CTLA-4.
Die durchflusszytometrische Analyse erfolgte nach 72h Stimulation mit Con
A und Behandlung mit Sotrastaurin.Die maximale Inhibition der Expression
von CTLA-4 auf CD3+ Zellen wurde durch 30nM Sotrastaurin bewirkt. Die
Anwendung von 250nM hatte einen geringeren Effekt auf die Rate. Durch die
hochste Dosierung des Immunsuppressivums wurde die Markerexpression zwar
reduziert, doch blieb dies ohne statistische Signifikanz. Kreise reprisentieren
die Expressionsrate der gesunden Spender (n = 6). Der Median wird durch die
waagerechte Linie dargestellt.

5.1.2.3 CD134 (Ox40)

Nach Stimulation mit Con A reduzierte sich durch die Behandlung mit 30 nM Sotrastaurin die
mediane Expressionsrate des kostimulatorischen Oberflachenmolekiils Ox40 auf CD3+ Zellen
signifikant von 36% auf 25% um insgesamt 29%. Die Behandlung mit 250 bzw. 500nM des
Proteinkinase-C-Inhibitors verringerte die Rate der exprimierenden T-Zellen um 55 bzw. 66%.

Es zeigte sich eine signifikante, dosisabhéngige Korrelation zur Markerexpression.
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Abbildung 5.8: Einfluss von Sotrastaurin auf den kostimulatorischen Marker CD134
(Ox40). Der Proteinkinase-C-Inhibitior hemmte in Abhéngigkeit von der Do-
sis signifikant die Expression von Ox40 nach mitogener Stimulation mit Con
A. Die durchflusszytometrische Analyse der CD3+ Zellen erfolgte nach 72h
Stimulation mit Con A im Hinblick auf die Expression von Ox40. Kreise repri-
sentieren die Expressionsrate der gesunden Spender (n = 6). Der Median wird
durch die waagerechte Linie dargestellt.
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5.1.2.4 PD-1

In der FACS-Analyse verringerte sich im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle die mediane
Expression des kostimulatorischen Oberflichenmolekiils von 41% auf 38% nach Anwendung
von 30nM bzw. auf 37% bei 250nM Sotrastaurin. Erst ab einer Konzentration von 500nM war
ein signifikanter Abfall der Rate auf 32% und damit ein Abfall um 28% zu beobachten.
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Abbildung 5.9: Einfluss von Sotrastaurin auf den kostimulatorischen Marker PD-1. Nur
die Anwendung von 500nM resultiert in einer signifikanten Inhibition des ko-
stimulatorischen Markers PD-1 in der durchflusszytometrischen Analyse der
CD3+ Zellen. Die Analyse der T-Zellen erfolgte nach Stimulation mit Con A
und Behandlung mit Sotrastaurin fiir 72h. Kreise reprisentieren die Expressi-
onsrate der gesunden Spender (n = 6). Der Median wird durch die waagerechte
Linie dargestellt.
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5.2 Wirkung von Sotrastaurin auf die intrazellulare
Zytokinexpression

Ziel der folgenden Untersuchungen war es, die Auswirkungen von Sotrastaurin auf die Synthe-
se von, fiir die T-Zell-Aktivierung bedeutsamen, Zytokinen zu anlysieren. Die mononukledren
Zellen wurden mit PMA und lonomycin stimuliert. Brefeldin A wurde zur Anreicherung der
Zytokine hinzugefiigt. Nach 5h Inkubation wurde die Zytokinexpression von IL-2 und IFN~y
mit Hilfe der Durchflusszytometrie erfasst. In den Abbildungen 5.10, 5.11 und 5.12 werden
beispielhaft die FACS-Bilder der IL-2-exprimierenden CD3+ Zellen gezeigt.
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Abbildung 5.10: Darstellung humaner FITC-gelabelter CD3+ T-Zellen (x-Achse) in der
FACS-Analyse nach Firbung mit IL-2/ PE (y-Achse) nach Sh Inkubati-
on. Unstimulierte Losungsmittelkontrolle. Links die Population der CD3+
Zellen. Im Gate rechts sind die zusétzlich IL-2 exprimierenden CD3+ Zellen
dargestellt. Der Anteil betrigt 0,3%.
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Abbildung 5.11: Darstellung humaner FITC-gelabelter CD3+T-Zellen (x-Achse) in der
FACS-Analyse nach Fiarbung mit IL-2/PE (y-Achse) nach Sh Inkubati-
on mit Ionomycin und PMA. Stimulierte Losungsmittelkontrolle. Links
die Population der CD3+ Zellen. Im Gate rechts sind die zusitzlich 1L-2 ex-
primierenden CD3+ Zellen dargestellt. Der Anteil betrdagt 39%. Dieser ist im

Vergleich zur unstimulierten Probe deutlich erhoht.
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Abbildung 5.12: Darstellung humaner FITC-gelabelter CD3+T-Zellen (x-Achse) in der
FACS-Analyse nach Fiarbung mit IL-2/PE (y-Achse) nach 5h Inkuba-
tion mit Ionomycin und PMA. Stimulierte und mit 500nM behandelte
Sotrastaurin Probe. Links die Population der CD3+ Zellen. Im Gate rechts
sind die zusitzlich IL-2 exprimierenden CD3+ Zellen dargestellt. Der Anteil
betrigt 9%. Durch die Behandlung mit dem Immunsuppressivum wird der An-

teil signifikant reduziert.
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5.2.1 Interleukin 2

In der FACS-Analyse fillt die grofle interindividuelle Bandbreite der IL-2-produzierenden Zel-
len nach Stimulation mit PMA und Ionomycin auf. Diese schwankt zwischen 20% - 40% bei
den Losungsmittelkontrollen. Nach Behandlung mit Sotrastaurin verringert sich erst bei einer
Konzentration von 250nM im Kulturmedium der Anteil der IL-2-produzierenden Zellen signi-
fikant auf 22%. Durch die Behandlung mit 500nM Sotrastaurin reduzierte sich der Anteil auf
8%.
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Abbildung 5.13: Einfluss von Sotrastaurin auf das Zytokin IL-2. Die Behandlung mit
Sotrastaurin reduziert nach Stimulation mit PMA und Ionomycin die Produk-
tion von IL-2 in CD3+ Zellen in der durchflusszytometrischen Untersuchung.
Die Anwendung hoher Dosierungen fiihrte zu einem signifikanten Riickgang
der Zytokinproduktion. Kreise reprisentieren die Expressionsrate der gesun-

den Spender(n = 6). Der Median wird durch die waagerechte Linie dargestellt.
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5.2.2 Interferon v

Der Anteil der IFN~-produzierenden CD3+ Zellen betrug in den Losungsmittelkontrollen nach
Stimulation mit PMA und Ionomycin durchschnittlich nur 10%. Nach Behandlung mit Sotrastau-
rin reduzierte sich dieser Anteil auf 7%. Doch erst nach Anwendung von 500nM zeigte sich eine

signifikante Verringerung der das Zytokin IFN~ produzierenden T-Zellen auf 4%.
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Abbildung 5.14: Einfluss von Sotrastaurin auf das Zytokin IFN. Bei insgesamt niedriger
Expressionsrate der CD3+ Zellen reduziert nach Stimulation mit PMA und lo-
nomycin nur die Anwendung der héchsten Konzentration Sotrastaurin signi-
fikant die Zahl der IFN-produzierenden Zellen in der FACS-Analyse. Kreise
reprasentieren die Expressionsrate der gesunden Spender (n = 6). Der Median

wird durch die waagerechte Linie dargestellt.
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5.3 Wirkung von Sotrastaurin auf die Proliferation von
T-Zellen

