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1. Einleitung

1.1 Psoriasis - Atiologie und Pathogenese

Die Psoriasis (Schuppenflechte) ist eine durch exogene und endogene Noxen trigger-
bare, chronisch rezidivierend verlaufende, entzindliche Systemerkrankung. Sie betrifft
vor allem die Haut, aber auch Nagel und Gelenke. In den kaukasischen Populationen
tritt sie unabhangig vom Geschlecht mit einer Pravalenz von ca. 2% auf. Allein in Euro-
pa sind mindestens flinf Millionen Menschen davon betroffen (Christophers E et al.,
2002). Klinisch unterscheidet man verschiedene Formen der Psoriasis. Die Psoriasis
vulgaris ist mit 90% die am haufigsten auftretende Variante der Schuppenflechte. Ty-
pisch fir diese Form sind erythematdse Plaques mit groblamellarer silbrig-weilRer
Schuppung an den Extremitatenstreckseiten (Abb.1.1.1), sakral und auf dem behaarten
Kopf. Exanthematisch ausgebreitete 1-2 cm grof3e Plaques, haufig nach einem Infekt
auftretend, werden als Psoriasis guttata bezeichnet. Daneben gibt es die Psoriasis in-
versa bei atypischer Verteilung mit z.B. Befall der Intertrigines, der Handteller und Ful3-
sohlen. Ist das gesamte Integument betroffen, spricht man von einer Psoriasis erythro-
dermatica. Die pustuldse Psoriasis wird unterteilt in eine palmoplantare, generalisierte und
anulare Form. Sie ist charakterisiert durch Erytheme mit konfluierenden Pusteln. Die Na-
gelpsoriasis duRert sich durch Griibchen, Olflecken oder Kriimelnagel. Eine Gelenkbe-
teiligung (Psoriasis arthropathica) tritt bei ca. 10% der Betroffenen auf. Beim peripheren
Typ sind vor allem die kleinen Finger- und Zehengelenke befallen. Die schwerste Form
ist durch eine destruierende Arthritis der Gelenke gekennzeichnet und wird deshalb als
mutilierende Form bezeichnet. Bei HLA-B27-positiven Psoriasis-Patienten kann man
auch eine Spondylarthritis finden (Sterry W et al., 2004, Friedrich M et al., 2003). So-
wohl die Atiologie als auch die Pathogenese der Psoriasis sind noch nicht vollstandig
geklart. Im Vordergrund stehen vier pathologische Veranderungen der Haut: epidermale
Hyperproliferation, gestorte epidermale Verhornung, Gefallveranderungen (verlangerte,
geschlangelte Kapillaren) und eine Entzindungsreaktion in der Epidermis und oberen
Dermis. Histologisch findet sich eine akanthotisch verdickte Epidermis mit verlangerten
Reteleisten. Das verbreiterte mehrschichtige Basalzelllager ist Ausdruck einer erhohten
mitotischen Aktivitat. Daneben zeigt sich eine Hyper- und Parakeratose mit Verlust des

Stratum granulosum.
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Abb. 1.1.1 Typische psoriatische Plaques mit silbrig glanzender Schuppung am Ellbogen (Philipp S).

Haufig findet sich ein ausgedehntes Odem der dermalen Papillen. Je nach Aktivitatsgrad
der Psoriasis kann man Munro-Mikroabszesse entdecken (neutrophile Granulozyten, die

bis in die Hornschicht eingewandert sind und dort kleine Leukozytenherde bilden).

Abb. 1.1.2 Typisches histologisches Bild einer Psoriasisplaque (Réwert H).

Des Weiteren bestimmt ein perivaskulares Infiltrat in der oberen Dermis, bestehend aus

Lymphozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen, neutrophilen Granulozyten (in frihen
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Lasionen) und Mastzellen, das histologische Bild der Psoriasis (Chistophers E et al.,
2002, Gollnick H et al., 2001, Kapitel 3)(Abb. 1.1.2).

1.1.1 Psoriasis als T-Zell-vermittelte (Auto-)iImmunerkrankung

Die Untersuchungen der letzten Jahre fuhrten zur Formulierung der Hypothese, dass
die Psoriasis eine T-Zell-vermittelte (Auto-)Immunerkrankung ist, in der Zytokine eine
wesentliche Rolle spielen (Valdimarsson H et al., 1986, Baker BS et al., 1992, Asadul-
lah K et al., 2002). 1990 konnte in Fallberichten gezeigt werden, dass eine Heilung der
Psoriasis durch Knochenmarkstransplantation von gesunden Personen maoglich ist,
bzw. die Ubertragung der Erkrankung durch Knochenmarkstransplantation von Psoria-
sis-Patienten erfolgen kann (Gardembas-Pain M et al., 1990, Fedy DJ et al., 1990). Indi-
rekte Hinweise sprachen fir eine wichtige Funktion aktivierter T-Zellen. Man entdeckte
die Wirksamkeit von Ciclosporin in der Behandlung der Psoriasis. Ciclosporin wirkt un-
ter anderem hemmend auf die T-Zell-Aktivierung durch die Blockade der Interleukin-
2(IL-2)-Synthese (Bos JD et al., 1989). Des Weiteren waren auch monoklonale Antikor-
per gegen Oberflachenmolekile von T-Zellen wie z.B. CD(cluster of differentiation)3
und CD4 wirksam (Weinshenker BG et al., 1989, Gottlieb AB et al., 2000). 1995 konnte
die Arbeitsgruppe um Gottlieb nachweisen, dass ein lymphozytenselektives auf IL-2 ba-
sierendes Toxin (DAB389IL2) die Psoriasis verbessern kann (Gottlieb SL et al., 1995,
Martin A et al., 2001). Ahnliches konnten auch Krueger JG et al., 2000, mit einem Anti-
korper gegen den IL-2-Rezeptor (CD25) zeigen (Krueger JG et al., 2000). Weitere Un-
tersuchungen belegten, dass im Serum von Psoriasis-Patienten I6sliche Molekulle wie
z.B. der |6sliche IL-2-Rezeptor (sCD25) erhoht waren (De Rie MA et al., 1991). Weitere
Hinweise flur die Wichtigkeit von Immunzellen in der Pathogenese der Psoriasis konnten
1996 von Tamara Wrone-Smith und Brian J. Nickoloff durch Experimente an SCID-
Mausen (SCID=severe combined immune deficiency) erbracht werden. Sie transplan-
tierten humane Haut auf die immundefizienten Mause und injizierten ihnen autologe
Immunzellen. Sie zeigten, dass aus dem Blut gewonnene Lymphozyten die Fahigkeit
besitzen, eine psoriatische Lasion auszulosen. Nicht betroffene Haut von Psoriasis-
Patienten zeigte nach Injektion der Lymphozyten das Vollbild einer psoriatischen Lasi-
on. Normale Haut von Gesunden wurde dadurch nicht beeinflusst (Wrone-Smith T et
al., 1996). Desweiteren stellten sie fest, dass nur die Injektion von CD4+T-Zellen Psori-
asis in zuvor nicht betroffener Haut von Psoriasis-Patienten ausldsen kann, nicht jedoch
CD8+T-Zellen (Nickoloff BJ et al., 1999). Allerdings zeigte sich bei der Untersuchung
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der transplantierten Haut nach Injektion der CD4+Zellen, dass die intradermale T-Zell-
Population, die Aktivierungsmarker wie CD25 (a-Kette des IL2-Rezeptors) und CD69
exprimierte, auch CD8+Zellen umfasste. Sie schlossen daraus, dass die injizierten
CD4+Zellen ein passendes Mikromilieu schufen, dass schlafende, schon in der trans-
plantierten Haut vorhandene CD8+Zellen aktivierte (Nickoloff BJ 1999). Boyman O et al.
entwickelten 2004 ein anderes Mausmodell. Sie benutzten Mause, die wie die SCID-
Mause keine B- und T-Zellen besal3en, aber zusatzlich negativ fur IFN(Interferon)-y-I-
und -lI-Rezeptoren waren (AGR129-Mause) und nicht Uber funktionsfahige NK-Zellen
verfugten. In diesem Modell entwickelte sich aus nicht betroffener Haut von Psoriasis-
Patienten im Laufe von 4-8 Wochen spontan eine psoriatische Lasion. Bei Blockierung
der T-Zellen durch einen CD3-Antikorper entwickelten sich keine psoriasisahnlichen
Hautveranderungen. Dies zeigte die wichtige Rolle von lokal aktivierten und proliferie-
renden residenten T-Zellen, wobei CD4+T-Zellen vorzugsweise in der Dermis, CD8+T-
Zellen in der Epidermis zu finden waren (Boyman O et al., 2004). Andere Untersuchun-
gen unterstutzten die Wichtigkeit klonaler Expansion von T-Zellen. Chang JC et al.
konnten zeigen, dass bei Patienten mit Psoriasis derselbe Klon Uber einen Zeitraum
von 15 Monaten erhalten blieb. Vollmer S et al. konnten nachweisen, dass dominante
T-Zell-Rezeptorarrangements in rezidivierenden psoriatischen Lasionen erhalten blei-
ben, jedoch nicht in der nicht betroffenen Haut nachweisbar sind. Das sprach ebenfalls
fur die wichtige pathogenetische Rolle von spezifisch rekrutierten und lokal expandie-
renden T-Zell-Klonen (Chang JC et al., 1997, Vollmer S et al., 2001). Valdimarsson H et
al. zeigten, dass die T-Zellen intralasional durch ein Superantigen aktiviert werden kon-
nen und infolge dessen proliferieren. Diese Zellen kdnnen anschlieBend mit einem Au-
toantigen aus Keratinozyten kreuzreagieren und so autostimuliert werden. Es wird ver-
mutet, dass es sich bei dem Superantigen um Exotoxine von Streptokokken handelt,
und das Autoantigen aus Keratinozyten Ahnlichkeit mit dem M-Streptokokken-Protein
besitzt (Valdimarsson H et al., 1995 und 1997). An dieser Stelle sollte man erwahnen,
dass neben T-Zellen in psoratischen Lasionen auch sog. NK-T-Zellen zu finden sind.
Sie sind eine Subpopulation der T-Zellen, die Oberflachenmolekile tragen, die fur na-
turliche Killerzellen (NK-Zellen) typisch sind, wie CD94, CD158a, CD158b und CD161.
Viele Untersuchungen belegen, dass bei der Psoriasis eine Immunantwort mit einem
Th1(T-Helferzelltyp 1)-Zytokinmuster vorherrscht (Schlaak JF et al., 1994, Uyemura K
et al., 1993, Ettehadi P et al., 1994). Sowohl die CD4+- als auch die CD8+Zellen in der
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Haut von Psoriasis-Patienten sind in der Lage TNF(Tumornekrosefaktor)-a, IFN-y und
IL-2 zu produzieren, aber weniger als 11% konnen IL-4 oder IL-10 exprimieren. Diese
Verschiebung zeigt sich auch im Blut (Austin LM et al., 1999). Die Dysbalance zwischen
der sowohl kutanen als auch systemischen Uberexpression von proinflammatorischen
Zytokinen auf der einen Seite und der supprimierten Expression der antiinflammatori-
schen Zytokine auf der anderen Seite kann zur Auslésung und zum Erhalt psoriatischer
Hautlasionen beitragen. Zytokine konnen u.a. die gesteigerte Zellteilungsrate der Kera-
tinozyten und die Zusammensetzung des zellularen Infiltrats innerhalb einer Psoria-

sisplaque steuern (Asadullah K et al., 1999).

1.1.1.1 T-Zell-Aktivierung

Fir eine funktionelle T-Zell-Aktivierung sind zwei Schritte notwendig. Der erste Schritt
ist das aktivierende Signal Uber den T-Zell-Rezeptor. Die Prasentation von Antigen
durch antigenprasentierende Zellen (APZ) uber MHC-Klasse-I-(fir CD8+T-Zellen) bzw.
-lI-Molekule (fur CD4+T-Zellen) fuhrt zur Antigenerkennung durch den T-Zell-Rezeptor
(Tab.1.1.1.1.1). Dies setzt eine Transkriptionskaskade in Gang, die u.a. zur Expression
von CD40-Liganden (CD40L) fuhrt. APZ tragen CD40 an ihrer Oberflache. Bei Inter-
aktion von CD40L der T-Zellen mit CD40 auf den APZ kommt es zur Hochregulation
von kostimulierenden Molekulen wie z.B. CD80/CD86 auf APZ (Shu U et al., 1995, Lan-
zavecchia A et al., 1998). Das sekundare kostimulierende Signal vervollstandigt den
T-Zell-Aktivierungsprozess. Die kostimulierenden Rezeptor-Liganden-Paare (z.B.
CD40-CD40L, CD80-CD28, CD58-CD2, s. Tab. 1.1.1.1.1) sind wichtig fur die Initiierung
und Aufrechterhaltung der T-Zell-Proliferation und Zytokinproduktion ebenso wie fur
Zelladhasionsprozesse. Ohne zweites Signal kdnnen T-Zellen nicht funktionell aktiviert
werden (Wingren AG et al., 1995, Mueller DL et al., 1989). Die T-Zell-Aktivierung, aus-
gelost durch jeden Typ von Antigen, kann durch die Blockierung der Kostimulation ge-
hemmt werden (Tab. 1.1.1.1.1). Da bei der Psoriasis das auslésende Antigen bisher
nicht bekannt ist, kommt bei Uberlegungen zu neuen therapeutischen Ansatzen der
Kostimulation gro3e Bedeutung zu, das macht sie zu einem attraktiven Ziel in der Ent-

wicklung von Psoriasistherapeutika (Gordon KB et al., 2003).
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Signal APZ T-Zelle
Signal 1 MHC-Antigen-Komplex T-Zell-Rezeptor (CD3)
CD80/CD86 CD28
ICAM-1 (CD54) LFA-1 (CD11a/CD18)
Signal 2 "Kostimulation”
LFA-3 (CD58) CD2
CD40 CDA40Ligand (CD154)

Tab. 1.1.1.1.1 Beispiele fur Signale, die fur die T-Zell-Aktivierung notwendig sind. Modifiziert nach Philipp
S et al., 2006 (ICAM: Intercellular adhesion molecule; LFA: Lymphocyte function associated antigen).

1.1.1.2 Migration

T-Zellen gelangen durch Migration aus dem Blut in die Haut. Man kann diesen Vorgang
in drei Schritte unterteilen (Abb. 1.1.1.2.1).

Leukozyt Follen Aktivierung + Transmigration
Adhasion

o~

Abb. 1.1.1.2.1 Darstellung der verschiedenen Schritte der Migration (Rollen, Chemokinaktivierung,
Bindung (Adhasion) und Transmigration).

Die Leukozyten flieRen im Blutstrom, dabei kommt es zu Kontakten mit der GefalRwand.
Durch die Interaktionen zwischen den Selektinen der Endothelzellen und Selektin-
Liganden der Immunzellen werden vorubergehende adhasive Kontakte vermittelt, die zu
einem langsamen Rollen entlang der Gefallwand fuhren. Auf der Endothelzelloberfla-
che angelagerte Chemokine aktivieren die Leukozyten. Dies ermdglicht die feste Anhef-
tung der Leukozyten an das Endothel durch Adhasion von [2-Integrinen, wie
LFA(lymphocyte function associated antigen)-1 oder MAC(mucosal adhesion molecule)-
1 der Leukozyten, an Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie wie z.B.

ICAM(intercelllar adhesion molecule)-1 oder R1-Integrinen wie VCAM(vascular adhesi-
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on molecule)-1 der Endothelien. Das Expressionsmuster von Chemokinen und Rezep-
toren bestimmt dabei, welche Zellen in einen Entzindungsherd rekrutiert werden. Inte-
ressanterweise induzieren proinflammatorische Zytokine wie IFN-y, TNF-o und IL-1 z.B.
die Expression von ICAM-1 und VCAM-1 und steigern somit die Adhasion. Im letzten
Schritt kommt es dann zur Extravasation der Zellen in das Gewebe. Das Ziel der Migra-
tion der meisten Zellen bei der Psoriasis ist die Dermis, nur wenige Leukozyten besitzen
die Fahigkeit bis in die Epidermis zu gelangen. Um in die Dermis zu migrieren, benut-
zen die Zellen meist R1-Integrine, die an verschiedene extrazellulare Matrixkomponen-
ten binden (z.B. Kollagen-Typ 1, Fibronektin, Laminin), aber auch CD44, das an Hyalu-
ronsaurerezeptoren, oder LFA-1, das an interstitielles ICAM-1 bindet. Um in die Epi-
dermis zu gelangen, sind sehr komplexe Vorgange notwendig, die bisher nur teilweise
bekannt sind. Man vermutet, dass a1B1-Integrine dabei eine Rolle spielen, da ihre Ex-
pression mit dem Epidermotropismus bestimmter T-Zell-Lymphome einhergeht. Aul3er-
dem entdeckte man ein Glykoprotein, das konstitutiv in der suprabasalen Epidermis
exprimiert wird, das LEEP-CAM(Lymphozyten-endotheliales-epitheliales-Zelladhasions-
molekul). Allerdings wurde der Ligand auf den Leukozyten noch nicht identifiziert. Ein
weiteres wichtiges Molekul fur die Migration in die Epidermis scheint aE-Integrin zu
sein, das von basalen und suprabasalen CD8+T-Zellen in psoriatischen L&sionen
exprimiert wird, aber nicht von dermalen CD8+T-Zellen. Die Chemokin-
Rezeptorenpaare CCR4/CCL17 und CCR10/CCL27, die fur die integrinmediierte Adha-
sion von Bedeutung sind, beeinflussen ebenfalls die Extravasation. Fir die Migration in
die Epidermis scheinen CXCL9 und CXCL10 von entscheidender Bedeutung zu sein
(Rottman JB et al., 2001). Etwa ein Drittel der CLA(kutanes lymphozytenassoziiertes
Antigen)+Zellen, die als Zielorgan die Haut haben, exprimieren CCR10, wahrend
CCL27 von basalen Keratinozyten exprimiert wird (Schon MP et al., 2003). Auch wenn
die komplexen Vorgange, die zur Migration von Immunzellen in die Haut fuhren, noch
nicht komplett erforscht sind, konnte eine Unterbrechung bzw. Verhinderung der Ein-
wanderung von Immunzellen in die Haut einen eleganten therapeutischen Ansatz dar-

stellen.

1.1.1.3 Selektine

Selektine spielen bei dem ersten Schritt der Migration eine entscheidende Rolle. Sie
sind eine Familie kalziumabhangiger transmembranarer Zelladhasionsmolekile. Selek-

tine sind Glykoproteine, die durch eine aminoterminale lectinahnliche Doméane (C-type-
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Lektin) charakterisiert sind, die an Kohlehydratliganden auf der Oberflache anderer Zel-
len bindet. Sie besitzen eine epidermale Wachstumsfaktoren-Domane (EGF Domain)
und eine variable Anzahl sich wiederholender Proteinstrukturen, so genannte ,consen-
sus repeats” (CCP), die eine Homologie zu komplementbindenden Proteinen aufweisen

und spezifisch fir die einzelnen Selektine sind (Abb. 1.1.1.3.1).

-~ NH, o C-Type Lectin
p NH, ‘ EGF Domain
i ‘ - & ccp

— N-glycosylation Site

E-Selectin

(66655 Da) P-Selectin

(70844 Da) ,_

L-Selectin
(42187 Da)

Abb. 1.1.1.3.1 Struktur der Selektine (Aydt E and Wolff G et al., 2002)

Die Selektine wurden nach dem Ort benannt, an dem sie zuerst entdeckt wurden: P-
Selektin auf (Blut-) Plattchen, E-Selektin auf Endothezellen und L-Selektin auf Leukozy-
ten (Ley K. 2003). P-Selektin (CD62P) befindet sich in den so genannten Weibel-
Palade-Koérperchen in Endothelzellen und in Sekretgranula von Thrombozyten und kann
nach Zytokin-Stimulation innerhalb von Minuten an der Oberflache exprimiert werden.
E-Selektin (CD62E) wird auf der Transkriptionsebene reguliert und innerhalb von Stun-
den von aktivierten Endothelzellen prasentiert. L-Selektin (CD62L) wird konstitutiv von
einigen Leukozytensubpopulationen (z.B. naiven T-Zellen) an der Oberflache prasen-
tiert. P- und E-Selektin spielen bei den ersten initialen Kontakten und dem Rollen auf
der Endotheloberflache in einem entzindeten Gewebe eine herausragende Rolle.
L-Selektin ist u.a. wichtig fur die Ruckkehr (,Homing“) der T-Zellen in die Lymphknoten.
Die durch die Selektine vermittelte Funktionen Gberlappen sich bzw. kénnen kompensa-
torisch von anderen tbernommen werden (Schon MP et al., 2003, Kaila N et al., 2002).

Es gibt Hinweise, dass Selektine nicht nur fir das Rollen verantwortlich sind, sondern
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uber L-Selektin, PSGL-1 und E-Selektin auch weitere Signalfunktionen in Leukozyten

und Endothelzellen auslésen konnen (Ley K, 2003, Vestweber D et al., 1999).

1.1.1.4 Selektin-Liganden

Die naturlichen Selektin-Liganden sind komplexe Makromolekule, die bestimmte anioni-
sche Kohlenhydratstrukturen gemeinsam haben (Varki A. 1999). L-, E-, und P-Selektin
binden alle an Sialyl-LewisX (sLex). Dieses Tetrasaccharid kommt als Endstlck von
Oligosacchariden auf vielen leukozytaren und endothelialen Glykoproteinen und Glyko-
lipiden vor. Jedes der Selektine bindet mit unterschiedlicher Affinitat an spezifisch sialy-
sierten und fucosylierten makromolekularen Liganden (Erhardt C et al., 2004). Der am
besten untersuchte naturliche Selektin-Ligand ist P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1
(PSGL-1). Er wird von allen Leukozyten an der Oberflache prasentiert. Er besteht aus
einem Uber Disulfidbricken verbundenen Homodimer und bindet Uber eine anionische
aminoterminale Peptidsequenz, die ebenfalls das Kohlenhydratepitop sLex enthalt. Die-
ses Epitop bindet mit niedriger Affinitat an P- und E-Selektin. Dartuberhinaus bindet
PSGL-1 hochaffin an P-Selektin Uber zusatzliche Bindung mit Tyrosinsulfat, aber nur
schwach an E-Selektin (Kaila N et al., 2002). PSGL-1 ist fur ca. 90% der P-Selektin-
Bindungen verantwortlich und auf3erdem der wichtigste L-Selektin-Ligand in entzindli-
chen Lasionen, wo er durch schon adharente Leukozyten und Leukozytenfragmente
exprimiert wird (Ley K. 2003). CD24, hauptsachlich auf neutrophilen Granulozyten zu
finden, ist ebenfalls ein P-Selektin-Ligand. Die zwei Hauptliganden fir E-Selektin sind
E-Selektin-Ligand-1 (ESL-1) und PSGL-1. ESL-1 ist wahrscheinlich fur die Bindung von
myeloischen Zellen an E-Selektin wichtig. Interessant ist, dass auch L-Selektin selbst
auf neutrophilen Granulozyten ein Ligand von E-Selektin ist (Vestweber D et al., 1999).
Die wichtigsten L-Selektin-Liganden wurden auf Endothelzellen kleiner Venen periphe-
rer Lymphknoten identifiziert und sind bekannt als periphere Lymphknoten-Adressine
(PNAd). Vier davon wurden bisher naher identifiziert: GlyCAM-1 (Glykolysierungsab-
hangiges Zelladhasionsmolekul 1), CD34, Spg 200 sowie MAdCAM-1 (mucosal vascu-
lar addressin cell adhesion molecule 1) (Erhardt C et al., 2004). Ein weiterer wichtiger
Ligand, speziell bei Erkrankungen der Haut ist CLA, es bindet an alle drei Selektine: E-
Selektin (Alon R et al., 1994, Berg EL et al., 1991), P-Selektin (Labow MA et al., 1994)
und L-Selektin (Jung U et al., 1999, Collins RG et al., 2001). T-Lymphozyten, die auf
dem Weg in die Haut sind, exprimieren das sLex-tragende CLA, hervorgegangen aus

einer speziellen Glykolisierung von PSGL-1 (Kupper TS et al.,, 1997). Man vermutet,
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dass CLA fur die gewebsspezifische Lokalisierung von kutanen T-Zellen eine dominan-
te Rolle spielt (Picker LJ et al., 1990). CLA+Zellen scheinen bevorzugt durch das Endo-
thel des superfiziellen dermalen Plexus zu migrieren (Kunstfeld R et al., 1997). Dies

lasst topographisch spezialisierte mikrovaskulare Endothelzellen in der Haut vermuten.

1.2 Bisherige Therapien

Bis vor ca. 20 Jahren wurde auch die schwere Psoriasis eher topisch oder mit Lichtthe-
rapien behandelt. Die Entdeckung der Behandlungsformen erfolgte dabei uberwiegend
empirisch. Erst durch den revolutionaren Behandlungserfolg mit Ciclosporin in den 80er
Jahren und die neuen Hypothesen uber die T-Zell-bedingte Immunpathogenese der
Schuppenflechte erlangte eine systemische Behandlung zunehmende Bedeutung
(Cather J et al., 2002).

1.2.1 Lokale Therapien und Phototherapie

Bei milder bis maRiger Auspragung der Schuppenflechte steht die lokale Therapie nach
wie vor im Vordergrund. Seit Uber 80 Jahren verwendet man dabei Dithranol (syntheti-
sches Derivat einer indischen bzw. siidamerikanischen Heilpflanze (Chrysarobin)) und
teerhaltige Externa (z.B. Pix lithanthracis, Liquor carbonis detergens) sowie topische
Glukocorticoide. Seit Beginn der 90er Jahre kommen auch lokale Vitamin-D3-Derivate
(Calcipotriol, Calcitriol, Tacalcitol) und Tazaroten, ein topisches Retinoid, zum Einsatz.
Zusatzlich werden haufig noch salicylhaltige Externa zur Keratolyse (Entschuppung)
bendtigt (Gollnick H. et al., 2001, Kapitel 8-12). In Verbindung mit topischen Therapien
werden auch verschiedene Phototherapien eingesetzt. Bei der selektiven ultravioletten
Phototherapie (SUP) wird entweder UVB-Strahlung kombiniert mit UVA in einer Breit-
spektrum-Strahlenquelle (280-320nm) oder Schmalspektrum-UVB (311nm) verwendet.
Sie kann mit oder ohne zusatzliche Solebader durchgefuhrt werden. Bei der Photoche-
motherapie wird ein Photosensibilisator (8-Methoxypsoralen) in Verbindung mit UVA-
Breitspektrumlampen (Emissionspeak um 360-365 nm, Aktionsspektrum um 335 nm)
eingesetzt. Psoralen kann dabei systemisch als Tablette eingenommen werden oder lo-
kal, z.B. in Form eines Bades, appliziert werden. Die Wirkung erfolgt tber eine lokale
Immunsuppression (Gollnick H et al., 2001, Kapitel 18). Dabei ist allerdings zu beach-
ten, dass eine chronische Anwendung von Phototherapien bestimmte Hauttumoren

(Basalzellkarzinome, Plattenepihelkarzinome) induzieren kann (Honigsmann H, 1990).
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1.2.2 Systemische Therapien

Systemische Therapien werden in schweren Fallen der Psoriasis eingesetzt, d.h. bei
Befall grol3er Areale des Korpers oder haufigen Rezidiven, sowie der Psoriasis arthro-
pathica. Zu den traditionellen systemischen Therapien zahlen Ciclosporin (CyA), Me-
thotrexat (MTX), Acitretin und Fumarsaure (Gollnick H et al., 2001, Kapitel 13-16) In der
Tab.1.2.2.1 sind die wichtigsten unerwinschten Wirkungen und die Indikationen dieser

Substanzen zusammengefasst.

Substanz Anwendung Unerwiinschte Wirkungen
Ciclosporin Schwere Psoriasis Nephrotoxizitat, Hypertonie
Methotrexat Schwere Psoriasis, Psoriasis Hepatotoxizitat, hamatopoetische

arthropathica, Pustulése Psoriasis | Suppression, selten Agranulozytose

Acitretin Pustulése Formen, bei Plaque- Trockenheit der Haut und Schleimhaute,
Psoriasis als Monopraparat wenig Alopezie, Teratogenitat, Anstieg von Blut-
wirksam (+UV-Therapie, Externa) fetten

Fumarsaure Schwere Plaque-Psoriasis gastrointestinale Beschwerden, Flush-
Symptomatik, Lymphopenie, Eosinophilie

Tab. 1.2.2.1 Systemische Standardtherapien der Psoriasis (Gollnick H et al., 2001, Kapitel 13-16).

1.3 Bedarf an neuen therapeutischen Strategien

Bei etwa 20% der Psoriasispatienten sind die Manifestationen der Erkrankung so aus-
gepragt, dass sie nicht zufriedenstellend mit topischen Therapeutika behandelt werden
konnen, sondern eine systemische oder Phototherapie bendtigen. Trotz der Fortschritte
in der Psoriasistherapie in den letzten beiden Jahrzehnten zeigen alle Behandlungspro-
tokolle Limitierungen. Teilweise sind die vorhandenen Ansatze ineffektiv und flhren
nicht zu der gewunschten vollstandigen Ruckbildung der Hautveranderungen. Aul3er-
dem besitzen die bisherigen systemischen Therapien ein betrachtliches Risiko fur un-
erwunschte Wirkungen, so dass sie meist nur flr schwere Psoriasisfalle eingesetzt
werden (Philipp S et al., 2006). Weitere Probleme bereiten Kontraindikationen und feh-
lende Langzeitwirkung. Oft sind die Behandlungen fur die Patienten unangenehm, mit
regelmaldigen Besuchen beim Arzt oder einem Krankenhausaufenthalt verbunden. Die
Lebensqualitat ist durch die Psoriasis deutlich eingeschrankt, vergleichbar mit weitaus
starker behindernden und lebensbedrohlichen Erkrankungen wie z.B. Tumorerkrankun-

gen oder chronisch obstruktiven Lungenerkrankungen (Rapp SR et al., 1999). Die Pati-

11



1. Einleitung

enten sind lebenslang durch die psoriatischen Plaques geplagt, die in allen Lebensbe-
reichen zu einer Quelle von Problemen werden kdnnen, sei es privat oder beruflich
(Mork C et al., 2002, De Arruda LHF et al., 2001). Wenn man die hohe Pravalenz der
Schuppenflechte einbezieht, ist die 6konomische Belastung der Gesellschaft enorm
(Marchetti A et al., 1998). Insgesamt ist noch ein groRer Bedarf an neuen innovativen
Therapeutika vorhanden (Friedrich M et al., 2003). Je mehr Wissen sich uns uber die
Entstehung der Psoriasis eroffnet, desto mehr Optionen ergeben sich fur eine gezielte

Therapie.

1.4 Neue Therapieansatze

Im Hinblick auf die Limitierungen der bisherigen systemischen Therapien gibt es einen
grollen Bedarf an spezifischeren zielgerichteten systemischen Therapien. Wie zuvor
dargestellt, gilt die Psoriasis heute als T-Zell-vermittelte (Auto-)Immundermatose. Als
attraktive Ziele fur neue Therapeutika kommen deshalb die Hemmung der T-Zell-
Aktivierung, die Eliminierung bereits aktivierter T-Zellen, sowie die Unterbrechung der
Interaktion zwischen T-Zellen und APZ in Betracht. Letzteres kann auf zwei Wegen er-
reicht werden: durch Unterbindung der Antigenprasentation selbst oder Uber Blockade
der kostimulierenden Signale. Eine Neutralisation oder Antagonisierung von proinflam-
matorischen Zytokinen oder die Substitution von antiinflammatorischen Zytokinen sind
weitere Therapiestrategien. Eine weitere Moglichkeit besteht darin, die aktivierten T-
Zellen daran zu hindern, an ihren Wirkort zu gelangen, d.h. die Migration zu unterbin-
den, z.B. durch Hemmung der Adhasion von Leukozyten an die Gefaliendothelien oder
durch Minimierung der Wirkung von Chemokinen. Die neuen Kenntnisse Uber die Pa-
thogenese der Psoriasis und Entwicklungen in der Biotechnologie machten es moglich,
neue zielgerichtete biologische Wirkstoffe zu entwickeln. Die so genannten Biologics
werden von lebenden Zellen hergestellt und tduschen entweder Handlungen normaler
menschlicher Proteine vor oder treten in Interaktion mit zirkulierenden Proteinen oder
zellularen Rezeptoren, um deren Wirkung zu unterbinden. Diese Molekule sind entwe-
der Antikorper oder Fusionsproteine. Sie konnen auch mit Toxinen gekoppelt werden
(Philipp S et al., 2006). Zurzeit befinden sich mehr als 20 Biologics in unterschiedlichen
Stadien der klinischen Prifung. Diese neuen systemischen Wirkstoffe scheinen er-
staunlich wenig Organtoxizitaten aufzuweisen und nur milde unerwiinschte Wirkungen,
wie z.B. Erkaltungsgefuhl, zu verursachen. Die Infektionsrate zeigt sich nur marginal er-
hoht im Vergleich zu entsprechenden Placebogruppen (Cather J et al., 2002). Allerdings
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sind bei einzelnen Praparaten Falle von reaktivierter Tuberkulose aufgetreten (Gottlieb
AB et al., 2004) sowie andere schwerwiegende Infektionen wie Lungenentzindung oder
Sepsis (Philipp S et al., 2006). Die klinischen Ansprechraten und der Wirkungseintritt
der Praparate sind unterschiedlich. Man weil3 noch nicht, warum bei manchen Patienten
ein spezielles Praparat gut wirkt und bei anderen nicht. Aul3erdem fehlen noch Daten in
der Langzeitanwendung, z.B. Uber die Entstehung von Tumoren (z.B. Lymphome). Aber
es gibt bereits gentugend Erfahrungen mit den Praparaten, um Biologics als gute Optio-
nen fur die Kurzzeittherapie, moglicherweise sogar fur die Langzeittherapie, mit einem
besseren Sicherheitsprofil, einer besseren Vertraglichkeit und Annahme durch die Pati-
enten und einer Verbesserung der Lebensqualitat anzusehen (Sterry W et al., 2004,
Philipp S et al., 2006). Einige Praparate sind inzwischen schon zur Behandlung der

Psoriasis zugelassen (Tab.1.4.1).

Praparat Zulassung seit | Indikation Angriffspunkt

Infliximab Oktober 2005 Psoriasis vulgaris | Chimarer mAK gegen TNF-o.
Oktober 2004 Psoriasis-Arthritis

Etanercept Oktober 2005 Psoriasis vulgaris Fusionsprotein gegen TNF-o gerichtet
Dezember 2004 | Psoriasis-Arthritis

Efalizumab | Oktober 2004 Psoriasis vulgaris Humaner mAK gegen CD11a (LFA1)

Adalimumab | 2005 Psoriasis-Arthritis Humaner mAK gegen TNF-o

Tab. 1.4.1 Zugelassene Biologics zur Behandlung der Psoriasis in Deutschland (modifiziert nach Philipp
S et al., 2006). (mAK: monoklonaler Antikdrper)

Ein Nachteil dieser groBmolekularen Pharmaka besteht in der fehlenden suffizienten
enteralen Resorption, so dass sie meist als Infusionen, subkutane oder intramuskulare
Injektionen verabreicht werden missen. AuRerdem besitzen sie ein besonderes Sensi-
bilisierungspotenzial. Deshalb gibt es weitere Bestrebungen, kleinmolekulare Pharmaka
zur Behandlung der Psoriasis zu entwickeln. Diese ,small molecule drugs” sind wesent-
lich einfacher und kostengunstiger herzustellen als die Biologics. Beispiele sind Che-
mokin-Rezeptor-Antagonisten wie BX 471 (CCR1-Antagonist) (Horuk R et al., 2005)
oder T487 (CXCR3-Anatgonist) (Heise CE et al., 2005; Friedrich M et al., 2004).