Nachdem die Auswirkungen von Sotrastaurin auf isolierte Merkmale von mitogen stimulier-
ten T-Zellen untersucht worden waren, war es das Ziel der folgenden Analyse den Einfluss des
Proteinkinase-C-Inhibitors auf den Endpunkt der T-Zell-Aktivierung, die T-Zell-Proliferation
zu untersuchen. Die mit CFSE markierten mononukleiren Zellen wurden mit Con A stimuliert
und mit verschiedenen Dosierungen Sotrastaurin behandelt. Nach 96h Inkubation wurde durch-
flusszytometrisch der Anteil der Zellteilung befindlichen CD4+ Zellen bestimmt. Die Prolifera-
tionsrate der Losungsmittelkontrolle lag bei durchschnittlich 82%. Ab einer Konzentration von
50nM Sotrastaurin im Kulturmedium war die Inhibition der Proliferation signifikant mit einer
Rate von 70%.Nach Anwendung von 250nM, 500nM und 5000nM lag diese bei 51%, 36% bzw.
6%. Somit wird die Proliferation von CD4+ Zellen bereits in niedrigen Dosierungen signifikant

und dosisabhédngig gehemmt.
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Abbildung 5.15: Darstellung der mit CFSE+ (x-Achse) und PECyS- markierten CD4+
Zellen (y-Achse) eines Probanden nach 96h Inkubation mit DMSO bzw.
Sotrastaurin. Die drei oberen Diagramme stellen die Ergebnisse der behan-
delten, aber unstimulierten Proben dar. Es zeigt sich nur eine Population mit
homogener CFSE-Intensitit, d.h. Tochtergenerationen haben sich nicht gebil-
det. Die CD4+ Zellen sind nicht proliferiert. In der unteren Reihe sind die
FACS-Bilder der behandelten und auch mit Con A stimulierten Proben des
Probanden dargestellt. Nach 96h zeigen sich 4 Populationsgruppen, die sich
anhand der logarithmisch aufgetragenen CFSE-Intensitét unterscheiden. Wo-
bei die Subpopulation mit der hochsten CFSE-Intensitidt die Muttergeneration
ist. Die Proliferationsrate entspricht der Zellzahl der Tochtergenerationen in
Prozent der CD4+ Gesamtpopulation. Durch Einsatz von Sotrastaurin wird
die Proliferationsrate nach 96h Stimulation mit Con A ab einer Konzentration
von 50nM signifikant inhibiert.
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Abbildung 5.16: Einfluss von Sotrastaurin auf die T-Zell-Proliferation. Nach Stimulation

mit Con A wurden die CFSE-markierten Zellen mit verschiedenen Dosie-
rungen des Proteinkinase-C-Inhibitors behandelt. Nach 96h Inkubation wur-
de die Proliferationsrate der CD4+ Zellen durchflusszytometrisch evaluiert.
Sotrastaurin hemmt signifikant und dosisabhiingig ab einer Konzentation von
50nM die Proliferation von CD4+ Zellen. Gezeigt wird im Box-Plot der durch-
schnittliche Anteil CD4+ Zellen in Zellteilung mit Median und Standardab-
weichung (n = 6).



6. DISKUSSION 43

6 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung der immunsuppressiven Substanz Sotrastaurin
auf humane T-Zellen in vitro untersucht. Anhand einer Vielzahl phinotypischer Merkmale, der
Produktion proinflammatorischer Zytokine und der Proliferationsrate, die alle bedeutsam im
Rahmen der Immunantwort nach Transplantation sind, wurde der Einfluss des neuen Immun-
suppressivums auf Aktivierung und Funktion von humanen T-Zellen analysiert.

Aus dem Blut gesunder Spender wurden die mononukledren Zellen isoliert. Durch den Ein-
satz verschiedener Stimuli wurde die Antigenaktivierung der mononukleiren Zellen simuliert.
Dem Einsatz artifizieller Stimuli wurde der Vorzug gegeben, um homogene Versuchsbedingun-
gen bei vergleichbarer Effektivitit der Aktivierung zu schaffen. In Anlehnung an die effektiven
Sotrastaurinspiegel bei nierentransplantantierten Patienten wurden die Zellen mit ansteigenden
Konzentrationen des Immunsuppressivums behandelt und unter optimalen Bedingungen kulti-
viert.

Die Ergebnisse der Untersuchung zeigen, dass Sotrastaurin wirksam die Expression der ko-
stimulatorischen Oberflichenmolekiile ICOS, CTLA-4, CD134 (0Ox40), PD-1, die der Akti-
vierungsmarker CD71, CD25, CxCr3, die Produktion der Zytokine IL-2 und IFN~ sowie die
Proliferation von T-Zellen dosisabhédngig inhibiert. Die Expression von CD69 wurde durch kei-
ne der verwendeten Sotrastaurin-Konzentrationen beeinflusst. Die gewonnenen Erkenntnisse

geben einen Einblick in die komplexe Funktionsweise dieses neuartigen Wirkstoffes.

6.1 Oberflachenmolekile

6.1.1 Oberflachenmolekiile, die die T-Zell-Aktivierung stimulieren
bzw. inhibieren

Nach erfolgter Organtransplantation prisentieren die APZs den T-Zellen prozessiertes Donor-
Antigen. Die T-Zellen erkennen das prisentierte Antigen nur in Verbindung mit dem korperei-
genen MHC-Komplex iiber ihren T-Zell-Rezeptor (TZR). Dieses sogenannte Signal 1 kann nur
zu einer immunologischen Reaktion fiithren, wenn ihm ein zweites, kostimulatorisches Signal
folgt. Signal 2 spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation der Immunantwort und kann
abhingig vom Oberflichenmolekiil die T-Zell-Aktivierung inhibieren und/oder aktivieren. Ei-
nerseits sorgen stimulatorische Impulse fiir die Initiierung der T-Zell- Antwort, andererseits stel-

len die hemmenden Signale ein Gegengewicht dar und verhindern iiberschiefende Reaktionen
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des Immunsystems. [52]

CD28 ist der Prototyp eines positiv wirkenden kostimulatorischen Molekiils und wird bereits
auf naiven T-Zellen exprimiert. Die Liganden von CD28 sind B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86).
Sie werden von den APZs ohne vorherigen Antigenkontakt exprimiert. Durch den Einfluss des
Zytokins IFN~v kann die Expression von CD80 noch verstéirkt werden. Die Bindung von CD28
an einen seiner Liganden initiiert gemeinsam mit dem Signal 1 einen Prozess, an dessen Ende
die Erhohung der IL-2-Produktion steht. IL-2 ist das Schliisselzytokin, welches die klonale Ex-
pansion der T-Zellen erst ermoglicht. Die klonale Expansion antigen-spezifischer T-Zellen dient
der Eliminierung des Antigens und ist somit die Voraussetzung fiir den Rejektionsprozess nach
einer Transplantation. [28] [52] Dieser Aktivierungsmechanismus wird kontrolliert durch den
inhibitorischen Rezeptor CTLA-4, welcher nach erfolgter Aktivierung des TZR durch Antigen
von den T-Zellen exprimiert wird. CTLA-4 hat eine hohere Affinitéit als CD28 zu den gemeinsa-
men Liganden CD80/CD86 und kann auf diesem Wege der T-Zell-Aktivierung entgegenwirken.
[80] [35] Beispielhaft sei der Einsatz des CTLA-4-Antikorpers Belatacept genannt, der durch
Bindung an die gemeinsamen Liganden CD80/CD86 von CD28 und CTLA-4 die Kostimulation
durch CD28 inhibiert. [40] In zwei Phase III Studien zeigte Belatacept die gleiche Effektivitit
hinsichtlich der Priavention von Rejektionen wie Ciclosporin in Kombination mit MPA, Steroi-
den und Basiliximab, so dass 2011 die Zulassung fiir den Arzneimittelmarkt erfolgen konnte.
[157]

Die Expression dieses inhibitorischen Molekiils wird nur bei Anwendung der niedrigen Do-
sierungen Sotrastaurin signifkant gehemmt. Mit steigender Dosis fiel die Beeinflussung der
Expressionsrate geringer aus. Eventuell wiren Tendenzen nach einer Erhohung der Anzahl der
Experimente besser erkennbar.

PD-1, ein weiteres Mitglied der CD28-Superfamilie, wird unter anderem auf aktivierten T-
Zellen exprimiert. Welche Aufgabe PD-1 im Rahmen der T-Zell-Aktivierung iibernimmt, ist
noch umstritten, da sowohl inhibierende als auch stimulierende Effekte durch PD-1 und seine
Liganden PD-L1 und PD-L2 iibermittelt werden. So wird nach Interaktion von PD-1 mit seinen
Liganden PD-L1 und PD-L2 die Zytokinproduktion der T-Zellen gedrosselt und so die T-Zell-
Proliferation gehemmt. [17] [29] [75] Andererseits konnte durch den Einsatz von monoklonalen
Antikorpern, die sich gegen PD-1 richten, auch die Proliferation von T-Zellen stimuliert werden.
Sehr wahrscheinlich verfiigt der Rezeptor PD-1 iiber extrazelluldre Dominen, die in Abhéngig-
keit von Umgebungsfaktoren, die Proliferation von aktivierten T-Zellen foérdern bzw. hemmen
konnen. PD-1 wire es damit moglich, kostimulatorische als auch regulative Funktionen im Rah-
men der T-Zell-Aktivierung zu iibernehmen. [118]

In der hier vorgestellten Arbeit lieB sich die Expression von PD-1 nur in der hochsten ver-
wendeten Konzentration Sotrastaurin signifikant inhibieren. Eventuell konnte es sich um eine
regulative Reaktion der T-Zellen auf die starke Suppression durch den PKC-Inhibitor handeln,
die auf diesem Wege versuchen, ein UberschieBen der hemmenden Impulse zu verhindern.
ICOS war eines der ersten Mitglieder der CD28-Superfamilie, die entdeckt wurden. [51] Be-
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reits naive T-Zellen exprimieren ICOS. Doch erst nach Aktivierung der T-Zellen werden Ex-
pressionsraten dhnlich dem des CD28-Molekiils erreicht. [117] [144] Die Liganden von ICOS
befinden sich auf B-Zellen und APZs. ICOS hat dabei eine wichtige Rolle bei der Vermittlung
der Kommunikation zwischen B- und T-Zellen inne. Der Marker ist entscheidend an der ter-
minalen Differenzierung von B-Zellen zu Plasma- bzw. Gedichtnis-Zellen beteiligt. [51] [175]
Kurzfristig schiitten ICOS-kostimulierte Zellen groBe Mengen Zytokine, aber kein IL-2 aus.
Doch die klonale Expansion ist den so stimulierten T-Zellen, sehr wahrscheinlich aufgrund des
IL-2-Mangels, nicht méglich und nach 3-5 Zellteilungen werden sie apoptotisch. [117] Wird
ICOS durch einen spezifischen Antikorper blockiert, resultiert hieraus im Tiermodell ein si-
gnifikant verlingertes Uberleben des Allo-Transplantats. [104] Ursichlich dafiir konnte die bei
ICOS-defizienten Miusen nachgewiesene Hemmung von T-Zell-Aktivierung und -Proliferation
sowie der humoralen Immunantwort sein. [24]

Die Anwendung von Sotrastaurin fiihrte in den durchgefiihrten Untersuchungen zu einem dra-
stischen Abfall der ICOS-Expression der humanen T-Zellen, was auf eine Hemmung der frithen
T-Zell-Aktivierung schlieen ldsst. Die Auswirkungen auf die humorale Immunantwort konnten
in weiterfithrenden Versuchen untersucht werden.

Der kostimulatorische Marker Ox40 gehort zur Superfamilie der TNF-Rezeptoren. Die Akti-
vierung von Ox40 stimuliert die Aktivierung und Proliferation von T-Zellen und fordert die
Differenzierung zu Effektor-T-Zellen. [143] [34] In einer aktuellen Arbeit konnte ein weiterer
Aspekt dieses Markers gezeigt werden. Ox40 wird auch von regulatorischen T-Zellen (T-Regs)
exprimiert. Untersuchungen an Foxp3gfp knockin-Miusen zeigten, dass durch Blockade von
0Ox40 die Differenzierung zu regulatorischen T-Zellen inhibiert und die Suppressorfunktion von
Foxp3+-Tregs behindert wird. Die Aktivierung von Ox40 wirkt sich in zweierlei Hinsicht akti-
vierend auf das T-Zell-System aus. Es stimuliert die T-Zell-Aktivierung und hemmt die regula-
torischen T-Zellen. [163]

Die in dieser Arbeit gezeigte Reduktion der Expressionrate von Ox40 konnte sich demzufolge
nicht nur auf die verminderte Kostimulation der T-Zellen durch Ox40 beschrinken, sondern
auch Auswirkungen auf die Differenzierung von regulatorischen T-Zellen und somit auch auf

deren supprimierende Potenz haben.

6.1.2 Auswirkungen auf Aktivierungsmarker

Die Aktivierung einer naiven T-Zelle via Signal 1 und 2 induziert die Expression einer Viel-
zahl weiterer Oberflichenmolekiile. Dazu gehodren unter anderem auch die untersuchten Marker
CD69, CD25, CD71 und CxCr3.

CD609 ist ein sehr frither Aktivierungsmarker, der bereits eine Stunde nach erfolgter Aktivierung
nachweisbar ist. [177] Die Bedeutung von CD69 fiir das Rejektionsgeschehen ist jedoch weiter-
hin unklar. Widerspriichlich sind die Untersuchungsergebnisse, die sich mit einem moglichen

Zusammenhang zwischen Marker und Transplantationserfolg beschiftigen. [57] [109]
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Eine effektive Suppression der CD69-Expression humaner T-Zellen von Nierentransplantat-
empfingern, die mit Sotrastaurin behandelt wurden, konnte durch Kovarik et al. gezeigt werden.
Die Stimulation der Zellen erfolgte mit PMA und a-CD28-Antikorper. [66] In den hier vorge-
stellten Untersuchungen reduzierte die Behandlung mit Sotrastaurin die Expression von CD69
durch mit Con A stimulierten humanen priméren T-Zellen. Allerdings war der Unterschied nicht
signifikant. Ursédchlich fiir diese Differenz konnte die Verwendung unterschiedlicher Stimuli
sein. GroBere Klarheit im Hinblick auf die Auswirkungen des Proteinkinase-C-Inhibitors auf
den frithen Aktivierungsmarker konnte eine groBere Anzahl an Untersuchungen schaffen.
CD25 ist ein Bestandteil des aus drei Untereinheiten bestehenden IL-2-Rezeptors. Die beiden
Untereinheiten 5 und v des IL-2-Rezeptors sind dauerhaft auf der Zellmembran der T-Zellen
priasent und verfiigen nur iiber eine geringe Affinitidt gegeniiber IL-2. Erst nach Aktivierung der
T-Zelle durch ein Antigen wird auch die a-Untereinheit (CD 25) exprimiert. [167] [119] Die
Affinitdt des IL-2-Rezeptors fiir IL-2 steigt um ein Vielfaches, wenn alle drei Untereinheiten auf
der Zellmembran vorhanden sind. Eine Blockade des CD25-Rezeptors bewirkt, dass die Bin-
dung des proinflammatorischen IL-2 und somit ein bedeutender Proliferationreiz inhibiert wird.
Klinische Relevanz beweist dieses Prinzip eindriicklich mit der weit verbreiteten Anwendung
der nicht-depletierenden CD25-Antikorper Basiliximab und Daclizumab. Konnte doch die Zahl
der Rejektionen durch den Einsatz dieser Antikorper signifikant gesenkt werden, bei gleichzei-
tig giinstigem Nebenwirkungsprofil. [97] [54] [159]