13
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1.4.1. Migrationshemmung

Die Hemmung der Migration der Immunzellen kann unter anderem durch die Blockade
der Interaktion von Integrinen wie LFA-1 und VLA-4 mit ihren Liganden erreicht werden.
Viele Antagonisten (Antikorper, Peptide und ,small molecule drugs®) befinden sich in
der Entwicklung (Yusuf-Makagiansar H et al., 2002). Efalizumab, ein monoklonaler An-
tikorper gegen CD11a, eine Untereinheit von LFA-1, wird bereits zur Behandlung der
Psoriasis eingesetzt. Auch das therapeutische Potenzial von Chemokin-Rezeptoren
wird untersucht (Onuffer JJ et al., 2002, Horuk R et al., 2005). Von besonderem Inte-
resse ist die Hemmung des initialen Schritts der Migration Uber Interaktion mit den Se-
lektinen. Mindestens zehn Selektin-Inhibitoren befinden sich aktuell in der Entwicklung
zur Behandlung der Psoriasis. Einer von ihnen ist der von uns verwendete Panselektin-
Antagonist TBC1269Z (Bock D et al., 2006).

1.4.2 Selektin-Inhibitoren

Verschiedene Klassen von Selektin-Inhibitoren wurden bisher entwickelt und getestet.
Da alle Selektine sialyl-LewisX (sLex) erkennen, wandte man sich zunachst diesem Mo-
lekdl zu. Monovalentes sLex selbst besitzt allerdings nur eine geringe Affinitat zu den
Selektinen, so dass es als Kandidat ausfiel. Man entwickelte daraufhin verschiedene
auf Kohlenhydraten basierende Selektin-Inhibitoren des sialyl-LewisX-Typs, die in ho-
hen Dosen alle Selektine hemmen (Kaila N et al., 2002). Probleme machten dabei al-
lerdings ihre geringe Affinitat und unvorteilhafte Kinetik sowie die hohen Produktions-
kosten. Ein Beispiel ist Cylexin von Cytel. Die praklinischen Daten waren vielverspre-
chend, aber in den klinischen Studien zeigte es sich aufgrund der kurzen Halbwertzeit
und der schwachen Affinitat ineffektiv (Ley K et al., 2003, Schon MP et al., 2002).
Daneben entwickelte man monoklonale Antikdrper gegen Selektine, z.B. einen huma-
nen Anti-L-Selektin-Antikdrper (BNP001) und einen monoklonalen Antikorper gegen E-
Selektin (CDP850). Die praklinischen Daten von beiden lieBen ein therapeutisches Po-
tenzial vermuten. Anti-E-Selektin erwies sich dann allerdings in einer klinischen Studien
zur Behandlung der Psoriasis als ineffektiv (Bhushan M et al., 2002). Eine Studie mit
Anti-L-Selektin (BNP001) bei Psoriasis wurde 2003 durchgefihrt. Auch hier konnte kei-
ne signifikante Wirkung nachgewiesen werden (Hardtke M, 2005). Wahrscheinlich ist
eine selektive Blockade von nur einem Selektin nicht ausreichend, um die Leukozyten-
rekrutierung zu unterbinden. Tatsachlich zeigte sich in Tierversuchen, dass eine Blo-

ckade von E- oder P-Selektin weniger wirksam ist, als eine Kombination von beiden (ls-
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sekutz AC et al, 2002). Eine rekombinante verkirzte Form eines PSGL-1-
Immunglobulin-Fusionsproteins zeigte sich in vielen Modellen als effektiver Selektin-
Inhibitor (hauptsachlich P- und L-Selektin), allerdings nicht in einer klinischen Studie mit
Reperfusion nach Myokardinfarkt (Wang K et al., 2002). Man beschaftigte sich auch mit
den niedrigmolekularen Selektin-Inhibitioren, in denen die Zucker in sLex gegen andere
Substanzen ausgetauscht wurden, mit dem Ziel, die Synthese zu vereinfachen sowie
eine orale Verfugbarkeit und hohere Affinitaten zu erreichen (Slee D et al., 2001). Efo-
mycine M gehort zu einer neuen Familie von kleinen Molekulen, die die 3D-Struktur von
sLex nachahmen. Es blockiert E- und P-Selektin und war in zwei Mausmodellen der
chronischen Hautentzlindung erfolgreich (Schén MP et al., 2002). OC229648, ein nicht
auf Kohlenhydraten basierendes Molekul, erwies sich zumindest in vitro und in einem
Maus-Peritonitismodell als wirksam (Romano SJ et al., 2001). Ein weiteres effektives
Molekul dieser Gruppe ist das sLex-Mimetikum TBC1269Z, das wir in unserer Klini-

schen Untersuchung verwendeten.

1.4.3 TBC1269Z

TBC1269Z oder Bimosiamose (1,6-bis[3-(3-carboxymethylphenyl)-4-(2-o-D-mannopyra-
nosyloxy)-phenyllhexane) wurde von der Firma Texas Biotechnology Corporation (Texas,
USA) durch so genanntes rationales Medikamentendesign entwickelt.

1.4.3.1 Entwicklung

Kogan TP et al. entwickelten anhand der bekannten Struktur von E-Selektin und der
Bindungsstelle zu sLex sowie den vermuteten wichtigsten Interaktionstellen computer-
unterstutzt eine Gruppe von Substanzen, die eine ahnliche Struktur wie die E-Selekin-
Liganden-Bindungsstelle zeigten. Sie imitierten dabei sLex, ohne die urspringlichen
Monosaccharide des naturlichen Liganden zu verwenden. Mannose und Karboxylsaure
wurden als Ersatz fur die zur Bindung wichtige Fucose (Kalziumerkennungsstelle) und
die Sialylsaure von sLex benutzt, sowie eine Biphenylringeinheit, um den Lactosamin-
mantel zu ersetzen (Kogan TP et al.,, 1995 und 1998). Die Prufung der biologischen
Wirksamkeit zeigte, dass diese Substanzen, zumindest in vitro, an E-Selektin binden
und so mit dem naturlichen Liganden sLex konkurrieren kdnnen. Der Vorteil dieser Gly-
komimetika gegenlber anderen Antagonisten, die auf Oligosacchariden basieren, sind
héhere chemische Stabilitat, langere Halbwertzeiten in vivo, mdgliche orale Bioverflg-

barkeit und einfachere chemische Synthese (Kogan TP et al., 1995).
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Abb. 1.4.3.1.1 Molekdilstruktur von TBC1269Z. Abb. 1.4.3.1.2 Modell der
(Meyer M et al., 2005) TBC1269Z-Liganden-

Bindungsstelle. (Aydt E, 2006)

Anschlie®end wurden Anstrengungen unternommen, um die Bindungsaffinitat zu erhé-
hen. Dazu wurden Modifikationen eingebaut, z.B. weitere Mannose- und Carboxylsau-
regruppen, die weitere Interaktionen mit dem Protein bereitstellen sollten. Dimere Sub-
stanzen, die mehrere Komponenten von einfachen Selektin-Antagonisten enthielten,
zeigten sich dabei den monomeren Verbindungen Uberlegen. Am wirksamsten erwies
sich TBC1269Z. In den Abb. 1.4.3.1.1 und 1.4.3.1.2 sind die Struktur von TBC1269Z
und ein Modell der Bindungsstelle von TBC1269Z an P-Selektin dargestellt. In Untersu-
chungen mit sLex-tragenden HL60-Zellen, die an E-, P- und L-Selektin-Fusionsproteine
binden, zeigte sich, dass TBC1269Z die Bindung an alle drei Selektine inhibieren kann,
wenn auch besonders stark gegenuber P-Selektin. Es kann eine niedrig-energetische
Konformation annehmen, in denen die zwei Mannosegruppen und eine der Carbo-
xylgruppen sehr ahnlich gelagert sind wie die Fucose- bzw. Sialylsauregruppe in sialy-

di-Lewis und somit diesen Liganden vortauschen.

1.4.3.2 Eigenschaften von TBC1269Z

TBC1269Z kann als Dinatriumsalz in Losung oder als Pulver aufbewahrt werden. For-
mulierungen zur intravenésen Gabe, zur subkutanen Gabe und zur Inhalation liegen
vor. Die topische Anwendung befindet sich in der Entwicklung (Aydt E et al., 2002,
Friedrich M et al., 2004). TBC1269Z und seine Salze sind nicht oral verfugbar. Es hat
eine kurze Eliminationshalbwertzeit. In einer Phase-1-Untersuchung mit gesunden Pro-
banden fand sich in einer i.v.-Dosiseskalationsstudie (0,5-30 mg/kg KG) bei der hochs-
ten Dosis eine Eliminationshalbwertzeit von 4,1 £ 1 Stunde (Meyer M et al., 2005). Der

Groldteil der Substanz wird biliar dber die Galle ausgeschieden und dann Uber die Fa-
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zes, vornehmlich als Elternsubstanz (Meyer M et al., 2005). TBC1269Z bindet potenter
an E-, P-und L-Selektin als der naturliche Ligand sLex und kann mit naturlichen Ligan-
den um die Bindung an P-Selektin konkurrieren (Kogan TP et al., 1995 und 1998). Er
wurde zunachst als Panselektin-Antagonist in verschiedenen praklinischen Modellen
von entzindlichen Erkrankungen (z.B. Psoriasis und Asthma) angewandt (Onai Y et al.,
2003, Friedrich M et al., 2006, Wollf G et al., 2002). Fur die Psoriasis wurden Modelle
mit SCID-Mausen verwendet. In einer Versuchsreihe wurde den SCID-Mausen mensch-
liche Haut aus psoriatischen Lasionen transplantiert. AnschlieRend injizierte man zwei-
mal wdchentlich 200 mg/kg KG TBC1269Z oder PBS als Negativkontrolle Gber einen
Zeitraum von 3 Wochen. Die Behandlung mit TBC1269Z flihrte zu einer Reduktion der
epidermalen Dicke und des zellularen Infiltrats im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Auch
in einem zweiten Maus-Psoriasis-Modell zeigte es sich wirksam. Nicht betroffene Haut
von Psoriasis-Patienten wurde den SCID-Mausen transplantiert und autologe Immun-
zellen injiziert. Normalerweise wird dadurch eine psoriasisforme Lasion ausgeldst. Be-
handelt man diese Immunzellen jedoch zuvor mit TBC1269Z (200ug/ml) und injiziert sie
dann, ist der Schweregrad der Auspragung dieser Lasionen (der mit einem semiquanti-

tativen Psoriasisscore bestimmt wurde) reduziert (Friedrich M et al., 2006).
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2. Zielsetzung

Nach dem aktuellen Wissensstand spielt in der Pathogenese chronisch entzindlicher
Erkrankungen wie der Psoriasis die unkontrollierte Einwanderung von Immunzellen in
das Gewebe eine wichtige Rolle. Deshalb stellt die Hemmung der Leukozyten-
extravasation in die Haut einen innovativen und vielversprechenden Therapieansatz zur
Behandlung der Psoriasis dar. Die Selektine sind eine Familie kalziumabhangiger Ad-
hasionsmolekile, welche die Leukozytenextravasation Uber transiente adhasive Kon-
takte der Leukozyten mit den Endothelzellen der Gefale einleiten. TBC1269Z ist ein so
genanntes ,small-molecule-drug“, das die Bindungsstelle des Selektin-Liganden imitiert
und deshalb an Selektine bindet. In vitro konnte gezeigt werden, dass es kompetitiv die
Bindung der Liganden an Selektine hemmt. Praklinische Psoriasismodelle lieferten
Hinweise fur die Wirksamkeit in vivo, und Untersuchungen an gesunden Probanden
sowie Asthmapatienten zeigten eine gute Vertraglichkeit. Wir waren dann die erste Ar-
beitsgruppe, welche die Gelegenheit hatte, diesen Pan-Selektin-Antagonisten bei Pati-
enten mit Psoriasis einzusetzen. Im Rahmen einer so genannten ,proof-of-concept®-
Studie mit funf Patienten wollten wir erste Nachweise der Wirksamkeit einer zweiwochi-
gen Behandlung mit TBC1269Z bei Psoriasis erbringen und die Sicherheit und Vertrag-

lichkeit Uberprufen.

Meine Aufgaben bei dieser Studie und damit Ziele meiner Promotion waren:

1.0 Selbststandige Koordination der Studienablaufe.

2.0 Rekrutierung und Aufklarung der Patienten Uber das Ziel und den Aufbau der
Studie, Wirkungsweise der Medikation, mdgliche unerwinschte Wirkungen, Ab-
lauf der Behandlung sowie Betreuung der Studienpatienten wahrend der ge-
samten Studiendauer.

3.0 Applikation der Studienmedikation.

4.0 Durchfihrung der verschiedenen Wirksamkeitsuntersuchungen.

4.1 Beurteilung der klinischen Wirksamkeit anhand der klinischen Parameter PASI
(Psoriasis area and severity index) und PGA sowie Bewertung der Auspragung
der Psoriasissymptome an der Injektionsstelle und einer entfernten Vergleichs-
lasion. Zusatzliche Dokumentation mittels Fotografie.

4.2 Entnahme von Hautproben und histologische Bestimmung der Epidermis- und

Papillendicke sowie fotografische Dokumentation.
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5.0 Auswertungen der durch Revotar Biopharmaceuticals zur Verfigung gestellten
Daten zur Pharmakokinetik, besonders im Hinblick auf die systemische Verfug-
barkeit der Substanz TBC1269Z.

6.0 Durchfuhrung folgender Sicherheitsuntersuchungen zur Beurteilung der Ver-
traglichkeit der Substanz.

6.1 Durchfuhrung von regelmafigen korperlichen Untersuchungen.

6.2 Dokumentation unerwunschter Ereignisse.

6.3 Beurteilung der Reaktionen an der Applikationsstelle.

6.4 Beurteilung der Vitalzeichen.

6.5 Mitbeurteilung der EKG-Untersuchungen.

6.6 Entnahme entsprechender Proben und Auswertung von Blutbild, Leberwerten,
Gerinnung, Nierenwerten, Stoffwechselprodukten sowie Enzymen wie LDH und
Kreatinkinase.

6.7 Durchfuhrung der FACS-Analysen, um den Einfluss der Migrationshemmung

auf die Leukozytensubpopulationen im peripheren Blut zu charakterisieren.

Mit dieser Arbeit soll nicht nur zur Entwicklung eines innovativen Therapieansatzes zur
Behandlung von Patienten mit Psoriasis beigetragen werden, sondern auch neue
Erkenntnisse Uber einen wichtigen Schritt in der Entzindungskaskade generiert wer-

den.
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Zahlreiche Patienten mit Psoriasis in unterschiedlicher klinischer Auspragung werden
seit Jahren an der Dermatologischen Klinik und Poliklinik der Charité, Universitatsmedi-
zin Berlin, in Spezialsprechsprechstunden und dem Psoriasis Studienzentrum betreut.
Die Klinik ist ein Zentrum fur die Behandlung und Erforschung der Psoriasis. Um erste
Hinweise fur die Wirksamkeit des Panselektin-Antagonisten TBC1269Z zur Therapie
der Schuppenflechte zu finden, fuhrten wir eine offene Pilotstudie durch. Erstmals auf
der Welt wurden funf erwachsene Patienten mit Psoriasis mit diesem Panselektin-

Antagonisten behandelt.

3.1 Patienten / Demographie

FUnf Patienten, drei Manner und zwei Frauen, im Alter von 28-59 Jahren, mit maRiger
bis schwerer Psoriasis (PASI > 8) wurden in die Studie eingeschlossen. Keiner der Stu-
dienteilnehmer/innen wies eine chronische Begleiterkrankung auf, die eine medikamen-
tose Begleitmedikation notwendig machte. Eine Patientin nahm ein hormonelles
Kontrazeptivum ein. Aus der Vorgeschichte waren weder maligne Erkrankungen noch
chronische Infektionserkrankungen wie Hepatitis, HIV(Humanes Immundefizienz Virus)-

Erkrankung oder Tuberkulose bekannt.

3.1.1 Teilnahmebedingungen

Um bei der Anwendung des Prifmedikamentes das Risiko fur die Gesundheit und das
Wohlbefinden der Patienten zu minimieren und eine moglichst homogene Patientenpo-
pulation zu erhalten, wurden folgende Ein-, Ausschluss- und Abbruchkriterien ange-
wendet (Tab. 3.1.1.1- 3.1.1.3).
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Einschlusskriterien

- Mannliche oder weibliche Patienten kaukasischer Abstammung nach Vollendung
des 18. Lebensjahres mit seit mindestens sechs Monaten bestehender maRiger bis
schwerer Psoriasis vulgaris (PASI > 8).

- Frauen im gebarfahigen Alter mussen sich damit einverstanden erklaren zwei medi-
zinisch akzeptierte Methoden der Empfangnisverhitung anzuwenden, vor Beginn
der Studie muss eine Schwangerschaft ausgeschlossen werden.

- BMI > 18 kg/m? ( BMI = Gewicht [kg] / GroRRe [cm?] )

- Negativer HIV-, Hepatitis-B- und Hepatitis-C-Test

- Unterschriebene und datierte Einwilligungserklarung des Patienten nach ausrei-
chender Information mit geniigend Zeit zur Entscheidungsfindung.

Tab.3.1.1.1 Einschlusskriterien

Ausschlusskriterien

- Schwangerschaft oder Stillzeit

- Systemische antipsoriatische Behandlung innerhalb der letzten vier Wochen (z.B.
mit Methotrexat, Ciclosporin, Fumarsaure).

- Photo- bzw. Photochemotherapie innerhalb der letzten zwei Wochen.

- Antipsoriatische Therapie mit Salben oder Cremes aulRer Hautpflege mit Eucerin
cum aqua innerhalb der letzten zwei Wochen.

- Bestehende oder in der Vorgeschichte verwendete Begleitmedikation, die die Stu-
diendurchfihrung beeinflussen kdnnte.

- Schwere Infektionen (z.B. Hepatitis, Pneumonie, Pyelonephritis) innerhalb der letz-
ten drei Monate, bestehende oder anamnestisch bekannte aktive Tuberkulose in der
Vorgeschichte.

- Bestehende oder anamnestisch bekannte Erkrankungen, die der Studiendurchfuh-
rung entgegenstehen (z.B. Malignome oder Kollagenosen).

- Kontraindikationen durch klinisch signifikante Auffalligkeiten bei der Voruntersuchung.

- Teilnahme an einer anderen Studie innerhalb von drei Monaten vor Studienbeginn
oder wahrend der Studie.

- Blutspende oder vergleichbarer Blutverlust innerhalb der letzten drei Monate.

- Anamnestisch bekannte Alkohol- oder Drogenabhangigkeit in den letzten sechs Mo-
naten vor Studienbeginn sowie ein positiver Urin-Drogentest bei der Voruntersu-
chung.

- Vorliegen oder Vorgeschichte irgendeiner medizinischen oder psychiatrischen Er-
krankung, die einem erfolgreichen Studienabschluss entgegenstehen konnte.

Tab. 3.1.1.2 Ausschlusskriterien
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Abbruchkriterien

- Ein Patient kann jederzeit ohne Angabe von Grunden die Teilnahme beenden.

- Die Studie kann durch den Prufarzt vorzeitig beendet werden, falls durch die Stu-
dienteilnahme nicht tolerierbare unerwinschte Wirkungen auftreten oder Erkran-
kungen wahrend der Studienteilnahme manifest werden, die die Sicherheit des Pa-
tienten gefahrden bzw. die Studienteilnahme beeintrachtigen.

- Nichteinhaltung der Studienbedingungen durch den Patienten.

Tab. 3.1.1.3 Abbruchkriterien

Um eine Verfalschung der Studienergebnisse zu verhindern, wurden die Patienten zu-
satzlich gebeten, bestimmte diatetische Vorgaben einzuhalten (z.B. begrenzter Genuss
von Alkohol, Koffein und Chinin) sowie sehr anstrengende korperliche Tatigkeit zu ver-

meiden.

3.2 TBC1269Z Behandlungsprotokoll

Diese Phase-2-Studie wurde als offene Pilotstudie angelegt, in der alle funf Patienten
mit TBC1269Z behandelt wurden.

An den Tagen —14 bis —2 vor Studienbeginn wurde eine Voruntersuchung durchgefihrt,
in der die Studieneignung der Patienten festgestellt wurde. Nur Patienten, die alle Ein-
und Ausschlusskriterien erfullten, wurden in die Studie eingeschlossen. Wahrend des
zweiwdchigen Behandlungszeitraumes (Tag 1-14) erhielten die Patienten tagliche Injek-
tionen der Prifmedikation. Wahrend dieser Zeit wurden regelmallig Untersuchungen
zur Beurteilung der Sicherheit und Wirksamkeit der Behandlung durchgefuhrt. Der Be-
handlungsphase folgte eine ebenfalls zwei Wochen dauernde Nachbeobachtungsphase
(Tag 15-28). Innerhalb des gesamten Studienzeitraumes erhielten die Patienten auller
der Hautpflege mit Eucerinum cum aqua keine weitere Behandlung ihrer Schuppen-
flechte. Die Patienten wurden ausflhrlich Gber das Studienprotokoll aufgeklart, erhielten
ein Exemplar der Patienteninformation ausgehandigt und gaben nach ausreichender
Bedenkzeit ihr schriftliches Einverstandnis, bevor die ersten studienspezifischen Unter-
suchungen eingeleitet wurden. Die Studie wurde von der Ethikkommission des Universi-
tatsklinikums Charité der Humboldt-Universitat zu Berlin, Campus Charité Mitte, begut-

achtet und genehmigt.
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3.2.1 Organisatorischer Ablauf der Studie

Die Studienteilnahme eines Patienten dauerte jeweils 4 Wochen, nicht gerechnet den
Voruntersuchungstermin, der innerhalb von zwei Wochen vor Gabe der ersten Stu-
dienmedikation durchgefuhrt wurde. Wahrend der Behandlungsphase wurden die Pati-
enten an Tag 1 und Tag 14 der Studie tagesstationar betreut und hielten sich etwa
sechs Stunden in der Klinik auf. An den Tagen 2-13 mussten sich die Patienten taglich
zu einem etwa einstiindigen Termin im Krankenhaus einfinden, an denen ihnen die
Studienmedikation verabreicht wurde und die erforderlichen Sicherheitsuntersuchungen
durchgefuhrt wurden. Nach drei und vier Wochen (Tag 21 und Tag 28) kamen die Pati-
enten zu Nachuntersuchungen, die jeweils etwa eine Stunde in Anspruch genommen
haben. Bei Teilnahme an der gesamten Studie waren insgesamt 17 Besuche der Pati-
enten in der Klinik notwendig. Jeder Patient erhielt einen personlichen Zeitplaner, in
dem seine Termine aufgefuhrt waren. Bevor naher auf die einzelnen Untersuchungen
und die Behandlung eingegangen wird, soll hier anhand eines Patienten exemplarisch
ein Uberblick Uber die einzelnen Studienabldufe gegeben werden (Tab. 3.2.1.1). Grau
hinterlegt sind die Tage, an denen der Patient sechs Stunden im Krankenhaus bleiben
musste (Tag1 und Tag 14). An diesen Tagen wurden sowohl die Vitalzeichen mehrmals

kontrolliert als auch Blut fur die Pharmakokinetik zu mehreren Zeitpunkten entnommen.

23



3. Material und Methoden

Patient 001 |30.12.-|07.1-/08.1-|09.1-|10.1-|11.1-{12.1-|13.1-|14.1-|15.1-[16.1-{17.1-| 18.1-|19.1-|20.1-{27.1-|04.2-
Datum el el el el el el el el el el el el el el el el
Studientag Scr 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 | 11|12 |13 |14 | 21 | 28
Korperliche x X x X X
Untersuchung
Vitalzeichen X X X X X
EKG X X X X X
Blutanalyse X X X X X X X X
Pharmako-
N X X X X X X X X X X X X X X
kinetik
Immun- X X X X
antwort
PASI+ PGA X X X X X X
Beurteilung x X x x x x
der Ziellasion
Fotografie X X X X X X
Biopsie X X X
Gabe der
Studien- X X X X X X X X X X X X X X
medikation
Injektions-

. X X X X X X X X X X X X X X
reaktion
Infektions-

X X X X

fragebogen
Unerwiinschte X X X X X X X X X X X X X X X X
Wirkungen
Begleit-

o X X X X X X X X X X X X X X X X
medikation

Tab. 3.2.1.1 Tabellarische Darstellung des Studienablaufs von Patient 001.
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3.3 Klinische Untersuchungen

3.3.1 Anamnese, korperliche Untersuchung, Vitalzeichen

Bei der Voruntersuchung wurden die Patienten ausfuhrlich Gber ihre Krankenvorge-
schichte befragt, derzeitige Beschwerden aufgenommen und eine korperliche Untersu-
chung durchgefuhrt, die u.a. den Herz-Kreislaufstatus, Perkussion und Auskultation der
Lunge und des Abdomens, Lymphknotenstatus, Puppillenreaktion sowie eine Testung
der Fremdreflexe umfasste. Diese Untersuchung wurde wahrend der gesamten Stu-
diendauer viermal wiederholt (Tag 1, 7, 14 und 28). Als Vitalzeichen wurden Blutdruck,
Puls und Temperatur kontrolliert, besonders engmaschig an Tag 1 und Tag 14 (vor der
Injektion, 2, 4 und 6 Stunden danach) und an Tag 7 (vorher und 1 Stunde danach). Bei
allen Besuchen wurde nach unerwinschten Ereignissen oder zusatzlich verwendeten
Medikamenten sowie an den Tagen 1, 7, 14 und 28 speziell nach Anzeichen flr Infekti-
onen gefragt. Wahrend der Behandlung, an den Tagen 1-14 wurden die Injektionsstel-
len auf das Auftreten von Reaktionen wie z.B. Rotung, Schwellung, Juckreiz oder Ha-
matome untersucht. Alle auftretenden Reaktionen wurden beschrieben und als objekti-

vierbares Mal} der maximale Durchmesser (in cm) angegeben.

3.3.2 Beurteilung der Effektivitatsparameter

Zur Beurteilung der Wirksamkeit der Therapie mit TBC1269Z wurden als Effektivitatspa-
rameter der PASI sowie der PGA angewendet. Die Bestimmungen erfolgten bei der
Voruntersuchung sowie an den Tagen 1, 7, 14, 21 und 28. Um interindividuelle Unter-
schiede zu vermeiden, wurden diese Untersuchungen alle von demselben Untersucher

ausgefihrt.

3.3.2.1 PASI

Der PASI ist ein klinisches Mal} zur Beurteilung des Schweregrades der Psoriasis. Er
wurde 1978 von Fredriksson und Petterson etabliert (Fredrikkson T et al., 1978). Dazu
wird der Korper in vier Regionen (Kopf, Arme, Rumpf und Beine) entsprechend einer
Flache von 10, 20, 30 und 40% der Korperoberflache eingeteilt. Jedem dieser Korper-
abschnitte werden dann, je nach Ausdehnung der psoriatischen Lasionen, ein Flachen-
faktor (A) sowie ein Schweregrad fur Erythem, Induration und Desquamation auf einer

5-Punkte-Skala zugeordnet.

25



3. Material und Methoden

Die Berechnung des PASI erfolgt nach der in Tab.3.3.2.1.1 aufgeflhrten Formel. Die

Graduierung ist in Schritten von 0,1 moglich und reicht von 0-72.

schnitt

PASI-Formular Kopf (k) |Arme (a) | Rumpf (r) | Beine (b)
Erythem (E) (5-Punkte-Skala)

Induration (1) (5-Punkte-Skala)

Desquamation (D)  (5-Punkte-Skala)

Summe (E+1+D)

mal Flachenfaktor A (1-6)

mal Korrekturfaktor nach Korperab- 0.1 0.2 0.3 0.4

Die Summe der Werte der einzelnen Koérperregionen ergibt den PASI =

Flachenfaktor A:

5-Punkte-Skala:

Tab. 3.3.2.1.1 Bewertungsschema fiir die PASI-Berechnung.

3.3.2.2 PGA

<10% 1 keine Beteiligung 0
10- < 30% 2 leicht 1
30- < 50% 3 maRig 2
50- < 70% 4 stark 3
70- < 90% 5 sehr stark 4
90- <100% 6

Der PGA ist ebenfalls ein Mal} zur Einschatzung des Schweregrades der Psoriasis, bei

dem eine Einteilung nach einer 7-Punkte-Skala erfolgt (Tab.3.3.2.2.1).
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PGA | Schweregrad nahere Beschreibung

1 schwerwiegend |sehr starke Erhabenheit der Plaque, Schuppung und/oder Rétung
mafig bis . ;

2 schwerwiegend starke Erhabenheit der Plaque, Schuppung und/oder Rétung

3 malfig malfige Erhabenheit der Plaque, Schuppung und/oder Rétung

4 mild bis maRkig |zwischen Bewertungsscore 3 und 5

5 mild leichte Erhabenheit der Plaque, Schuppung und/oder Rétung

6 fast zwischen Bewertungsscore 5 und 7

erscheinungsfrei

keine Psoriasiszeichen, allerdings kdnnen postentzindlich auftre-

! erscheinungsirei tende Hypo- oder Hyperpigmentierungen der Haut vorhanden sein

Tab. 3.3.2.2.1 Bewertungsschema fiir den PGA.

3.3.2.3 Ziel- und Vergleichslasion

Fir die Injektion der Studienmedikation wurde eine Ziellasion gewahlt, die grolRer als
2cm? in der Flache und moglichst an einem nicht lichtexponierten Korperteil, z.B. am
Rumpf, gelegen sein sollte. Eine zweite, sowohl in Grol3e, Auspragung der Psoriasis,
als auch in der Lage ahnliche Lasion wurde zum Vergleich gewahlt. Beide Lasionen
wurden bei der Voruntersuchung festgelegt und einzeln an den Tagen 1, 7, 14, 21 und
28 von demselben Untersucher beurteilt. Zur Bewertung der Veranderung der ausge-
wahlten Lasionen wurden folgende Parameter verwendet: Erstens die GroRe (Messung
des jeweils groRten Durchmessers in der Lange und Breite, Angabe in cm.), zweitens
die Auspragung der Hautveranderungen der jeweiligen Lasion durch Beurteilung von

Roétung, Induration und Desquamation (Tab.3.3.2.3.1).

Schweregrad der Parameter | nahere Beschreibung

0 Kein Anzeichen fur Psoriasis, postentzundliche Hyper-
oder Hypopigmentierung wird als Grad 0 gewertet

1 leichte Auspragung

2 mafige Auspragung

3 schwere Auspragung

4 Sehr schwere Auspragung

Tab. 3.3.2.3.1 Bewertungsschema fiir die Ziel- und Vergleichslasion (Parameter: Rétung, Induration und
Desquamation). Die Angabe erfolgte dabei in Schritten von 0,5.
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3.3.2.4 Fotografie

Um die Einschatzung des Schweregrades der Psoriasis zu objektivieren, wurden die
Hauterscheinungen zusatzlich fotografisch dokumentiert. Dies erfolgte an Tag 1 vor der
Behandlung, nach 7 und 14 Tagen der Behandlung und eine bzw. zwei Wochen nach
Behandlung. Die Fotos wurden dabei mit einer Digitalkamera in jeweils dreifacher Aus-
fertigung aufgenommen und im JPEG(joint photographic expert group)-Bildformat ge-
speichert. Von der Ziel- und Vergleichslasion wurden Nahaufnahmen angefertigt, au-
Rerdem wurden Ubersichtsaufnahmen von Oberkdrper und Beinen jeweils von vorne
und von hinten gemacht. Die Gesichter wurden nicht fotografiert. Um moglichst identi-
sche Aufnahmen zu erhalten, trugen alle Patienten bereitgestellte blaue Slips und leg-

ten allen Schmuck ab.

3.3.3 EKG

Zur Uberwachung der Herzfunktion wurde zu mehreren Zeitpunkten (Voruntersuchung,
Tag 1, 7, 14, 28) ein 12-Kanal-EKG geschrieben. Es wurden die Parameter Herzfre-
quenz, PQ-, QRS- und QT-Zeit bestimmt. Zusatzlich wurde die QT-Zeit, korrigiert nach
der Herzfrequenz, als QTc-Zeit angegeben. Die Berechnung erfolgte mittels der Formel
nach Bazett (QTc =QT-Intervall/Wurzel aus dem RR-Intervall (in s)). Die Beurteilungen
wurden durch mich und durch eine internistische Facharztin, Frau Dr. med. Radicke,

3Clinical Research, Berlin, durchgefuhrt.

3.3.4 Laborkontrollen

Fir die Sicherheitskontrollen wurde Blut zur Untersuchung der Hamatologie, klinischen
Chemie und Gerinnung abgenommen sowie eine Urinanalyse durchgefuhrt. Sie erfolg-
ten bei der Voruntersuchung sowie an den Tagen 1, 2, 4, 7, 10, 14 und 28. Bei der Vor-
untersuchung wurde noch eine Serumprobe zur Bestimmung der HIV- und Hepatitisan-
tikdrper entnommen sowie zusatzlich bei Frauen fur einen Schwangerschaftstest, der
an Tag 14 wiederholt wurde. An Tag 1 und 7 wurde der Schwangerschaftstest mittels
Urin durchgeflhrt. Alle Sicherheitsbestimmungen wurden vom Zentrallabor der Charité
durchgefuhrt. Fur alle Blutuntersuchungen wurden Stericankanulen (Braun, Melsungen,
Deutschland) und Monovetten (Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) mit den entspre-
chenden Zusatzen wie z.B. EDTA oder Citrat verwendet. An Tag 1 und 14 wurde den
Patienten aufgrund der mehrmaligen Blutentnahmen eine Venenverweilkanule gelegt.

Die bestimmten Parameter sind in Tab.3.3.4.1 aufgelistet.
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Hamatologie (EDTA-Monovette 2,7 ml) | Erythrozyten, Leukozyten inklusive Diffe-
rentialblutbild (neutrophile, eosinophile und
basophile Granulozyten, Lymphozyten und
Monozyten), Thrombozyten, Hamoglobin,
Hamatokrit, MCV, MCH, MCHC

Klinische Chemie Kreatinin, Harnstoff, Harnsaure, Elektrolyte
(Lithium-Heparin-Monovette 9,0 ml) (Natrium, Kalium, Kalzium), Glucose, GOT,
GPT, AP, [J-GT, LDH, CK, Protein gesamt,
Albumin, Bilirubin gesamt, Cholesterin,
Triglyzeride

Gerinnung (Citrat-Monovette 3,0 ml) Quick-Wert (Prothrombinzeit), aPTT (akti-
vierte partielle Thromboplastinzeit)

Serologie (Serum Gel-Monovette 7,5 ml) | HBsAG, HCV, HIV 1/2

Tab. 3.3.4.1 Durchgefuhrte Blutanalysen.

Fir die Urinanalyse wurden Urin-Schnelltest-Streifen (Multistix 8SG) vewendet. Die Test-
streifen wurden dazu kurz in den Urin getaucht und die Farben der Testfelder auf dem
Teststreifen nach 60 Sekunden mit den entsprechenden Feldern auf der vorgegebenen
Bestimmungstafel verglichen. Folgende Werte wurden bestimmt: pH-Wert, Leukozyten,
Erythrozyten, Nitrit, Protein, Glucose, Ketone, Urobilinogen, Bilirubin. War ein Wert auf-
fallig, so wurde ein Teil des Urins in eine Urin-Monovette (9,0 ml) geflllt und zur Be-
stimmung des Urinstatus und Urinsediments an das Zentrallabor der Charité geschickt.
FUr den Schwangerschaftstest verwendeten wir den Testkit ,Quick Vue HCG". Nach

Aufbringen des Urins konnte das Testergebnis nach 3 Minuten abgelesen werden.