In der Veroffentlichung von Evenou et al. 2009 konnte die Expression von CD25 in CD4+-
und CD8+-Miusezellen durch Sotrastaurin bereits im nanomolaren Bereich signifikant verrin-
gert werden. Das deckt sich mit den Ergebnissen dieser Arbeit an humanen T-Zellen in vitro.
Sotrastaurin inhibiert die Expression des, fiir die Rejektion bedeutsamen, Markers dosisab-
hingig signifikant. Mit einer Konzentration von 500nM, dies entspricht ca. 250ng/ml, konn-
te die mediane Expressionsrate der alpha-Kette des IL-2-Rezeptors nahezu halbiert werden.
Die im Rahmen von Studien gemessenen Sotrastaurin-Konzentrationen bei Nierentransplan-
tierten lagen im Bereich von 300ng/ml und 1000ng/ml, so dass von einer Inhibierung der fiir
das Rejektionsgeschehen so bedeutsamen IL-2-Kaskade und somit letztendlich auch der T-Zell-
Aktivierung sowie T-Zell-Proliferation auszugehen ist. [30]

Der Transferrinrezeptor TfR1 (CD71) wird von den meisten kernhaltigen Zellen des Korpers
exprimiert. Insbesondere stark proliferierende Zellen weisen hohe Expressionsraten von CD71
auf, wohingegen dieser Marker auf Zellen, die sich nicht teilen, nur gering bzw. nicht nachweis-
bar ist. [113] Die Blockade des Rezeptors im Tiermodell wirkt sich protektiv auf das Transplan-
tat aus. [5] [172] Standardimmunsuppressiva wie z.B. MPA, CNI und Steroide sind in der Lage,
die Expression von CD71 zu inhibieren. [55] [14]

Die Behandlung der stimulierten humanen primiren T-Zellen mit Sotrastaurin fiihrte in der hier
gezeigten Studie ebenfalls zu einer signifikanten dosisabhingigen Reduktion. Eine effektive
Expressionshemmung des T-Zell-Aktivierungsmarkers CD71, der gleichwohl durch die aktuell

verwendeten Standardimmunsuppressiva inhibiert wird, ist ein Hinweis fiir die immunmodula-
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torische Potenz des Wirkstoffes Sotrastaurin.

Insbesondere T-Zellen vom Th1-Typ exprimieren nach ihrer Aktivierung den Chemokinrezep-
tor CxCr3. [114] Die Liganden des Rezeptors, die Chemokine CxCl19, CxCI10 und CxCl11,
werden von Zellen am Ort eines Entziindungsgeschehens produziert und konnen so die Bewe-
gung dieser Leukozyten zum Entziindungsherd regulieren. CxCr3 defiziente Méuse bzw. mit
CxCr3-Antikorpern behandelte Méuse zeigten eine Verldngerung des Transplantatiiberlebens.
[44] [122]

Die Expression des fiir das Rejektionsgeschehen interessanten Markers auf stimulierten huma-
nen primiren T-Zellen wird durch eine Behandlung mit Sotrastaurin dosisabhédngig signifikant
inhibiert. Indem die Expression dieses Oberflachenmarkers reduziert wird, konnte die Migra-
tion von Leukozyten zum Transplantat und somit die physiologische Immunantwort gehemmt
werden.

Es ldsst sich zusammenfassen, dass Sotrastaurin die Expression wichtiger positiver kostimulato-
rischer Molekiile inhibiert und gegenregulatorisch auch die Expression inhibitorisch wirkender
kostimulatorischer Marker in vitro signifikant verringert. Da bisher keine Daten zur Expressi-
on dieser Oberflichenmarker bei mit Sotrastaurin behandelten Transplantierten vorliegen, sollte
sich aufgrund der Komplexitit des Rejektionsgeschehens eine Uberpriifung der Ergebnisse in

vivo anschlieBen.

6.1.3 Modulation der Th1-Antwort

Anhand der Oberflaichenmolekiile CD4 und CD8 unterscheidet man zwei Subpopulationen rei-
fer T-Zellen. Die zytotoxischen CD8 T-Zellen erkennen Antigene, die ihnen iiber MHC Klasse
I Molekiile prasentiert werden. Die auf diesem Wege aktivierten Zellen konnen die erkannten
Zellen lysieren. So konnen z.B. virusinfizierte oder maligne entartete Zellen eliminiert werden.
Fiir die Initiierung der TransplantatabstoBung ist jedoch die Reaktion der CD4 Zellen auf Frem-
dantigen entscheidend. [71]

Nach Aktivierung iiber MHC Klasse II Molekiile in Verbindung mit Antigen produzieren die
nun proliferierenden T-Helferzellen verschiedene Zytokine. Mit deren Hilfe orchestrieren sie
die verschiedenen Zellen des Immunsystems und generieren eine addquate Immunantwort. Man
kann die proliferierenden T-Helferzellen anhand des von ihnen produzierten Zytokinmusters in
zweil Subpopulationen, die TH1- und TH2-Helferzellen, einteilen. Nach Aktivierung der Hel-
ferzelle durch das Fremdantigen entscheidet eine Vielzahl von Faktoren dariiber, ob sich die
Zelle zu einer TH1- oder einer TH2-Zelle differenziert. Die Art des Antigens, die beteiligten
kostimulatorischen Molekiile und die Zytokinantwort des angeborenen Immunsystems sind an
diesem Prozess beteiligt. [52]

Die TH1-Zellen sind von besonderer Bedeutung fiir die zelluldre Immunantwort und produzie-
ren typischerweise IFN~, Tumornekrosefaktor oo (TNF«) und IL-2. IL-2 kann von allen akti-

vierten T-Zellen gebildet werden, doch ist es besonders kennzeichnend fiir die TH1-Antwort.
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Typische Zytokine der TH2-Helferzellen sind Interleukine 4, 5 und 10, welche die humorale
Immunabwehr induzieren. Beide Subpopulationen beeinflussen sich gegenseitig. [52]

IL2 ist das zentrale Zytokin der T-Zell-Aktivierung. Zeitgleich mit Beginn der IL-2-Synthese
beginnt die Zelle mit der Expression der noch fehlenden a-Kette des IL-2-Rezeptors. Die Zu-
nahme der IL-2-Produktion und die hohere Affinitit des nun vollstindigen Rezeptors ermog-
lichen erst die massive klonale Expansion der durch Antigen stimulierten Ursprungs-T-Zelle.
Bleibt aber nach Antigen-Kontakt das kostimulatorische Signal aus, geht diese T-Zelle in den
Zustand der Anergie iiber. Kennzeichnend hierfiir ist die Unfidhigkeit, das fiir das Rejektions-
geschehen essentielle IL-2 zu produzieren und damit zu proliferieren. [73] [131] In vivo und
in vitro reduziert die Anwendung von Calcineurininhibitoren, Sirolimus, MPA und Steroid die
Expression von IL-2, dem Schliisselzytokin der T-Zell-Aktivierung. [15] [112]

Durch kompetetive Blockade des IL.-2-Rezeptors mit Hilfe des monoklonalen Antikorpers Ba-
siliximab konnte die Zahl der frithen postoperativen Rejektionen reduziert und dadurch Einspa-
rungen der Basisimmunsuppression erméglicht werden. [54] [97] [158] Nach Behandlung von
humanen T-Zellen mit Sotrastaurin zeigte sich eine signifikante Inhibition der IL-2-Expression.
Dies deckt sich mit den Ergebnissen anderer Arbeiten. [27] Die Inhibition der Proteinkinase C
fiihrt somit zu einer Hemmung der Transkriptionsfaktoren, die essentiell fiir die IL-2-Synthese
und somit auch fiir die T-Zell-Aktivierung sind.

Untersuchungen an gesunden Probanden, die einmalig Sotrastaurin und/oder Cyclosporin A er-
hielten, zeigten nach Stimulation der Blutproben mit PMA und aCD28 in Gegenwart von Bre-
feldin A eine signifikante Inhibition der IL-2-Produktion sowohl nach Einnahme der einzelnen
Substanzen als auch eine signifikante Verstirkung des Effekts durch Kombination der beiden
Substanzen. Die Auswirkungen der Anwendung lieen sich auch auf mRNA-Ebene nachwei-
sen. [67] Die zusitzliche Einnahme von Tacrolimus fiihrte hingegen bei den Probanden nicht
zu einer additiven Reduktion der IL-2-Expression. Dieses Ergebnis iiberrascht insofern, da die
beiden Calcineurininhibitoren einen sehr dhnlichen Wirkmechanismus aufweisen. Durch die
zeitgleiche Anwendung von Sotrastaurin und Cyclosporin, nicht aber Tacrolimus, erhoht sich
die Sotrastaurinkonzentration im Blut. Der erhohte Wirkstoffspiegel von Sotrastaurin in vivo ist
moglicherweise die Ursache fiir den Unterschied zwischen den beiden Calcineurininhibitoren.
[68] Die klinische Bedeutung der Kombination von Sotrastaurin mit einem Calcineurininhibi-
tor wurde daher in verschiedenen Studien untersucht, deren Ergebnisse unter 6.4.1 dargestellt
werden.

Entscheidend fiir die weitere Differenzierung der naiven T-Zellen ist das vorherrschende Zy-
tokinmilieu. IFN~, ein typisches Zytokin der TH1-Zellen, induziert die Differenzierung zu
TH1-Zellen und supprimiert die Entwicklung zu TH2-Zellen. [32] Indem IFN+~ durch positive
Riickkopplung die TH1-Antwort verstiarkt und zugleich die TH2-Antwort reduziert, fordert dies
eine zelluldre Immunantwort. [9] Das Zytokin selbst aktiviert zudem APZs und steigert deren
Fahigkeit, Antigen zu prozessieren und zu préasentieren. [129] Und doch reguliert IFN~y auch B-

Zell-Funktionen, wie Immunglobulin-Produktion und -Klassenwechsel, und es beeinflusst auf
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diesem Wege auch die humorale Reaktion des Organismus. [9] Im Hinblick auf die humorale
Rejektion wurde in einer Arbeit von Hamer et al. gezeigt, dass IFN~ - wie spezifische HLA-
Antikorper - die Bildung des Komplementfaktors C4 durch renales mikrovaskuldres Endothe-
lium induzieren kann. Zwar kommt dem Komplement C3 eine zentrale Rolle in den Komple-
mentkaskaden zu, doch ldsst sich in Transplanat-Biopsien meist kein C3 nachweisen. [21] Der
Nachweis von C4d, einem Abbauprodukt von C4, entspricht laut Banff-Klassifikation einem
Kriterium der humoralen Rejektion. [136] Die Inhibition der IFN~ -Produktion durch Immun-
suppressiva konnte eine zusitzliche Bedeutung fiir die Vermeidung einer lokalen Produktion
des Komplementfaktors C4 im Transplantat haben. [43]

Die Einflussmoglichkeiten von IFN~ auf die zelluldre und humorale Immunantwort sind viel-
schichtig. In dieser Arbeit zeigte sich, dass Sotrastaurin die IFN~-Produktion von humanen
T-Zellen signifikant inhibiert. Evenou et al. konnten diesen Effekt sowohl bei priméiren murinen
als auch humanen T-Zellen demonstrieren. [27] Die Hemmung dieser fiir das Rejektionsgesche-
hen entscheidenden Zytokine IL-2 und IFN+ ist ein weiteres Indiz fiir die immunsuppressive
Potenz des Proteinkinase-C-Inhibitors. IFN ist zudem ein wichtiger Mediator der DC-Reifung.
[105] Welche Auswirkungen Sotrastaurin auf die Zytokine der TH2-Antwort und somit die hu-
morale Reaktion des Organismus hat, miisste in weiterfithrenden Untersuchungen geklért wer-
den. Der direkte Einfluss von Sotrastaurin auf die fiir das Rejektionsgeschehen bedeutsamen
dendritischen Zellen wurde in weiterfiithrenden Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe unter-

sucht. Die Ergebnisse werden unter 6.2.1 dargestellt.

6.1.4 Auswirkungen der Proteinkinase-C-Inhibition auf den
Endpunkt Proliferation

Ziel der immunsuppressiven Therapie ist es, die AbstoBung des allogenen Transplantats zu ver-
hindern. Der Erfolg der Calcineurininhibitoren auf dem Gebiet der Transplantationsmedizin
beruht auf der besonders effektiven Fahigkeit, die T-Zell-Aktivierung und damit einen bedeu-
tenden Schrittmacher des Rejektionsgeschehens zu hemmen. Endpunkt der Aktivierungskaska-
de ist die T-Zell-Proliferation, d.h. die klonale Expansion antigenspezifischer T-Zellen. [42] Es
liegt nahe, bei der Evaluation von Sotrastaurin nicht nur einzelne Indikatoren, die sich als hilf-
reich in der Beurteilung des Aktivierungsgrades von T-Zellen erwiesen haben zu untersuchen,
sondern ebenfalls die Inhibition der Antigen-induzierten T-Zell-Proliferation selbst.