3.3.5 Unerwiinschte Ereignisse / Injektionsreaktionen

Alle Patienten wurden bei ihren Besuchen im Krankenhaus danach gefragt, ob uner-
wunschte Ereignisse aufgetreten sind. Als unerwinschtes Ereignis wird jedes als unan-
genehm empfundene oder unvermutet auftretende Symptom, Syndrom oder jede Er-
krankung bezeichnet, die sich wahrend der Studie entwickelte oder verschlechterte.
Auch klinisch relevante pathologische Laborwerte, die z.B. eine nicht in der Studie vor-
hergesehene Diagnostik oder Behandlung notwendig machten, wurden als uner-
wunschte Ereignisse betrachtet. Die kausale Beziehung zur Studienmedikation oder der
klinischen Studie selbst spielte bei der Bezeichnung als unerwlnschtes Ereignis keine

Rolle. Die Ereignisse wurden nach lhrem Schweregrad eingeteilt in mild, maRig und
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schwer (Tab. 3.3.5.1). Der Kausalzusammenhang zur Studienteilnahme musste beur-
teilt werden. Er wurde eingestuft als wahrscheinlich, moglich, unwahrscheinlich oder

nicht vorhanden.

Schweregrad | Definition

mild unerwunschtes Ereignis beeintrachtigt das tagliche Leben nicht

malig unerwtinschtes Ereignis beeinflusst die Routinetatigkeiten

schwer unerwunschtes Ereignis verhindert die Ausubung der Ublichen All-
tagstatigkeiten

Tab. 3.3.5.1 Einteilung des Schweregrades eines unerwiinschten Ereignisses.

3.3.5.1 Schwerwiegendes unerwinschtes Ereignis

Als schwerwiegendes unerwlnschtes Ereignis werden alle Ereignisse bezeichnet, die
entweder todlich enden, lebensbedrohend sind, eine chronische oder schwerwiegende
Behinderung verursachen, einen Krankenhausaufenthalt erforderlich machen oder ei-
nen geplanten Aufenthalt verlangern, einen angeborenen Defekt nach sich ziehen so-
wie jedes medizinisch relevante Ereignis, dass zwar nicht unmittelbar lebensbedrohend
ist oder mit einem Krankenhausaufenthalt einhergeht, aber den Patienten stark beein-
trachtigt oder eine Intervention erforderlich macht, um oben genannte Ereignisse zu

verhindern.

3.3.5.2 Injektionsreaktionen

Reaktionen an der Einstichstelle der TBC1269Z-Injektionen wurden an allen Be-
suchstagen der Patienten beurteilt. Wenn Reaktionen sichtbar waren, wurden sie be-
schrieben (z.B. Rétung, Hamatom), der Durchmesser (in cm) bestimmt sowie die Dauer

der Reaktion dokumentiert.

3.4 Applikation der Medikation

Jeder Patient erhielt wahrend des Behandlungszeitraumes (Tag 1-14) taglich subkutane
Injektionen mit insgesamt 600 mg TBC1269Z. Beginnend mit dem ersten Behandlungs-
tag erfolgte die Gabe in einem 24-Stundenintervall, das nicht mehr als 2 Stunden Uber-

bzw. unterschritten werden sollte. Die tagliche Dosis von 6 ml TBC1269Z-L6sung wurde
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in drei Einzelportionen von 2 ml aufgeteilt und subkutan injiziert (Sterican Kanulen
Gr.18, Braun). Die Injektionen erfolgten jeweils in die bereits bei der Voruntersuchung
festgelegte Ziellasion. TBC1269Z wurde uns freundlicherweise im Auftrag der Texas
Biotechnology Corporation von Inveresk Research als sterile Losung mit einer Konzent-

ration von 100 mg/ml in 5 ml Ampullen zur Verfliigung gestellt.

3.5 Hautbiopsien

Hautbiopsien wurden vor Beginn der Therapie, nach 2 Wochen Therapie (Tag 14) und 2
Wochen nach Therapieende (Tag 28) jeweils aus der Ziellasion entnommen. Zur Lokal-
anasthesie wurde den Patienten 2-5 ml einer 1%igen Lidocainlésung injiziert. Danach
wurde unter sterilen Bedingungen eine 5 mm grol3e Stanzbiopsie enthommen. Der
Wundverschluss erfolgte durch Naht mit nicht resorbierbarem Faden (GroRe 3.0). Die
Hautproben wurden unmittelbar nach Entnahme mittels Skalpell in zwei gleiche Teile
geteilt, in Kryoréhrchen uberfuhrt, in flussigem Stickstoff schockgefroren und danach bei

-70°C bis zur Weiterverarbeitung aufbewahrt.

3.6 Histologie / Immunhistologie

Von den Hautproben wurden mit Hilfe des Kryostaten bei -27°C 4 ym dunne Gefrier-
schnitte erstellt und auf Objekttrager gezogen. Die Schnitte wurden bei Raumtempera-
tur 24 Stunden luftgetrocknet. Danach erfolgte eine Acetonfixierung (bei -20°C) fur 10
Minuten. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Schnitte in der Tiefkuhltruhe (-20°C)
gelagert. Die immunhistologischen Farbungen wurden zur besseren Vergleichbarkeit
am selben Tag durchgefiihrt. Nach einer weiteren Fixierung bei -20°C in Aceton fur 10
Minuten und kurzer Trocknung wurden die Schnitte mit TBS (Tris gepufferte Saline) auf
,Cover Plates aufgezogen. Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden mit-
tels der APAAP(Alkalische Phosphatase / Anti-Alkalische Phosphatase)-Methode
durchgefuhrt. Am Ende erfolgte eine Gegenfarbung mit Mayers saurem Hamalaun fur
60 Sekunden. Die Schnitte wurden dann mit Kaisers Glyceringelatine eingedeckt und
bis zur Messung der Epidermisdicke bei Zimmertemperatur gelagert. Die Aufarbeitung
der Proben (Anfertigung der Gefrierschnitte sowie APAAP-Farbung) wurde von Frau

Nina Ludwig in unserem Labor durchgefihrt.

3.6.1 Fotodokumentation

Zur Dokumentation der Veranderungen der histologischen Psoriasisparameter durch
die Therapie mit TBC1269Z wurden digitale Fotos der gefarbten Gefrierschnitte mithilfe
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eines Mikroskops (Olympus BX 60) in zwei verschiedenen Vergrolierungen aufgenom-
men. Die 40-fache VergroBerung verwendeten wir fir eine Ubersichtsaufnahme von
Epidermis und Dermis, die 100-fache Vergroéflerung fir eine Nahaufnahme der Epider-

mis.

3.6.2 Bestimmung der Epidermisdicke

Mithilfe eines Mikroskops (Olympus LH 40) mit Zahlkammer erfolgte die Auswertung der
Epidermisdicke bei 10-facher Vergrofderung. Ein Kastchen der Zahlkammer entsprach
dabei 0,1 mm. Sowohl die Epidermisdicke, als auch die Tiefe der Papillen wurde jeweils
an drei bis funf unterschiedlichen Orten gemessen (Abb. 3.6.2.1). Anschliel’end wurde
der Mittelwert gebildet.

A A A A

1 2 3 5 6 Epidermis

Dermis

Papillen

subkutanes
Fettgewebe

Abb. 3.6.2.1 Schematische Darstellung der Epidermisdicken- bzw. Papillenmessungen. Aus min.
drei Werten wurde jeweils der Mittelwert gebildet (z.B. Werte 1, 2 und 3 (in mm) fir die Epidermis-
dicke, Werte 4, 5 und 6 (in mm) fur die Papillendicke).

3.7 Durchflusszytometrische Untersuchungen

3.7.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Zur Bestimmung der Lymphozytensubpopulationen im Blut der Psoriasis-Patienten
wurde die Durchflusszytometrie gewahlt. Sie ermoglicht die Identifizierung von Zellen
anhand simultaner Messung morphologischer Eigenschaften und der Expression von
Antigenen nach spezifischer Immunfarbung auf Einzelzellebene. Die Zellen werden mit-

hilfe einer Tragerflissigkeit durch eine Kapillare gedrickt und durch die dabei erzeugte
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laminare Stromung vereinzelt an einem Laserstrahl vorbeigefiihrt (Argonlaser, 488 nm).
Die Ablenkung bzw. Streuung des Laserlichts durch die Passage der Zellen wird dabei
von Fotodetektoren gemessen. Das Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC), die Star-
ke der Lichtbeugung, die entlang der Achse des einfallenden Lichts gemessen wird, er-
laubt Aussagen Uber die GroRe der Zellen. Das Seitwartsstreulicht (side scatter, SSC),
das in einem 90 Grad Winkel zum einfallenden Licht gemessen wird, ist das Resultat
von Lichtbrechung und Reflexion durch die inneren Strukturen der Zellen (Granularitat).
Zusatzlich dazu kénnen die Zellen anhand der Fluoreszenzmarkierung identifiziert wer-
den. Fluorochrome sind Molekile, deren Elektronen durch die Lichtenergie des Lasers
auf ein hoheres Energieniveau steigen. Bei Ruckkehr der Elektronen auf das urspriing-
liche Niveau wird Energie frei, die in Form von Photonen geringerer Energie und damit
grolierer Wellenlange abgegeben wird. Dieses mit bestimmter Wellenlange emittierte
Licht ist spezifisch fur ein bestimmtes Fluorochrom. Diese Emission kann nach Um-
wandlung in elektrische Impulse von Sensoren gemessen und anschlieRend fur die
Computeranalyse digitalisiert werden. Die Intensitat des emittierten Lichts korreliert da-
bei mit der Anzahl der an die Oberflachenmolekule gebundenen fluoreszenzmarkierten
Antikoérper. Durch Verwendung verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe, die unterschiedli-
che Emissionsmaxima zeigen (z.B. Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) bei 525 nm, Phy-
coerythrin (PE) bei 578 nm, Phycoerythrin-CyaninS (PCS5)/Peridin-Chlorophyll-a-
Proteinkomplexe (PerCP) bei 680 nm), kdnnen durch Verwendung eines Filtersystems,
das eine separate Auswertung der einzelnen Fluoreszenzen erlaubt, mehrere Signale
gleichzeitig gemessen werden. Die Parameter der Ereignisse kdnnen einzeln im
Histogramm oder gegeneinander im Zweiparameter-Punkthistogramm (,Dot plot®) aus-
gewertet werden. Durch elektronische Eingrenzung (,Gatung®) im ,dot plot® kdnnen Zel-
len mit bestimmten Parametereigenschaften getrennt analysiert werden, wodurch Aus-
sagen uber bestimmte Subpopulationen mdglich sind. Es kdnnen beispielsweise in der
,2dot plot“-Darstellung Vorwartsstreuung (GroRe) gegen Seitwartsstreuung (Granularitat)
die Populationen von Lymphoyzten und Granulozyten eingegrenzt werden, um sie na-

her zu untersuchen.

3.7.2. Durchfuhrung der Durchflusszytometrie

An den Tagen 1, 7, 14 und 28 wurde den Patienten Blut in einem Natrium-
Heparinrohrchen (9ml) entnommen und bis zur weiteren Verarbeitung bei Raumtempe-

ratur aufbewahrt. Bei Patient 002 wurde aufgrund einer fehlenden Blutprobe an Tag 1
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eine Blutentnahme an Tag 2 durchgefihrt, nach bereits einmaliger Injektion der Medika-
tion. Dieser Wert wurde dann als Ausgangswert benutzt, um die Veranderungen wah-
rend der weiteren Therapie zu untersuchen. Zur Durchfuhrung der Durchflusszytometrie
wurde das Simultest IMK-Lymphocyte-Kit verwendet. Fur die Messungen wurden je-
weils 100 yl Vollblut des Patienten zu 20 ul des entsprechenden Antikdrpergemischs
pipettiert und zur Farbung im Dunkeln bei Raumtemperatur 20 Minuten inkubiert. Nach
Zugabe von 2 ml Lysel6sung pro Rohrchen erfolgte nach guter Durchmischung mittels
Minishaker eine weitere Inkubation fur 10 Minuten. Nach Zentrifugation (300g, 5 Min.
bei 20°C), Absaugen des Uberstands und Resuspension in 2ml FACS-Puffer erfolgte
eine Waschung durch erneute Zentrifugation bei 300g fur 5 Minuten. Fur die Messung
wurden die Zellen nach Absaugen des Uberstands in 0,5ml FACS-Puffer resuspendiert.
Die Messungen selbst erfolgten im FACScan mit Hilfe der assoziierten Software Simul-
set. Fur die Bestimmung der einzelnen Zellsubpopulationen (T-Zellen und B-Zellen ge-
samt, CD4+T-Zellen, CD8+T-Zellen und NK-zellen) wurden die in Tab. 3.7.1.1 aufgelis-
teten Antikorpergemische benutzt.

LeucoGATE (CD45 FITC/CD14 PE)
IgG1/IgG2a als Kontrolle
CD3-FITC/CD19 PE
CD3-FITC/CD4 PE

CD3-FITC/CD8 PE
CD3-FITC/CD16+CD56 PE

M m OIO|W| >

Tab. 3.7.2.1 Verwendete Antikbrpergemische im Simultest IMK-Lymphocyte-Kit.

Lymphozyten wurden dabei als CD45+, CD14- Zellen identifiziert. T-Zellen wurden als
CD3+, CD19- Zellen charakterisiert, CD4+ und CD8+ T-Zellen Uber die entsprechenden
Oberflachenmarker bei CD3+ Zellen und NK-Zellen als CD3- aber CD16/CD56+ Zellen.
B-Zellen wurden als CD3- und CD19+ Zellen identifiziert. Die Isotypkontroll-Antikorper
(IlgG1/k und IgG2a/k) dienten zur Kontrolle der unspezifischen Farbung.

Die Proben wurden nacheinander im FACScan gemessen. Die Berechnung der Abso-
lutzahlen der Einzelpopulationen erfolgte mit der Simulset-Software (Lymphozytenge-
samtzahl absolut x Einzelpopulation in % / 100). Im Zentrallabor der Charité wurden die

Leukozyten- und Lymphozytengesamtzahlen bestimmt.
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3.8 Pharmakokinetik-Untersuchungen

Fur die Pharmakokinetik-Untersuchungen wurde jeweils eine Lithium-Heparinmonovette
entnommen. Dies wurde an allen Behandlungstagen vor der Injektion durchgeflihrt so-
wie an Tag 1 und Tag 14 zusatzlich 1, 2, 4 und 6 Stunden danach. Das Blut musste in-
nerhalb von 5 Minuten nach der Abnahme fur 10 Minuten bei 25009, 4°C, zentrifugiert
werden. Danach wurde das Plasma in zwei Sekundargefale uberfuhrt und bei -70°C
tiefgefroren. Die Bestimmungen wurden bei Inveresk Research (Incorporating trials and
CTBR, Tranent EH33, 2NE Schottland) durchgefuhrt. Der Transport der Proben erfolgte
auf Trockeneis. Als pharmakokinetische Zielgrofe wurden die Plasmaspiegel von
TBC1269Z gemessen. Anhand der Messwerte wurden die maximale Plasmakonzentra-
tion und die Halbwertzeit von TBC1269Z bestimmt.

3.9 Datenverarbeitung und statistische Analyse

Zur Verarbeitung der Patientendaten und zum Erstellen von Tabellen, Diagrammen und
Graphiken wurde das Tabellenkalkulations-Programm Microsoft Office Excel 2003 von
Microsoft verwendet. Die Daten der Patienten sind zum Teil als Einzeldaten jedes Pati-
enten, zum Teil als Mittelwerte dargestellt. Als Standardabweichung wurde die Stan-
dardabweichung (STABWN) bzw. bei den epidemiologischen Daten die Standardab-
weichung (STABW) aus dem Excel-Programm verwendet. Nur bei der Auswertung der
FACS-Daten verwendeten wir den Standardfehler des Mittelwerts (standar error of
mean = S.E.M.). Zur Berechnung der Signifikanzen wurde das Programm SPSS 12.0
angewendet. Wir benutzten sowohl den t-Test fur gepaarte Proben als auch den Wilco-
xon-Test flr gepaarte Proben, da bei finf Patienten weder sicher von einer Normalver-
teilung ausgegangen werden kann, noch diese sicher auszuschlieen ist. Nur wenn
beide Tests eine Signifikanz, d.h. p < 0,05 aufzeigten, wurden die entsprechenden Ver-
anderungen als signifikant gewertet. Bei anderem Vorgehen wurde dies gesondert ver-
merkt. Bei der Untersuchung der Ziel- und Vergleichslasion wurde zusatzlich der Mann-
Whitney-Test fur nicht gepaarte Stichproben verwendet.

STABWN verwendet die folgende Formel: |2 (x-xf

n

STABW verwendet die folgende Formel: Z((><—1)X)2
no

S.E.M = Standardabweichung nach Division durch die Wurzel aus n
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3.10 verwendete Gerate, Materialen, Chemikalien

Materialen Hersteller / Bezugsort

Medikation

TBC1269Z Texas Biotechnology Corporation, Texas,
Houston, USA Uber Inveresk Research,
Stephen GP Williams, Tranent EH 33, 2 NE,
Schottland

Gerate

Zentrifuge JOUAN, MR 221 und A14

Saint-Herblain, France/Unterhaching, Dt.

12-Kanal-EKG-Gerat

Cardioline Delta 3 Plus, Remco, ItaliaS™/ Nihon
Kohden Corp., Japan

Blutdruckmessgerat

Medka, Berlin

Tiefkuhltruhe -70°C

Kendro, Hanau

TiefkUhltruhe -20°C (Premium)

Liebherr, Ochsenhausen

FACScan

Becton-Dickinson, Hamburg

Computersoftware (Apple) Simulset

Becton-Dickinson, Heidelberg

Mini-shaker 1200 U/min.

IKA, Werkstatte fir Chemie und Foto, Berlin

Kryostat Jung Frigocut 2800N
(-=27°C, 4 ym dunne Gefrierschnitte)

Leica Instruments GmbH, Nussloch

Mikroskop (Epidermisdicke)

Olympus LH40, Hamburg

Mikroskop (Fotos Histologie)

Olympus BX 60, Hamburg

Schiuttler

IKA, Werkstatte fur Chemie und Foto, Berlin.