Eine Vielzahl von untereinander vernetzten Signalkaskaden wéhrend der Antigen-induzierten
T-Zell-Aktivierung ermdglicht ein sehr komplexes Reaktionsmuster des Organismus auf die
unterschiedlichsten Antigene. Erkennt der TZR das présentierte Antigen, so bindet sich der
TZR-CD3-Komplex der T-Zelle an den Antigen-MHC-Komplex der APZ. Erst wenn dieses er-
ste Signal der T-Zell-Aktivierung durch ein zweites kostimulatorisches Signal verifiziert wird,
fiihrt eine Vielzahl an Phosphorylisierungschritten und die Aktivierung weiterer Tyrosinkinasen

zur Bildung einer immunologischen Synapse. [127] Die immunologische Synapse stellt eine
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Plattform dar, iiber die verschiedene, fiir die T-Zell-Aktivierung notwendige, Signaltransdukti-
onsketten aktiviert werden. Diese fithren unter anderem zur Aktivierung der Transkriptionsfak-
toren, z.B NF-xB, AP-1 und NFAT. [18] [130] Diese Faktoren regulieren die Zytokinexpressi-
on und kontrollieren die Gene, welche T-Zell-Aktivierung, -Differenzierung und -Proliferation
steuern. [130] [56] Die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-xB, AP-1 und NFAT erfolgt
iber drei unterschiedliche Signalkaskaden. Gemeinsamer Ausgangspunkt dieser Signalkaska-
den ist die Aktivierung der Phospholipase C iiber die immunologische Synapse. Im Anschluss
spaltet diese Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in Inositol-1,4,5 triphosphat (IP3) und
1,2-Diacylglycerol (DAG). IP3 diffundiert in das Zytosol der Zelle und setzt aus dem endoplas-
matischen Retikulum Calcium in der Zelle frei - wobei DAG in der Zellmembran verbleibt.
[154] Die Erhohung der Calciumkonzentration aktiviert iiber das Calcium-empfindliche Calm-
odulin die Phosphatase Calcineurin. Der Calcineurin-Phosphatase ist es so moglich, den fiir die
IL-2-Expression essentiellen Faktor NFAT zu dephosphorylieren, was dessen nukleédre Trans-
lokation und Aktivierung zur Folge hat. [20] Thre Wirkung entfalten die Calcineurininhibitoren
hauptsichlich tiber die Hemmung der NFAT-Dephosphorylierung. [137]

Bedeutsam in diesem Zusammenhang ist, dass die Bindung von NFAT an die DNA nur schwach
ist. Eine Reihe weiterer Transkriptionsfaktoren, welche aus der Aktivierung des Proteinkinase-
C- und MAP (mitogen associated protein kinase)-Kinase-Weges resultieren, sind zur Unterhal-
tung dieser Bindung notwendig. [84] Die aus der Aktivierung von Phospholipase C resultieren-
den Spaltprodukte DAG und das durch IP3 freigesetzte Calcium ermdglichen die Aktivierung
der Proteinkinase. [100] Nach ihrer Aktivierung wird diese zur Zellmembran rekrutiert und be-
fahigt so die Mitglieder der NF-<B-Familie, in den Zellkern zu translozieren und ebenfalls Gene
anzusteuern, die fiir die Entwicklung und Proliferation der T-Zellen im Rahmen der Immunant-
wort notwendig sind. [130] DAG aktiviert einen weiteren Signalweg, den der MAP-Kinase, und
veranlasst die Verlagerung von Ras zur Zellmembran. [26] Die Aktivierung durch die MAP-
Kinase stellt nur eine Moglichkeit dar, Ras zu aktivieren. Die Phosphorylierung des Proteins
Ras kann aber auch durch die Proteinkinase C erfolgen - ein weiterer Schnittpunkt der Signal-
kaskaden. [121] [33] Ras ist mitbeteiligt an der Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1.
[22] Erst das komplexe Zusammenspiel der beschriebenen Signalkaskaden ermoglicht letztend-
lich die Transkription von IL-2 und damit die klonale Expansion der T-Zellen im Kontext der
Rejektion eines allogenen Transplantats. [84]

Aufgrund des Einflusses der Proteinkinase C auf die Transkriptionsfaktoren NF-xB, AP-1 und
NFAT in der Grundlagenforschung hat diese sich als mogliches Ziel fiir die Inhibition der T-
Zell-Aktivierung herauskristallisiert. So zeigen T-Zellen von PKC6 -Knock-out-Miuse bei in
vivo Aktivierung eine Verminderung der Transkriptionsfaktoren AP1, NF-xB, und NFAT. Zu-
satzlich ist die Expression von verschiedenen Zytokinen z.B. IL-2, IL-4, IFN~ und TNFa redu-
ziert. [2] Der Einsatz von Sotrastaurin im Mausmodell fiihrt zu einer Hemmung der Transdukti-
onskaskaden NFAT und NF-+<B. Entsprechend der Schliisselstellung der gehemmten Transkrip-

tionsfaktoren werden, wie erwartet, auch die frithen Marker der T-Zell-Aktivierung IL-2 und
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CD25 inhibiert. Und folgerichtig wird die Proliferation der murinen T-Zellen gehemmt. [27]
Von den verschiedenen T-Zell-Subpopulationen sind die T-Helfer-Zellen entscheidend fiir die
Einleitung des Rejektionsprozesses. Sie produzieren die meisten der Zytokine, die fiir die Aus-
16sung einer Immunantwort notwendig sind. [69] Diese Botenstoffe wirken stimulierend auf die
CD4+ Zellen selbst sowie auf andere Zellen, die auch an der Immunantwort beteiligt sind (z.B.
CD8+ Zellen, Makrophagen und B-Zellen). Die AbstoBung eines allogenen Transplantates ist
ohne die CD4+ Zellen nicht moglich. [70]

Daher haben wir in den hier gezeigten Untersuchungen die Proliferation dieser wichtigen Unter-
gruppe evaluiert. Nach Behandlung der primédren humanen T-Zellen mit Sotrastaurin zeigte sich
eine hochsignifikante dosisabhingige Hemmung der Proliferation dieser T-Zell-Subpopulation.
In Lymphozytenfunktionstests an gesunden Probanden und nierentransplantierten Patienten nach
Einnahme des Wirkstoffes bestétigten sich die Ergebnisse. [66] Im Vergleich zur Einzelbe-
handlung mit Sotrastaurin fiihrte die zuséitzliche Einnahme von Cyclosporin A bzw. Tacroli-
mus zu einem signifikanten synergistischen Effekt im Hinblick auf die Inhibition der T-Zell-
Proliferation. [67] [68] Sotrastaurin inhibiert somit nicht nur einzelne Aktivierungsmarker oder
die Produktion von Zytokinen sondern auch den Endpunkt der Aktivierungskaskade - die Pro-
liferation. Entscheidend fiir den Rejektionsprozess ist das Zusammenspiel der verschiedenen
Zellen des Immunsystems. Inwiefern Sotrastaurin die anderen Zellen beeinflusst, sollte in wei-

terfiihrenden Untersuchungen der Arbeitsgruppe analysiert werden.

6.2 Sotrastaurin und die Effekte auf andere Zellen des
Immunsystems

6.2.1 Dendritische Zellen

Von entscheidender Bedeutung fiir die Einleitung einer Immunantwort nach Transplantation
ist die Prisentation des Antigens durch die APZ. Wichtigste Vertreter dieser Gruppe sind die
dendritischen Zellen.

Nach Aktivierung einer unreifen dendritischen Zelle durch Antigen wandert diese in die peri-
pheren Lymphorgane, um dort den T-Zellen das prozessierte Antigen zu prisentieren. Aktivierte
Dendriten dndern ihre Morphologie und beginnen mit der Expression zahlreicher MHC-Klasse-
II-Molekiile und einer Vielzahl kostimulatorischer Marker. Die Veridnderungen der Oberfldchen-
struktur dienen dazu, die Aktivierung der T-Zellen zu stimulieren. [52] In diesen Prozess greifen
Immunsuppressiva wie z.B. Cyclosporin [76] , Glukokortikoide [87] , Sirolimus [41] und MPA
[36] ein. Die Anwendung der genannten Substanzen im Transplantationsmodell fiithrte zu einer
Hemmung der Dendritenreifung. [92] [148] [74] Charakteristisch fiir die reife dendritische Zel-
le sind die kostimulatorischen Marker CD80 und CD86, die Liganden des CD28-Rezeptors der
T-Zelle sowie CD40. [52] B7-DC gehort ebenfalls zur Gruppe der kostimulatorischen Molekii-
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le. Er dient als Ligand fiir den T-Zellrezeptor PD-1. Fiir diesen Rezeptor wurden in der Literatur
sowohl stimulierende als auch regulative Funktionen beschrieben. Die Arbeiten, die sich mit der
Bedeutung von B7-DC fiir die Immunantwort beschiftigen, bestitigen auch fiir den Liganden
diese gegensitzlichen Eigenschaften. [153] [75] Das Molekiill CD83 wird ebenfalls auf reifen
Dendriten exprimiert. Der Ligand dieses Markers ist noch nicht bekannt. Die Ergebnisse ver-
schiedener Arbeitsgruppen zur Bedeutung von CD83 im Hinblick auf die T-Zell-Aktivierung
sind widerspriichlich. [111] [110]

Eine dendritische Zelle, die durch Antigen aktiviert wird, exprimiert verstairkt MHC-Molekiile.
Diese dienen der Prisentation des pathogenen Antigens. Bestandteil des MHC-Komplexes ist
das HLA-DR-Molekiil. Es dient als Marker fiir die gesteigerte Expression. [176] [3] Ziel der
Arbeitsgruppe war es, die Effekte von Sotrastaurin auf die Reifung dendritscher Zellen nach
Antigenstimulation zu untersuchen. Nach Gewinnung von Monozyten aus dem Blut der Spen-
der, wurden diese mit einer Vielzahl von Reifungsfaktoren behandelt. Nach Behandlung der so
gewonnenen dendritischen Zellen mit Sotrastaurin wurden die oben genannten Marker durch-
flusszytometrisch evaluiert. Bis auf minimale Effekte auf die Expression von B7-DC blieb
die Expression der phinotypischen Oberflichenmerkmale unverédndert. Dies zeigt, dass dieser
wichtige erste Schritt der Immunantwort, die Ausbildung T-Zell-stimulierender Oberflichen-
molekiile nach Antigenkontakt, durch Sotrastaurin nicht inhibiert wird. In wie weit Sotrastaurin
die Féahigkeit von Dendriten hemmt, T-Zellen zur Proliferation anzuregen, war Gegenstand ei-
ner weiteren Versuchsreihe. Es zeigte sich, dass die Proliferation der so stimulierten T-Zellen
nicht beeinflusst wurde. [90] Diese Ergebnisse legen nahe, dass Sotrastaurin keinen Einfluss auf

die durch Dendriten vermittelte T-Zell-Aktivierung nach Antigenstimulation hat.

6.2.2 Natirliche Killerzellen

NK-Zellen sind wichtige Vertreter der angeborenen Immunantwort. Fiir die T-Zell-Antwort ist
eine Vielzahl von Aktivierungsschritten notwendig. Bei NK-Zellen hingegen fiihrt allein das
Ausbleiben inhibitorischer Signale zur Aktivierung und unmittelbaren Lyse der Zielzelle. Uber
KIR-Rezeptoren (killer immunglobulin-like receptors) erkennen NK-Zellen Zellen, die keine,
wenige oder als fremd erkannte MHC-I-Molekiile exprimieren. Bleibt dieses inhibitorische Si-
gnal aus, so werden diese unmittelbar lysiert. Literatur, die sich mit der Rolle der NK-Zellen
auseinandersetzt, ist rar. Es ist belegt, dass NK-Zellen bereits kurze Zeit nach Transplantati-
on im Transplantat aktiviert werden. [156] In einer aktuellen Arbeit an Nierenbiopsien von
Transplantatempfidngern mit Spender-spezifischen Antikdrpern wurde eine Beteiligung der NK-
Zellen an der humoralen Rejektion postuliert. [48] Doch welche Rolle NK-Zellen bei akuten
und chronischen Rejektionsprozessen spielen, ist noch nicht ausreichend geklért. [6]

Ziel war es, den Einfluss von Sotrastaurin im Hinblick auf diese Zellpopulation zu untersuchen.
Die lytische Aktivitdt von NK-Zellen wurde nach Stimulation und Behandlung mit Sotrastaurin

mit Zellen einer Zelllinie bestimmt, die keine MHC-Klasse-I-Molekiile exprimieren. Es zeigte
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sich, dass die lytische Aktivitit der NK-Zellen durch Sotrastaurin signifikant gehemmt wurde.
[90] Von welcher Relevanz dieses Ergebnis im Hinblick auf das Rejektionsgeschehen ist, kann

erst in weiterfithrenden Untersuchungen geklirt werden.

6.3 Weiterfuhrende Untersuchungen B-Zellen

Ein wichtiges, bisher nur unzureichend erforschtes Gebiet der Transplantationsmedizin ist die
Pathophysiologie der humoralen Rejektion. Die humorale AbstoBung wird im wesentlichen von
B-Zellen vermittelt. Notwendig ist die Interaktion der naiven B-Zellen mit aktivierten T-Zellen,
um eine suffiziente humorale Reaktion der B-Zellen mit effektiver Antikdrper-Produktion und
Ausbildung von memory-B-Zellen zu generieren. Dies induziert die Aktivierung von Komple-
ment und die Zell-vermittelte Zytotoxizitit. Eine Schidigung des allogenen Transplantats ist
die Folge dieser grundlegenden Mechanismen. [141]

Der Nachweis von Antikorpern, die sich gegen das Transplantat richten, geht hiufig bereits der
klinisch und paraklinisch evidenten Transplantatverschlechterung bis hin zum Transplantatver-
sagen voraus, so dass dem Nachweis von donorspezifischen Antikorpern eine prediktive Be-
deutung hinsichtlich des Transplantatiiberlebens zukommt. [151] [150] Auch wenn die Mecha-
nismen der humoralen Rejektion nach wie vor nur unvollstiandig verstanden sind, besteht in der
Klinik ein dringender Bedarf fiir suffiziente Therapieoptionen, um eine Verschlechterung der
Transplantatfunktion der betroffenen Patienten zu verhindern. Plasmapherese, intravendse Im-
munglobuline, Immunadsorbtion und Rituximab werden bereits in der Behandlung eingesetzt.
[4] [115] Neuartige Substanzen wie der Proteasomen-Inhibitor Bortezomib, der sich gegen reife
Plasmazellen richtet, [166] und Eculizumab, [140] welches die Aktivierung von Komplement
inhibiert, sind in der Erprobung. Doch eine etablierte Therapie zur Behandlung der humoralen
Rejektion steht weiterhin nicht zur Verfiigung.

Daher kommt der Prophylaxe eine besondere Bedeutung zu. Die im Vorfeld der Transplan-
tation durchgefiihrten Untersuchungen auf HLA-Antikorper [82] und die Durchfiihrung eines
Crossmatches [23] helfen, das Risiko zu minimieren, aber doch nicht génzlich zu verhindern.
Idealerweise sollten Immunsuppressiva die T- und B-Zell-Antwort inhibieren. MPA und Siro-
limus sind in der Lage, die B-Zell-Antwort direkt, d.h. die B-Zell-Proliferation und die Im-
munglobulinproduktion, stark zu inhibieren, wohingegen die Calcineurininhibitoren ihre im-
munsuppressive Wirkung tiberwiegend iiber die Hemmung der T-Zell-Antwort entfalten. [46]
[47]