Zahlkammer

Olympus, Hamburg

Digitalkamera Camedia C40 Zoom

Olympus, Hamburg

20ul und 100pl Pipette

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf-Pipette

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf-Handdispenser

Eppendorf, Hamburg
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Verbrauchsmaterialen

Cover Plates

Thermo-Shandon, Frankfurt

Deckglaschen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Super Frost Plus Objekttrager

R. Gangenbricke, Emmendingen

Kaisers Glyceringelatine

Merck, Darmstadt

Monovetten fur
Blut- und Urinanalysen

Sarstedt, NUmbrecht

Urin-Schnellteststreifen Multistix
(8SG)

Combur 2 Test v. Roche, Mannheim

Schwangerschafttest ,Quick Vue HCG"

(Medka) Quidel Corporation, San Diego, USA

2 ml Spritzen

Braun, Melsungen

Braune Sterican-Kanulen
(Gr. 18; 0,45x 25 mm)

Braun, Melsungen.

Gelbe Sterican-Kaniilen
(Gr. 20; 0,90x 40mm)

Braun, Melsungen

Lidocain-L6ésung 1% (Xylocain)

Astra Zeneca GmbH, Wedel

5mm Biopsie-Stanze (Punch)

Stiefel Laboratorium GmbH, Offenbach

Faden 3-er (blau), nicht resorbierbar

Resolon monofil blau, Nurnberg

Kryoréhrchen 1,5 ml

Nunc GmbH, Wiesbaden

Falconréhrchen 5 ml (polystyrene
round bottom tube)

Becton Dickinson, Heidelberg

Pipettenspitzen 100ul gelb

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf RITIPS 12,5 ml Dispen-
sertips

Eppendorf, Hamburg

Reagenzien

FACS-Puffer

PBS w/o Ca/Mg, FBS 2%, NaN; 0,1%

FACSRINSE Spullésung

Becton-Dickinson, Erembodegem-Aalst, Belgien

PBS (w/o Ca+Mg)

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich

FBS

Biochrom, Berlin

Tab. 3.10.1 Verwendete Gerate, Materialien und Chemikalien
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SIMULTEST IMK-Lymphocyte- kit Becton-Dickinson, Heidelberg
Reagenz AK Klon Markierung
Reagenz A/ Leuco- | CD45 2D1 FITC
GATE CD14 MO/P9 PE
Reagenz B lgG1 X40 FITC
Kontrolle lgG2a X39 PE
Reagenz C CD3 SK7 FITC
CD19 4G7 PE
Reagenz D CD3 SK7 FITC
CD4 SK3 PE
Reagenz E CD3 SK7 FITC
CD8 SK1 PE
Reagenz F CD3 SK7 FITC
CD16 B73.1 PE
Reagenz G
Lysing solution

Tab. 3.10.2 Verwendete Antikdrper und Markierungen der FACS-Messung

Zentrallaboratorium
Zentrallabor der Charité, Universitatsmedizin Berlin

Leiter: PD Dr. med. Dr. rer. nat. Pranav Sinha
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4. Ergebnisse

4.1 Demographie

Funf Patienten, drei Manner und zwei Frauen, wurden in die Studie eingeschlossen. Sie
waren zwischen 28 und 59 Jahre alt und hatten seit min. 6 Monaten eine bekannte
chronische Plaque-Psoriasis. Der PASI-Score zu Studienbeginn lag zwischen 10 und
14,5. Dies entspricht einer mittelschweren Form der Psoriasis. Alle Patienten erfullten
die Ein- und Ausschlusskriterien, haben die Studienmedikation zwei Wochen lang erhal-
ten und die Studie regelrecht beendet. Die demographischen Daten sind in Tab. 4.1.1

aufgelistet.

Alter Grolde Gewicht BMI (kg/m?) | PASI-Score vor
n=5 (Jahre) (cm) (kg) Therabiebeginn
(Screening)

Mittelwert (+/- SD) | 40,0+ 11,8 [174,8+9,9 |96,8+15,1 |31,8+53 [12,78+1,9

Spannweite 28 - 59 164 - 189 79,6 -110,0 | 25,6-39,4 |10-14,5
(Min. —-Max.)

Tab. 4.1.1 Demographische Daten der Patienten, die sich einer Behandlung mit TBC1269Z unterzogen,
n=>5, drei Manner, zwei Frauen

4.2 Klinische Effekte durch die TBC1269Z-Therapie

4.2.1 PASI

Als Hauptkriterium zur Beurteilung der klinischen Wirksamkeit von TBC1269Z wurde
der PASI-Score verwendet. Alle funf Patienten profitierten von der Therapie und wiesen
nach 14 Tagen Behandlung eine signifikante Besserung des Hautbefundes auf. Zu Be-
ginn der Therapie (Tag 1 direkt vor Behandlung) lagen die mittleren PASI-Werte bei
12,76 £ 1,9, nach 14 Tagen bei 9,56 + 2,1 (t-Test p=0,022, Wilcoxon-Test p=0,043). In
Abbildung 4.2.1.1 sind die Einzelwerte der PASI-Scores von allen Patienten dargestellt.
Zur besseren Veranschaulichung wahlte ich noch eine weitere Abbildung (Abb. 4.2.1.2),
in der die Verbesserung des PASI-Wertes in Abhangigkeit des PASI-Scores an Tag 1
dargestellt wird. Im Vergleich zum Ausgangswert zeigte sich nach einer Woche eine
Besserung des PASI-Wertes um 13,54% und nach zwei Wochen um 24,59%. Schon

nach 7 Tagen fand sich bei drei Patienten eine ca. 10% Verbesserung des Hautbefun-
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des (Pat. 001 um 14,81%, Pat. 003 um 10,56%, Pat. 005 um 7,69%), ein vierter wies
sogar eine Befundbesserung um 32,64% auf. Nur bei einem Patienten blieben die Lasi-
onen fast unverandert. Nach 14 Tagen war bei drei Patienten eine 30-40%ige Besse-
rung nachweisbar (Pat. 005 um 38,46%, Pat.001 um 37,78% und Pat. 002 um 29,17%),
wahrend 2 Patienten nur eine 10% Anderung des PASI aufwiesen (Pat. 003 um
10,56%, Pat. 004 um 7%).

—e— Pat 001
15 —=— Pat 002
1\ Pat 003
14 —%— Pat 004
13 Pat 005
12
£
o 11
; %—<
%)
2 10 >
o
9 4
8 4
7 -
6 T 1
vor Therapie 7 14

Studientage

Abb. 4.2.1.1 PASI-Einzelwerte aller Patienten an Tag 1 (vor Therapie),
an Tag 7 und Tag 14 der Behandlung.
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70% - —

65% - \
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Abb. 4.2.1.2 Veranderung der PASI-Werte unter Behandlung mit TBC1269Z
in % des Wertes an Tag 1 (vor Therapie).
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Betrachtet man die einzelnen Parameter des PASI (Abb. 4.2.1.3 a-d), zeigt sich, dass
sich vor allem das Erythem, die Induration und die Schuppung gebessert haben, wah-
rend sich jedoch die Flache der betroffenen Hautareale kaum veranderte. Allerdings
waren die Veranderungen der beurteilten Parameter in den einzelnen Kdrperabschnit-
ten wie Kopf, Arme, Rumpf und Beine, mit Ausnahme der Abnahme der Schuppung an
den Armen (Tag1-Tag7: t-Test p=0,016 bzw. Wilcoxon-Test p=0,046), nicht signifikant.
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S c
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L Erythem Rumpf ° Induration Rumpf
—a— Erythem Beine - —a&—Induration Beine
50% ‘ ‘ 50% ‘ ‘
vor Therapie 7 14 vor Therapie 7 14
Studientage Studientage
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— 100% 8 100%
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— ©
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Desquamation Rumpf s Flache Rumpf
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Abb. 4.2.1.3 a-d Einzelne Parameter des PASI (Mittelwerte) bezogen auf die verschiedenen Kdrperregio-
nen, angegeben in % des Wertes an Tag 1 (vor Therapie). Zur besseren Ubersicht wurde die Standard-
abweichung (SD) hier nicht dargestellt. a) Erythem b) Induration c) Desquamation d) Flache (* bedeutet t-
Test und Wilcoxon-Test p<0,05)
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Nach Absetzen der Behandlung kam es bei drei von finf Patienten zu einer erneuten
Verschlechterung des PASI-Wertes (Abb.4.2.1.4). Bei zwei Patienten stieg der PASI-
Wert langsam wieder zum Ausgangswert an, ein Patient zeigte einen Rebound, d.h. ei-
ne Erhdhung des PASI-Wertes Uber den Ausgangswert bei Therapiebeginn. Bei den
anderen beiden Patienten blieb die zuvor erlangte Besserung des Hautbefundes wah-
rend des Nachbeobachtungszeitraumes konstant. Die mittlere PASI-Erh6hung von 9,56
+ 2,1 auf 12,58 + 4,84 war nicht signifikant (t-Test: p=0,166, Wilcoxon-Test 0,068).

—eo— Pat 001
—=— Pat 002
Pat 003
—»— Pat 004
*— Pat 005

PASI- Werte

7 X
6 ‘ |
14 21 28
Studientage

Abb. 4.2.1.4 PASI-Einzelwerte der Patienten wahrend der zweiwochigen
Nachbeobachtungsphase.

4.2.2 PGA (Physician global assessment)

Innerhalb der zwei Wochen Behandlung zeigte sich keine Besserung des PGA, die Be-
wertung blieb bei maflligem Befall (PGA=3), d.h. maliger Roétung, Schuppung und Infilt-

ration.
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4.2.3 Ziel- und Vergleichslasion

Zur Untersuchung der lokalen Wirksamkeit von TBC1269Z wurden die Parameter R6-
tung, Induration, Schuppung und Gréle der Ziellasionen, in die die Injektionen erfolg-
ten, mit denen der Vergleichslasionen an anderen Lokalisationen des Korpers vergli-
chen. Beide Lasionen zeigten klinisch eine Verbesserung der Psoriasissymptome wie
Roétung, Induration oder Schuppung. Eine Signifikanz liel3 sich fur die Abnahme der
Schuppung der Ziellasion nachweisen (Tag 1-7: t-Test p=0,016; Wilcoxon-Test:
p=0,046; Tag 1-14: t-Test p=0,034; Wilcoxon-Test nicht signifikant, p=0,59). Zwischen
Injektionsort und Vergleichslasion fanden sich keine signifikanten Unterschiede (Mann-
Whitney-Test und t-Test fur ungepaarte Stichproben p>0,05). Zu beachten ist auch,
dass sich zwar die Symptome der Psoriasis-Auspragung besserten, die Grolle der La-

sionen sich aber kaum veranderte. Einen Uberblick der Ergebnisse gibt Abb. 4.2.3.1.
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Abb. 4.2.3.1 Einzelne Parameter (Erythem, Induration, Desquamation und Flache) der Ziel-
und Vergleichslasionen (Mittelwerte), angegeben in % des Wertes an Tag 1 (vor Therapie).
Zur besseren Ubersicht wurde die Standardabweichung (SD) hier nicht dargestellt.

(* bedeutet t-Test und Wilcoxon-Test p<0,05, # bedeutet nur t-Test p<0,05)
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4.2.4 Fotodokumentation

Um die klinische Effektivitat objektiv, unabhangig von der Beurteilung des Prifarztes,
dokumentieren zu kénnen, wurden sowohl Ubersichtsaufnahmen des Korpers als auch
Fotos von der Ziel- und Vergleichslasion gemacht. Im Folgenden werden exemplarisch
Fotos von zwei Patienten gezeigt (Fotos 4.2.4.1-6).

Von Pat. 005 ist die Ziellasion dargestellt. Man kann auf den Bildern von Tag 1 und 14
erkennen, dass sich die Rétung, Induration und Schuppung gebessert haben, wahrend
die Flache der betroffenen Hautlasion nahezu unverandert geblieben ist (Fotos 4.2.4.1
und 4.2.4.2). Der Hautbefund bleibt stabil bis Tag 28 (Fotos 4.2.4.3 und 4.2.4.4). Die
Fotos von Pat. 004 zeigen die Vergleichslasion vor und nach Behandlung. Auch hier zeigt

sich ein Ruckgang der Schuppung, der Induration und der Rétung (Fotos 4.2.4.5-6).

44



4. Ergebnisse

Foto 4.2.4.1 Ziellasion von Patient 005 an Tag 1

Foto 4.2.4.2 Ziellasion von Patient 005 an Tag 14
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Foto 4.2.4.3 Ziellasion von Patient 005 an Tag 21

Foto 4.2.4.4. Ziellasion von Patient 005 an Tag 28




4. Ergebnisse

Foto 4.2.4.5 Vergleichslasion von Patient 004 an Tag 1

T T
; ’ :
1 2 3

Foto 4.2.4.6 Vergleichslasion von Patient 004 an Tag 14
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4.3 Histologische Untersuchungen

Vor der Behandlung an Tag 1, nach 14 Tagen Therapie mit TBC1269Z und optional
zwei Wochen nach Therapieende wurden Hautbiopsien fur die histologische Untersu-

chung entnommen.

4.3.1 Epidermisdicke

Bei vier von funf Patienten konnten wir einen Riuckgang der Epidermisdicke feststellen,
bei einem Patienten blieb sie unverandert (Abb. 4.3.1.1). Im Mittel fanden wir eine Ab-
nahme der Dicke von 156 + 42 ym auf 120 + 43 pm, also um 36 + 30 pym, maximal um
80 um. Die Abnahme war nicht signifikant (t-Test p= 0,075, Wilcoxon-Test p=0,068).

300 -

= N N

[6)] o )]

o o o
I I I

@ vor Therapie
_ O Tag 14

100 -

Epidermisdicke in pm

[6)]
o
I

001 002 003 004 005

Patienten

Abb. 4.3.1.1 Werte der Epidermisdicke an Tag 1 (vor Therapie) und Tag 14, angegeben
als Mittelwerte (in pm) nach min. dreifacher Messung + Standardabweichung (SD).
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4.3.2 Papillendicke

Bei vier von funf Patienten zeigte sich ein Rickgang der Papillendicke unter Therapie
(Tab. 4.3.2.1), bei einem erhohte sich die Papillendicke. Im Mittel nahm die Papillen-
dicke um 54,0 £ 63,4 ym ab. Diese Abnahme war nicht signifikant (t-Test p=0,164, Wil-
coxon-Test p=0,138).

Patienten Papillendicke an Tag 1 Papillendicke an Tag14
(in pm) (in pm)

001 630170 610120

002 430+40 30000

003 78040 71070

004 650150 5501260

005 230120 280420

MW+SD 544+192,8 488+171,2

Tab. 4.3.2.1 Werte der Papillendicke an Tag 1 (vor Therapie) und Tag 14
als Mittelwerte (in pm) nach min. dreifacher Messung + Standardabweichung (SD).
Zusatzlich Angabe des Mittelwerts aller Patienten mit Standardabweichung (SD).

4.3.3 Fotodokumentation der histologischen Untersuchungen

Zur Dokumentation der Veranderungen der histologischen Psoriasis-Parameter durch
die Therapie mit TBC1269Z wurden Fotos der gefarbten Gefrierschnitte angefertigt.

Wir mdchten anhand der Fotos eines Patienten den sichtbaren Ruckgang der psoriati-
schen histologischen Parameter verdeutlichen (Fotos 4.3.3.1-4). Man kann die Abnah-
me der Epidermisdicke erkennen, die beginnende Ruckbildung der aufgetriebenen Pa-
pillen, die Verkurzung der ausgezogenen Reteleisten sowie einen Ruckgang der Hyper-
keratose. Des Weiteren sind die geschlangelten Kapillaren in der Dermis an Tag 14
weniger prominent, und das dermale entzundliche Infiltrat ist geringer ausgepragt als an

Tag 1.
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Foto 4.3.3.1 Mikroskopische Aufnahme von Pat. 002 Foto 4.3.3.2 Mikroskopische Aufnahme von Pat. 002
Tag 1, 40-fach Tag 1, 100-fach

Foto 4.3.3.3 Mikroskopische Aufnahme von Pat. 002 Foto 4.3.3.4 Mikroskopische Aufnahme von Pat. 002
Tag 14, 40-fach Tag 14, 100-fach
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4.4 Systemische Verflugbarkeit von TBC1269Z

Bei allen funf Patienten, auler Patient 002 an den Tagen 3-6, waren an den Behand-
lungstagen messbare Plasmaspiegel zu verzeichnen. Dies zeigt die systemische Vertei-
lung von TBC1269Z bei subkutaner Gabe. In Abb. 4.4.1 sind die taglich gemessenen
Plasmaspiegel, die jeweils vor der Gabe von TBC1269Z abgenommen wurden, fur alle

funf Patienten dargestelit.
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Abb. 4.4.1 Plasmakonzentrationen von TBC1269Z vor der Injektion an Tag 2-14,
Angabe in ng/ml (Werte=0: nicht messbare Werte; die untere Nachweisgrenze lag bei 29,91 ng/ml).

Die fast gleich bleibenden Werte an den Tagen 2-14 sprechen fir das Erreichen des
Flie3gleichgewichts nach 24 Stunden. Da die Hohe der Plasmaspiegel der einzelnen
Patienten unterschiedlich war (Abb. 4.4.1), untersuchten wir, ob es einen Zusammen-
hang zwischen der Hohe des erreichten Plasmaspiegels und der Effektivitat von
TBC1269Z gibt. Zwischen der Hohe der erreichten Plasmaspiegel und der Verbesse-
rung des PASI-Scores liel3 sich allerdings keine positive Korrelation herstellen. Die ge-
messenen Plasmakonzentrationen der Patienten an Tag 1 und Tag 14, bei denen die
Plasmaspiegel vor der Medikationsgabe und zusatzlich 1, 2, 4 und 6 Stunden nach
TBC1269Z-Gabe erfolgten, sind in Tabelle 4.4.1 aufgefluhrt.
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Tag |Zeitpunkt Pat. 001 Pat. 002 |Pat. 003 |Pat. 004 |Pat. 005
1 vor der Gabe NM NM NM NM NM

1 1 Stunde 1540 2060 1130 2270 2360
1 2 Stunden 953 2420 1150 1780 2330
1 4 Stunden 1420 2050 1190 1660 1360
1 6 Stunden 1200 1690 953 1450 1070
14 vor der Gabe 516 83,5 NM 51,9 63,1
14 1 Stunde 2700 5100 1270 5430 3730
14 2 Stunden 2330 5400 1300 5720 3580
14 4 Stunden 2390 4650 1080 3190 2320
14 6 Stunden 1720 4630 719 2280 2550

Tab. 4.4.1 Gemessene Plasmakonzentrationen von TBC1269Z an Tag 1 und an Tag 14 in ng/ml (NM=
nicht messbare Werte; die untere Nachweisgrenze lag bei 29,91 ng/ml).