Ziel der Arbeitsgruppe war es, die Effekte von Sotrastaurin im Hinblick auf die Mediatoren
der humoralen Rejektion - die B-Zellen - zu beleuchten. Exemplarisch wurden die Auswirkun-
gen des neuen Wirkstoffs auf Expression von Aktivierungsmarkern, Immunglobulinprodukti-
on, T-zellvermittelte Aktivierung von B-Zellen, Proliferation und auch das Apoptoseverhalten
evaluiert. [88] B-Zellen verfiigen mit den Oberflaichenmolekiilen CD80 und CD86 iiber Li-
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ganden der bedeutsamen kostimulatorischen Molekiile CD28 und CTLA-4. CD86 wird dabei
bereits von B-Zellen im Ruhezustand exprimiert, eine Aktivierung fiihrt zu einer zusitzlichen
Steigerung der Expressionsrate. Hingegen fiihrt erst die Aktivierung einer B-Zelle zur Expres-
sion von CD80. [77] [124] Die Behandlung der B-Zellen fiihrte zu keiner Beeinflussung der
CD80-Expression. CD86 hingegen wurde sogar verstéarkt exprimiert. [88] Nur in hohen Dosie-
rungen konnte Sotrastaurin die Bildung von IgG, nicht aber die von IgM inhibieren. [88] Die
T-Zell-induzierte IgG- und IgM-Produktion wurde durch Sotrastaurin reduziert. [88] Hingegen
wurde die Proliferation und auch die Apoptoseneigung der B-Zellen durch Sotrastaurin nicht
beeinflusst. In Zusammenschau der Ergebnisse blieb die B-Zell-Antwort weitgehend unbeein-
flusst von der Behandlung mit dem PKC-Inhibitor. Dies iiberraschte insofern, da B-Zellen nach
Antigen-Stimulation die Expression von PKC-Isoformen steigern. Diese Isoformen sind von
Bedeutung fiir die B-Zell-Entwicklung und werden auch durch Sotrastaurin inhibiert (z.B. PKC
alpha, beta, delta, epsilon). [145] [126] [78] [39] [27]

Die bisher nur unvollstindig verstandenen Vorginge der B-Zell-Aktivierung lieBen sich in vitro
durch die Anwendung von Sotrastaurin nur in geringem Male beeinflussen. Detaillierte Unter-

suchungen auf mechanistischer Ebene sind notwenig, dies zu verifizieren.

6.4 Klinischer Ausblick - die Anwendung von
Sotrastaurin

6.4.1 Transplantation

Der Einsatz von Sotrastaurin auf dem Gebiet der Nierentransplantation wurde in einer Viel-
zahl von Studien untersucht. Nach den vielversprechenden Ergebnissen der Voruntersuchungen
in vitro und im Transplantationsmodell, die auf eine nebenwirkungsarme Alternative zu den
Calcineurininhibitoren hoffen lieen, wurden zwei Studien an de novo nierentransplantierten
Patienten initiiert. [27] [164] [165] [10] [7] [30]

In einer ersten dreiarmigen, randomisierten, multizentrischen Phase I/II-Studie iiber 12 Mona-
te wurde die Wirkung von 200mg Sotrastaurin in Kombination mit einer normalen oder einer
reduzierten Dosis Tacrolimus und Steroiden mit dem Standardregime Tacrolimus, MPA sowie
Steroiden verglichen. Die Studie wurde vorzeitig beendet, da der Ersatz von Tacrolimus durch
MPA im Sotrastaurin-Arm drei Monate nach erfolgter Transplantation zu einer erhohten Rejek-
tionsrate fiihrte. [13]

In einer zweiten Studie wurde die Effektivitdt von 300mg Sotrastaurin, MPA und Steroiden mit
dem Standardregime Tacrolimus, MPA und Steroiden evaluiert. Signifikant erhohte Rejektions-
raten im CNI-freien Arm fiihrten ebenfalls zum Abbruch der Studie. [30]

Da sich Sotrastaurin im direkten Vergleich mit dem bewihrten Wirkstoff Tacrolimus in der Pro-

phylaxe von Rejektionen unterlegen zeigte, wurde in einer 2011 beendeten Studie iiberpriift, ob
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Sotrastaurin in Kombination mit Everolimus wirksamer Rejektionen verhindert als Cyclospo-
rin A und Everolimus. Auch hier traten hohere Rejektionsraten im Calcineurininhibitor-freien
Sotrastaurin-Arm auf. [149] Somit zeigte sich Sotrastaurin im direkten Vergleich mit den Cal-
cineurininhibitoren in der Prophylaxe von Rejektionen unterlegen.

Nachfolgend wurde daher der mdgliche Einsatz von Sotrastaurin als weniger myelotoxische Al-
ternative fiir MPA tiberpriift. In einer Dosisfindungsstudie wurde der Einsatz von verschiedenen
Dosierungen Sotrastaurin mit der Standarddosierung MPA in Kombination mit Tacrolimus und
Steroid verglichen. In den Dosierungen 200mg und 300mg konnte Sotrastaurin vergleichbar
gut Rejektionen verhindern. Zwar traten weniger Leukopenien im Sotrastaurin-Arm auf, doch
um den Preis hdufigerer Andmien insbesondere bei der hohen Dosierung des Proteinkinase-C-
Inhibitors. [125]

Nach den ersten Erfahrungen auf dem Gebiet der Nierentransplantation wurde im Anschluss
an eine erste pharmakokinetische Studie mit Sotrastaurin an de novo lebertransplantierten Pa-
tienten eine zweite Dosisfindungsstudie initiiert. [65] Es wurde die Kombination aus zwei ver-
schiedenen Dosierungen Sotrastaurin sowie Tacrolimus und Steroid mit der Standardtherapie
bestehend aus Tacrolimus, MPA und Steroid bei de novo lebertransplantierten Patienten vergli-
chen [19] . Die Ergebnisse dieser 2012 beendeten Studie stehen noch aus.

In Zusammenschau der Studienergebnisse konnte Sotrastaurin die hochgesteckten Erwartungen
insbesondere als mogliche Alternative zu den Calcineurininhibitoren nicht erfiillen. Daher wur-
den im Mirz 2012 alle Studien mit Sotrastaurin auf dem Gebiet der Transplantationsmedizin

eingestellt.

6.4.2 Autoimmunerkrankungen

In einer ersten proof-of-concept-Studie konnte die gute Wirksamkeit von Sotrastaurin im Hin-
blick auf die T-Zell-vermittelte Psoriasis nachgewiesen werden. [133] Die Ergebnissse einer
bereits durchgefiihrten Dosisfindungsstudie an psoriasiserkrankten Patienten stehen noch aus.
[19]

Bei zwei weiteren Autoimmunerkrankungen, Colitis ulcerosa und Uveitis, wurden Studien zur
klinischen Wirksamkeit durchgefiihrt. Die Colitis-ulcerosa-Studie musste aufgrund ausbleiben-
dem Wirksamkeitsnachweis vorzeitig beendet werden. Zu beiden Studien wurden noch keine

Ergebnisse veroffentlicht. [19]

6.4.3 Onkologie

In Voruntersuchungen erwies sich die Inhibition des NF-xB-Signalweges als vielversprechend
fiir die Therapie des grofizelligen B-Zell-Lymphoms mit CD79-Mutation. [98] Da der Protein-
kinase-C-Inhibitor Sotrastaurin diesen Transduktionsweg hemmt, werden in einer aktuell lau-

fenden Studie betroffene Patienten rekrutiert, um diesen Therapieansatz zu evaluieren. [19] Fiir
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Zellen des Aderhautmelanoms mit GNAQ-Mutation zeigte sich, dass die Isoformen der Pro-
teinkinase C von funktioneller Bedeutung sind und somit ein mogliches therapeutisches Ziel
darstellen. [174] Im Rahmen einer klinischen Studie wird die Wirksamkeit von Sotrastaurin an

Patienten mit metastasiertem Aderhautmelanom aktuell evaluiert. [19]
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