Die hochsten Plasmaspiegel wurden 1 bis 4 Stunden nach der Injektion erreicht. Nach
6 Stunden an Tag 1 waren sie im Mittel um 35%, an Tag 14 um 37% gesunken. Ver-
gleicht man die mittlere maximale Plasmakonzentration 1 Stunde nach Injektion von
TBC1269Z bei der Erstgabe an Tag 1 mit der letzten Gabe an Tag 14, fallt ein leichter
Anstieg der maximalen Plasmakonzentration von 1956 ng/ml auf 3770 ng/ml auf. Die
mittlere Halbwertzeit von TBC1269Z stieg von 4,9 + 1,9 Stunden an Tag 1 auf 8,4 + 5,8
Stunden an Tag 14.

4.5 Vertraglichkeit der TBC1269Z-Therapie

4.5.1 Unerwinschte Ereignisse, Infektionen, Reaktionen an der Injektionsstelle

Die Behandlung mit subkutanen Injektionen von TBC1269Z Uber zwei Wochen zeigte
eine sehr gute Vertraglichkeit. Wahrend des gesamten Behandlungszeitraumes und der
Nachbeobachtung kam es zu keinem schwerwiegenden unerwunschten Ereignis. Reak-
tionen an der Einstichstelle der Injektion in Form eines Erythems bzw. eines Hamatoms
zeigten sich bei zwei Patienten (Pat. 002 und 003), allerdings bei beiden nur einmalig
und von kurzer Dauer (max. 4 Tage). Sie bildeten sich trotz weiterer Therapie vollstan-

dig zurtck. Leichte Infektionen sind wahrend der gesamten Studiendauer bei zwei Pati-
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enten aufgetreten. Pat. 003 zeigte eine Woche nach der Entnahme der Hautprobe eine
Infektion der Biopsiestelle (Tag 7-11 der TBC1269Z-Therapie), die unter lokaler Thera-
pie mit Gentamycin abheilte. Weiterhin entwickelte er unter Therapie eine Otitis externa
(Tag 5-13), die mit Ohrentropfen (Dexamethason 0.2, Cinchocain 5.0, Butandiol) erfolg-
reich behandelt wurde. Pat. 004 wies zwei Wochen nach Ende der Behandlung mit
TBC1269Z eine milde Otitis media auf. Eine lokale Behandlung mit Ohrentropfen (Anti-
biotikum) Uber 7 Tage fuhrte zur vollstandigen Abheilung. Aus der Vorgeschichte ist be-
kannt, dass die Patientin bereits 4 Wochen vor Studienbeginn eine Mittelohrentziindung
durchgemacht hatte. Ansonsten aullerte Pat. 001 einmalig leichte Kopfschmerzen und
einen schwachen Muskelkrampf im rechten Unterschenkel, an dem sich die Ziellasion
befand. Und Pat. 005 hatte am Ende der Nachbeobachtungsphase eine unklare Erho-
hung der Kreatinkinase (CK), die sich schnell normalisierte. Bei der letzten Kontrolle
war die CK wieder auf 29 U/l abgesunken (Tab.4.5.1.1).

Unerwlnschte Ereignisse

Allgemein Infektionen Reaktionen an der Injektionsstelle
leichte Kopfschmerzen Otitis externa (Pat. Erythem des Injektionsortes (Pat.
(Pat. 001) 003) 002 und 003)

Infektion der Biopsie- | Hamatom an der Injektionsstelle

Muskelkrampf (Pat. 001) | 1016 (Pat. 003) (Pat. 002)

CK- Erhéhung (Pat. 005) | Otitis media (Pat. 004)

Tab. 4.5.1.1 Uberblick Uber die unerwiinschten Ereignisse, die wahrend der Studiendauer auftraten. Alle
bildeten sich komplikationslos und vollstandig zurlck.
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4.5.2 Auswirkungen auf Vitalzeichen

Die Behandlung mit TBC1269Z zeigte keinen signifikanten Einfluss auf Blutdruck oder
Herzfrequenz. Die Verlaufe der Vitalzeichen sind exemplarisch flr den ersten Studien-
tag und im Uberblick Giber den gesamten Studienverlauf in den Abbildungen 4.5.2.1 bis
4.5.2.6 dargestellt. Pat. 004 zeigte insgesamt grenzwertig pathologische Blutdruckwerte
von 140/100 mmHg, die fur eine latente Hypertonie sprechen. Die erhdhten Werte tra-
ten schon bei der Voruntersuchung auf und veranderten sich unter Therapie mit
TBC1269Z nicht. AulRerdem wies er vereinzelt eine erhdohte Herzfrequenz in Ruhe auf,
bei der Screeninguntersuchung 96/min und einmalig 104/min bei den Messungen an
Tag 1 bzw. 96/min an Tag 14. An den anderen Tagen lagen die Werte im Normbereich.
Eine Anderung der Kdérpertemperatur durch TBC1269Z lieR sich nicht feststellen. Keiner
der funf Patienten entwickelte erhohte Temperaturen oder Fieber im Verlauf der gesam-
ten Studie.
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Abb. 4.5.2.1 Systolischer Blutdruck an Tag 1 im Verlauf, Angabe in mmHg.
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Abb. 4.5.2.2 Diastolischer Blutdruck an Tag 1 im Verlauf, Angabe in mmHg.
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Abb. 4.5.2.3 Herzfrequenz an Tag 1 im Verlauf, Angabe in Schlage/Minute.
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Abb. 4.5.2.4 Blutdruck systolisch im Verlauf der Studie, Angabe in mmHg.
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Abb. 4.5.2.5 Blutdruck diastolisch im Verlauf der Studie, Angabe in mmHg.
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Abb. 4.5.2.6 Herzfrequenz im Verlauf der Studie, Angabe in Schlage/Minute.
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4.5.3 EKG

Nach Auswertung aller EKGs lieRen sich keine signifikanten Anderungen der Herzfre-
quenz bzw. des Herzrhythmus feststellen. Es fanden sich auch keine Erregungsausbrei-
tungs- oder Riickbildungsstérungen. In Abb. 4.5.3.1 werden die Mittelwerte der Uberlei-
tungs- bzw. Vorhof- und Kammererregungszeiten wie PQ-Zeit, QRS-Komplex und QT-

Zeit im Verlauf der Studie dargestelit.
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Abb. 4.5.3.1 Mittelwerte der PQ- und QT-Zeit sowie des QRS-Komplexes
(Angabe in ms) aller Patienten im Verlauf der Studie + Standardabweichung (SD).

Die einzigen Auffalligkeiten betrafen die Herzfrequenz. Drei Patienten (Pat. 002, 003
und Pat. 005) zeigten im EKG eine klinisch nicht symptomatische Sinusbradykardie, die
allerdings mit Ausnahme von Pat. 003 auch schon vor der ersten Medikation bestanden
hatte. Die Werte lagen dabei fur Pat. 002 an Studientag 1 (vor Therapie) bei 55/min, an
Tag 7 bei 52/min, an Tag 14 bei 59/min und an Tag 28 bei 57/min. Pat. 005 zeigte an
Tag 1 eine Frequenz von 53/min, an Tag 7 von 57/min, an Tag 14 von 59/min und an
Tag 28 einen Normalwert von 60/min. Pat. 003 zeigte nur einmalig an Tag 28 eine Bra-
dykardie von 58/min. Die Bradykardie wurde bei der Pulsauszahlung nicht immer er-
fasst. Die manuelle Pulsauszahlung wurde nicht gleichzeitig mit der EKG-Aufzeichnung
durchgefuhrt, was diesen Unterschied erklart. Bei der manuellen Pulsauszahlung lagen
die Werte meist im unteren Normbereich, d.h. bei 60-64 Schlagen pro Minute. Pat. 004
wies in den EKGs, in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Vitalzeichenmessun-
gen, eine Sinustachykardie auf (Abb. 4.5.3.2).
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Schlage/Min
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Abb. 4.5.3.2 Herzfrequenzen (in Schlage/Minute) laut EKG-Aufzeichnungen der
einzelnen Patienten im Verlauf der Studie. Alle Werte unter 60/min werden als
Sinusbradykardie gewertet und alle Werte tiber 90/min als Sinustachykardie.

4.5.4 Auswirkungen auf das Blutbild

4.5.4.1 Erythrozyten, Hamoglobin, Hamatokrit, MCV, MCH und MCHC

Die TBC1269Z-Therapie hatte keine klinisch relevanten Auswirkungen auf das rote
Blutbild (Tab.4.5.4.1.1).

Studientag Erythrozyten/pl Hamoglobin in g/dl Hamatokrit in I/]
0 490+0,18 15,06 £ 0,77 0,44 + 0,01
1 4,78 + 0,31 14,72 + 1,08 0,43 +0,02
2 4,89 + 0,24 14,98 + 1,13 0,44 + 0,02
4 4,84 + 0,25 14,84 + 1,22 0,43 £ 0,03
7 4,82 + 0,20 14,86 + 1,00 0,43 £ 0,02
10 4,77 £ 0,17 14,68 + 1,08 0,43 + 0,01
14 4,69 +0,12 14,56 + 0,85 0,42 + 0,01
28 4,78 £ 0,24 14,76 + 0,87 0,43 +0,02

Tab. 4.5.4.1.1 Erythrozyten, Hamoglobin und Hamatokrit (Absolutwerte) mit Standardabweichung (SD)
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Die Schwankungen der Mittelwerte von Erythrozyten, Hamoglobin und Hamatokrit lagen
bei weniger als 5% des Ausgangswertes. Allerdings zeigten sie alle gleichsinnig einen
Anstieg der Werte von Tag 1 zu Tag 2 mit folgendem Abfall der Werte bis Tag 14. An
Tag 28 waren sie wieder zu ihrem Ausgangswert zurlickgekehrt. Die Hamatokritwerte

von Tag 2 im Vergleich zu Tag 14 waren nur im t-Test signifikant (p=0,024) abgefallen.
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Abb. 4.5.4.1.1 Veranderungen von MCH und MCHC
(Angabe in pg bzw. g/dl mit Standardabweichung SD)
(* Anstieg zwischen Tag 2 bzw. Tag 4 und Tag 14

Abb. 4.5.4.1.2 Veranderungen von MCV
(Angabe in fl mit Standardabweichung SD)
(# Abfall zwischen Tag 1 bzw. Tag 2

signifikant) und Tag 14 nur im t-Test signifikant)

Die MCH-Werte vergrofRerten sich signifikant zwischen Tag 2 bzw. 4 und Tag 14, so-
wohl im t-Test (p=0,028 bzw. 0,011) als auch im Wilcoxon-Test (p=0,042 bzw. 0,041).
Die MCHC-Werte nahmen ebenfalls signifikant zwischen Tag 2 bzw. Tag 4 und Tag 14
(t-Test p=0,009 bzw. 0,003; Wilcoxon-Test p=0,043 bzw. 0,042) zu (Abb. 4.5.4.1.1). Die
MCV-Werte zeigten im t-Test einen signifikanten Abfall zwischen Tag 1 bzw. Tag 2 und
Tag 14 (p= 0,034 bzw. 0,025), dies lield sich im Wilcoxon-Test aber nicht bestatigen
(p>0,05) (Abb. 4.5.4.1.2). Auler den insgesamt im unteren bzw. knapp unter dem
Normbereich liegenden Erythrozytenzahlen von Pat. 005 (Tag 1: 4,47/pl; Tag 10:
4,57/pl, Tag 14: 4,54/pl) und minimal erhdhten MCH- (Tag 10:34,1 pg, Tag 28: 34,2 pg)
bzw. MCHC-Werten von Pat. 005 (Tag 28: 36,3 g/dl) und von Pat. 001 (Tag 14: 36,4
g/dl) lagen alle Werte der Patienten im Normbereich.
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4.5.4.2 Auswirkungen auf Leukozyten und Leukozytensubpopulationen

Die Leukozyten zeigten direkt nach Beginn der Therapie ein leichtes Absinken der Ge-
samtzahl von 6,15/nl £ 0,64 auf 5,92/nl £ 0,51 (97%) an Tag 2, stiegen danach (Tag 4)
uber den Ausgangswert auf 6,55/nl £ 0,73 (107%) an, und hielten sich bis zum Ende
der Behandlung bei etwa 104% vom Ausgangswert (Abb. 4.5.4.2.1). Die Veranderun-
gen sind nicht signifikant. Die hohe Standardabweichung an Tag 28 wird durch Pat. 002

verursacht, der aufgrund einer Otitis media eine Leukozytenzahl von 8,47/nl aufwies.
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120% - —&— MW Leukozyten
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100% -

In % der Werte an Tag 1
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80% ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
vor 2 4 7 10 14 28
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Studientage

Abb. 4.5.4.2.1 Leukozytenzahlen in Prozent der Werte an Tag 1
(vor Beginn der Therapie). Angabe in % mit Standardabweichung (SD).
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Abb. 4.5.4.2.2 Lymphozyten und neutrophile Granulozyten in Abhangigkeit der

Werte an Tag 1. Angabe in % mit Standardabweichung (SD). (#¥ Lymphozyten-
abfall zwischen Tag 2 und Tag 7 nur im Wilcoxon-Test signifikant p=0,043)
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Die Lymphozyten zeigten einen Anstieg von Tag 1 bis Tag 4, fielen kurzzeitig ab (Tag
7), zeigten einen zweiten Gipfel an Tag 10 und fielen dann wieder ab. An Tag 28 hatten
sich die Werte wieder komplett normalisiert (Abb.4.5.4.2.2). Der Abfall der Lymphozyten
von Tag 2 bis Tag 7 wies im Wilcoxon-Test eine Signifikanz auf (p=0,043), im t-Test
nicht (p=0,055). Die neutrophilen Granulozyten zeigten nur geringe Schwankungen, ei-
nen Abfall an Tag 2 auf 3,77/nl £ 0,83 (95% des Ausgangswertes) und einen Anstieg
auf 4,31/nl £ 0,68 (109%) an Tag 7. Diese Veranderungen waren allerdings nicht signi-
fikant. Die Absolutwerte lagen alle innerhalb der physiologischen Grenzwerte. Nur Pat.
002 wies an Tag 28 aufgrund der Otitis media einen im Vergleich zu den vorhergehen-
den Ergebnissen angestiegenen Neutrophilenwert auf (6,16/nl). Die prozentual kleine-
ren Leukozytensubpopulationen wie eosinophile oder basophile Granulozyten und Mo-
nozyten zeigten ebenfalls einen Abfall direkt nach Behandlungsbeginn (um ca. 10%),
dann aber einen schwankenden Verlauf bis zum Ende der Studie. Es lieRen sich keine

signifikanten Veranderungen feststellen.

4.5.5 Einfluss von TBC1269Z auf die Syntheseleistung der Leber
und die Gerinnung

Unter Therapie mit TBC1269Z kam es, aul3er einem transienten Anstieg der y-GT, zu
keiner signifikanten Veranderung der Leberwerte oder der Gerinnung. Allerdings fand
sich ein erwahnenswerter Anstieg von Bilirubin und den Transaminasen. Nach zwei
Wochen Behandlung mit TBC1269Z stieg der Bilirubinwert im Mittel von 0,54 mg/dl +
0,17 auf 0,74 mg/dl + 0,28 an. Drei von flnf Patienten zeigten diesen Anstieg. Die Wer-
te selbst lagen in den physiologischen Referenzbereichen. Nur Pat. 002 wies am Tag
14 einen Bilirubinwert von 1,1 mg/dl auf, der sich au3erhalb der Norm befand (Abb.
4.5.5.1). Die Leberenzyme GOT und GPT zeigten wahrend der Behandlung keine Ver-
anderungen. Nach Absetzen der Medikation jedoch stiegen die GPT und besonders die
GOT an. Der Anstieg der GOT betraf vor allem Pat. 005, von 12 U/l an Tag 14 erhdhte
sich die GOT bei ihm auf 31 U/l an Tag 28. Dies liegt aullerhalb des Referenzwertes.
Bei der GPT zeigte sich ein ahnliches Bild, Pat. 005 stieg von 11 U/l (Tag 14) auf 16 U/,
Pat. 004 von 9 U/l (Tag 14) auf 19 U/l, die anderen drei Patienten wiesen relativ kon-
stante Werte auf. Im Gegensatz zur GOT blieben die Werte der GPT allerdings im
Normbereich (Abb. 4.6.5.2). Die y-GT zeigte von Tag 1 nach Tag 7 einen signifikanten
Anstieg (p=0,021), von Tag 2 bis Tag 14 (p=0,034) und Tag 7 bis Tag 14 (p=0,035) ei-
nen Abfall im t-Test. Der Tag-28-Wert der y-GT ist kritisch zu werten, da hier die Werte
von zwei Patienten (Pat. 003 und 004) fehlen (Abb. 4.5.5.2). Die Konzentration der Al-
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kalischen Phosphatase im Blut wurde durch die Medikation nicht beeinflusst. Gesamt-
eiweil® sowie Albumin zeigten sich vor, wahrend und nach der Behandlung konstant.
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Abb. 4.5.5.1 Bilirubin im Verlauf der Studie, Angabe in mg/dl.
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Abb. 4.5.5.2 Transaminasen und y-GT wahrend der Studie. Angabe in U/I,

MW mit Standardabweichung (SD).

(y-GT: * Anstieg zwischen Tag 1 und Tag 7 p=0,021, signifkant im t-Test;)

(y-GT: #4: Abfall zwischen Tag 2 und 14 p=0,034, signifikant im t-Test)

(y-GT: #,: Abfall zwischen Tag 7 und Tag 14 p=0,035, signifikant im t-Test.)
Bei der Gerinnung lie3en sich keine klinisch wirksamen Veranderungen durch die Medi-
kation feststellen. Besonders die aPTT und die INR zeigten konstante Werte. Beim
Quickwert fanden sich sinkende Werte, jedoch ohne statistische Signifikanz. Die Werte

bewegten sich zwischen 110% + 11,4 an Tag 1 und 105% + 12,8 an Tag 14. Bis Tag 28
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blieb der Quickwert in diesem Bereich (103% + 15,8). Alle Werte lagen innerhalb des
physiologischen Normbereichs (Abb.4.5.5.3).
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Abb. 4.5.5.3 Gerinnungsparameter in % der Werte an Tag1.
MW und Standardabweichung (SD).

Die Thrombozytenzahlen der Patienten bewegten sich wahrend der gesamten Studien-
dauer im Referenzbereich (Abb. 4.5.5.4). Nach Abschluss der Medikationsgabe fielen
sie jedoch signifikant ab, im Mittel von 263/nl = 40,8 an Tag 14 auf 243/nl = 34,3 an Tag
28 (t-Test p=0,049, Wilcoxon-Test p=0,043).
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Abb. 4.5.5.4 Thrombozytenzahlen im Verlauf in % der Werte an Tag1. MW mit

Standardabweichung (SD). (*: Abfall von Tag 14 bis Tag 28 signifikant;
t-Test p=0,049, Wilcoxon-Test p=0,043)
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4.5.6 Einfluss der Anti-Selektin-Therapie auf Niere und Elektrolythaushalt
Die Elektrolytkonzentrationen und die Harnsaurewerte wurden durch die Injektionen mit
TBC1269Z in keiner Weise beeinflusst. Allerdings zeigte der Kreatininwert im Verlauf
der Behandlung einen langsamen, aber stetigen Anstieg (Abb. 4.5.6.1). Im Mittel belief
sich der Anstieg von 0,69 + 0,19 mg/dl (Tag 1) auf 0,75 + 0,06 mg/dl (Tag 14). Die Zu-
nahme von Tag 2 zu Tag 7 war signifikant (t-Test p=0,031, Wilcoxon-Test p=0,043).
Nach Ende der Behandlung fielen die Werte wieder ab. Die Werte bewegten sich dabei
immer innerhalb der physiologischen Grenzen.
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Abb. 4.5.6.1 Kreatininwerte in % der Werte an Tag 1. MW mit Standard-

abweichung (SD). (*: Anstieg von Tag 2 nach Tag 7 signifikant;
t-Test p=0,031, Wilcoxon-Test p= 0,043)

4.5.7 Einfluss von TBC1269Z auf Stoffwechselprodukte
Die Blutzuckerwerte wurden durch TBC1269Z nicht verandert. Die Blutfette (Cholesterin

und Triglyzeride) waren bei einzelnen Patienten von Anfang an erhoht, wurden aber

nicht durch die Therapie beeinflusst.

64



4. Ergebnisse

4.5.8 TBC1269Z-Therapie und die Enzyme LDH und Kreatinkinase

Auf die LDH nahm die Medikation keinen Einfluss. Aber die Kreatinkinase (CK) zeigte
bei zwei Patienten einen deutlichen Anstieg (Abb. 4.5.8.1).
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Abb. 4.5.8.1 CK-Einzelwerte im Verlauf der Studie. Angabe in U/I.
(Referenzbereich: Frauen bis 70 U/l, Manner bis 80 U/I.)

Pat. 001 zeigte an Tag 7 eine Verdopplung und bis Tag 14 eine Vervierfachung seiner
CK-Werte (116 U/l), die sich nach Absetzen von TBC1269Z normalisierten. An Tag 28
lagen die Werte fir die CK mit 22 U/l wieder im Referenzbereich. Pat. 005, der wahrend
der Injektionen vollig unauffallige CK-Werte hatte (vor Behandlung 42 U/l, danach Werte
zwischen 23 und 29 U/l), wies an Tag 28 plotzlich einen CK-Wert von 445 U/l auf. Kli-
nisch zeigte der Patient keine Symptome, zur Sicherheit wurde die herzmuskelspezifi-
sche CK-MB (Kreatinkinase-lsoenzym MB) bestimmt, um einen Herzinfarkt auszuschlie-
Ren. Die CK-MB lag unter 6%, war damit unauffallig. Bei einer Kontrolluntersuchung zwei

Wochen spater hatte der Patient wieder einen normalen CK-Wert von 28 U/l. Insgesamt
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konnten keine signifikanten Veranderungen durch die Therapie mit TBC1269Z nachge-

wiesen werden.

4.6 Durchflusszytometrische Analysen (FACS)
Zur Untersuchung der Wirkungen von TBC1269Z auf die Subpopulationen der Lympho-

zyten im peripheren Blut fihrten wir FACS-Messungen durch. Uns interessierte dabei
die Anzahl der T-Zellen sowie deren Untergruppen, die CD4+ bzw. CD8+T-Zellen, die
Zahl der B-Zellen und der NK-Zellen.

4.6.1 T-Zellen (CD3+Zellen)

Die Patienten zeigten keine einheitlichen Veranderungen der T-Zell-Werte. Drei von funf
zeigten zunachst einen Abfall der Zellzahlen, zwei dagegen einen leichten Anstieg.
Nach zwei Wochen fand sich bei allen Patienten, aul3er Pat. 005, eine Zunahme der T-
Zellen (Abb.4.6.1.1).
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Abb. 4.6.1.1 Anzahl der T-Zellen (CD3+Zellen) im peripheren Blut
dargestellt als Einzelwerte der Patienten (Zellen/pl).
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Abb. 4.6.1.2 Anzahl der T-Zellen (CD3+Zellen) im peripheren Blut
als Mittelwerte mit Standardfehler des Mittelwerts (S.E.M.).

Die Veranderungen (Abb. 4.6.1.2) des Mittelwertes der T-Zellzahl waren nicht signifikant.

4.6.2 CD4+ und CD8+T-Zellen

Als nachstes untersuchten wir das Verhalten der beiden wichtigsten Subpopulationen
der T-Zellen, die CD4+ und CD8+T-Zellen. Bei Patient 002 stiegen die CD4+ und
CD8+Zellen gleichsinnig an, wie zuvor die Gesamtzahl der CD3+Zellen. Pat. 005 war,
wie bei den CD3+T-Zellen, der einzige, der in der zweiten Behandlungswoche einen
Abfall der CD4+ und CD8+T-Zellen aufwies (Abb. 4.6.2.1 und Abb. 4.6.2.2).
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Abb. 4.6.2.1 CD4+Zellen im Blut Abb. 4.6.2.2.CD8+Zellen im Blut
Angabe in Zellen/p Angabe in Zellen/pl.

67



4. Ergebnisse

Die Mittelwerte der CD4+ und CD8+Zellen zeigten keine signifikanten Veranderungen
unter der Therapie mit TBC1269Z (Abb. 4.6.2.3 und Abb. 4.6.2.4).
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Abb. 4.6.2.3 CD4+Zellen als Mittelwerte
mit Standardfehler des Mittelwerts (S.E.M.).
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Abb. 4.6.2.4 CD8+Zellen als Mittelwerte
mit Standardfehler des Mittelwerts (S.E.M.).

Interessant ist, dass zwei Wochen nach Ende der Behandlung die T-Zellen(CD3+) ge-

samt, die CD4+ und CD8+T-Zellen einen deutlichen Abfall im peripheren Blut zeigten, der

noch unter dem Ausgangswert an Tag 1 liegt. Dies kann man gut in Abb. 4.6.2.5 erken-

nen, in der die Zellzahlen der CD3+T-Zellen im Vergleich mit den Subpopulationen (CD4+

und CD8+T-Zellen) dargestellt sind. Auch diese Befunde sind jedoch nicht signifikant.
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Abb. 4.6.2.5 Mittelwerte der Zellzahlen/ul der CD3+T-Zellen und
ihrer Subpopulationen (CD4+ und CD8+Zellen) mit Standardfehler des Mittelwerts
(S.E.M.) im peripheren Blut im Verlauf der Studie.
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4.6.3 B-Zellen und NK-Zellen

Die B-Zellen konnten wir anhand ihrer CD19-Positivitat identifizieren. Sie zeigten im Mit-
tel einen diskreten Ruckgang im peripheren Blut von 238 + 23 Zellen/pl an Tag 1 auf
205 + 28 an Tag 7 bzw. 191 + 25 Zellen/ul an Tag 14 (Abb. 4.6.3.1). Die Anzahl verrin-
gerte sich auch nach Ende der Behandlung mit TBC1269Z, so dass der Wert an Tag 28
bei 177 £ 46 Zellen/pl lag. Die NK-Zellen ermittelten wir Uber ihre CD3-Negativitat und
CD16- sowie CD56-Positivitat. Sie zeigten zunachst ein diskretes Absinken der Zahlen
in den ersten sieben Tagen und dann ein Ansteigen im peripheren Blut. An Tag 1 ermit-
telten wir 233 £ 32 Zellen/ul, an Tag 7 188 *+ 27 Zellen/ul und an Tag 14 221 + 57 Zel-
len/pl (Abb. 4.6.3.2). Im Gegensatz zu den T-Zellen ist die Anzahl im Blut jedoch nach
Absetzen der Behandlung mit TBC1269Z nicht abgefallen, sondern weiter angestiegen

auf 258 + 68 Zellen/ul an Tag 28. Auch diese Veranderungen waren nicht signifikant.
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Abb.4.6.3.1 B-Zellen (CD19+) Abb. 4.6.3.2 NK- Zellen (CD56+/CD16+)
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Patientendaten (vor Therapie n=3, sonst n=5) Patientendaten (vor Therapie n=3, sonst n=5)
mit Standardfehler des Mittelwerts (S.E.M.). mit Standardfehler des Mittelwerts (S.E.M.).
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5. Diskussion

5.1 Notwendigkeit neuer innovativer Therapeutika

Trotz intensiver klinischer Forschung zur Entwicklung neuer Psoriasis-Therapeutika gibt
es bisher keine kurative Behandlung der Psoriasis. Alle zur Verfugung stehenden Be-
handlungen zeigen Limitierungen: sie wirken entweder nur bei einem bestimmten Teil
der Patienten oder verursachen betrachtliche unerwinschte Wirkungen. Der Bedarf an
neuen, wirksameren Therapien, die vor allem ein besseres Sicherheitsprofil aufweisen
und damit auch fur eine Langzeittherapie geeignet sind, ist hoch. Das heute diskutierte
Modell der Immunpathogenese der Psoriasis und die neuen Produktionstechniken er-
leichtern die Entwicklung neuer Therapeutika. Eine dieser innovativen Neuentwicklun-
gen ist das ,small molecule drug“ TBC1269Z, das hier erstmals bei Patienten mit Psori-
asis zur Anwendung kam. Andere Substanzen sind die so genannten Biologics, die in
lebenden Zellen produziert werden und entweder die Funktion normaler menschlicher
Proteine imitieren oder durch Interaktion mit Proteinen oder Rezeptoren deren Wirkung
inhibieren. Etwa 20 Biologics zur Behandlung der Psoriasis befinden sich zurzeit in un-
terschiedlichen Stadien der klinischen Erprobung. Einige sind zwischen 2002 und 2005
fur die Behandlung der mittelschweren bis schweren Psoriasis bzw. Psoriasis-Arthritis
zugelassen worden (Raptiva®, Enbrel®, Remicade® und Humira®). Es gibt bereits ge-
nigend Erfahrung mit den Praparaten, um zu belegen, dass die Biologics eine gute Op-
tion fur die Kurzzeittherapie und moglicherweise sogar fur die Langzeittherapie darstel-
len, mit einem besseren Sicherheitsprofil, einer besseren Vertraglichkeit und Annahme
durch die Patienten (Philipp S et al., 2006).

Allerdings haben auch die Biologics ihre Einschrankungen. Die klinischen Ansprechra-
ten und die Wirkungseintritte der Praparate sind sehr unterschiedlich. Noch ist unklar,
warum nur ein Teil der Patienten auf die Behandlung anspricht. Auch fehlen zum Tell
noch Daten in der Langzeiterfahrung, besonders im Hinblick auf erhdhte Risiken flr In-
fektionen oder die Entstehung von Lymphomen (Boehncke WH et al., 2003, Sterry W et
al., 2004). AulRerdem sind 6konomische Faktoren zu berlicksichtigen (Marchetti A et al.,
1998). Die Biologics als innovative Praparate sind zurzeit noch sehr teuer. Hier kdnnten
die ,small molecule drugs® wie TBC1269Z eine gunstige und sichere Alternative bieten.
Ein weiteres Problem von Biologics, grolimolekularen Proteinen, ist die Bildung von An-

tikdrpern gegen die Substanz. In Studien mit Infliximab konnten bei 24% der Patienten
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ohne weitere immunsuppressive Therapie und bei 14% mit anderer immunsuppressiver
Therapie Antikorper gegen Infliximab nachgewiesen werden. Bei Morbus Crohn Patien-
ten wurde eine Assoziation zwischen hohen Titern von Antikdrpern gegen Infliximab
und einem kurzeren therapeutischen Ansprechen beschrieben. Bei Etanercept konnten
bei einzelnen Patienten Antikoérper (je nach Untersuchung 1-4%) nachgewiesen wer-
den, allerdings keine neutralisierenden Antikorper. Bei Efalizumab treten Antikorper ge-
gen die Substanz in ca. 6% der Falle auf, bisher gibt es allerdings keine Hinweise auf
eine inhibitorische Wirksamkeit dieser Antikoper (Fachinformationen Remicade® 2006,
Enbrel® 2006, Raptiva® 2006). TBC1269Z als kleines Molekul besitzt hier einen Vorteil.
Die Antigenitat eines kleinen Molekuls ist meistens geringer, als die von grof3en Protei-

nen.

5.2 Verwendung von TBC1269Z zur Therapie der Psoriasis

Da bei der Psoriasis die Ubermallige Einwanderung von Entziindungszellen in das be-
troffene Gewebe eine wichtige Rolle spielt, ist die Unterbrechung dieser Einwanderung,
z.B. durch Hemmung der Adhasion an der Gefallwand, ein interessanter Ansatzpunkt.
Hierbei spielen die Selektine eine wichtige Rolle (Friedrich M et al., 2003, Schén MP et
al., 2003, Ley K et al., 2003). Sie sind fur den ersten Schritt der Migration verantwort-
lich, vermitteln die ersten Kontakte der Leukozyten mit den Zellen der GefalRwand, da-
mit die Aktivierungsfaktoren, wie z.B. Chemokine, die auf der Endothelzelloberflache
angelagert sind, durch Leukozyten erkannt werden kdnnen. Die Aktivierung der Zellen
bewirkt dann z.B. Uber Konformationsanderungen von LFA-1 eine erhdhte Affinitat zu
den Adhasionsmolekilen der Immunglobulin-Superfamilie wie ICAM-1 oder ICAM-2 auf
den Endothelzellen. Dies fuhrt zu einer festen Adharenz, die fur die Auswanderung der
Zellen notwendig ist (Schon MP et al., 2003). E-Selektin wird auf aktivierten Endothel-
zellen exprimiert, P-Selektin auf Endothelzellen und Thrombozyten und L-Selektin auf
vielen Leukozyten (Ley K et al., 2003). Die naturlichen Liganden sind komplexe Makro-
molekile, die bestimmte Kohlenhydratstrukturen auf ihrer Oberflache tragen. Eine die-
ser Kohlenhydratstrukturen ist sialyl-LewisX, ein Tetrasaccharid, das als Endstlck vieler
leukozytarer Glykoproteine oder -lipide vorkommt (Ehrhardt C et al., 2004; Varki A
1994). An dieser Stelle greift TBC1269Z ein. Es wurde durch rationales Studiendesign
generiert, d.h. die gewlinschte Struktur iber Computermodelle entwickelt und danach
chemisch synthetisiert. Seine Struktur imitiert die Selektin-Liganden-Bindungstelle und

verhindert dadurch kompetitiv die Bindung zwischen den Selektinen und ihren Ligan-
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den. TBC1269Z bindet an die Selektine wesentlich potenter als der natirliche Ligand
sLex (Aydt E et al., 2002, Kogan TP et al., 1995 und 1998). Die ersten Untersuchungen
zur Wirksamkeit von TBC1269Z wurden an leukozytaren Zelllinien und an SCID-Maus-
Modellen vorgenommen. Es zeigte sich, dass TBC1269Z die Bindung humaner Leuko-
zyten an E- und P-Selektin hemmen kann. AulRerdem flihrte es nach drei Wochen An-
wendung zu der Ruckbildung psoriatischer Plaques bzw. verhinderte die Entstehung
von Psoriasislasionen im Mausmodell (Friedrich M et al., 2006). In Phase 1 und 2 Stu-
dien wurde TBC1269Z sowohl gesunden Probanden als auch Patienten mit Asthma
bronchiale inhalativ und intravends appliziert. Alle Ergebnisse wiesen auf ein gutes Si-
cherheitsprofil in der Kurzzeitanwendung hin (Aydt E et al., 2002).

Auler TBC1269Z sind noch weitere Selektin-Antagonisten in der Entwicklung. Einige
experimentelle Ansatze, die auf Selektin-Antagonismus ausgerichtet waren, wurden al-
lerdings aus verschiedenen Grunden nicht weiter verfolgt. Cylexin, ein kleinmolekulares
sLex-Kohlenhydratanalogon, zeigte sich aufgrund der unguinstigen Pharmakokinetik
(kurze HWZ) und der geringen Bindungsaffinitat in klinischen Studien ineffektiv (Schon
MP et al., 2003). CDP-850, ein monoklonaler Anti-E-Selektin-Antikorper, zeigte in einer
klinischen Studie mit 13 Patienten keine Effektivitat. Er verminderte weder die klinische
Symptomatik noch die Anzahl der neutrophilen Granulozyten oder Lymphozyten in der
Haut (Bhusan M et al., 2002). Ein monoklonaler Antikdrper gegen L-Selektin wies in ei-
ner placebokontrollierten Studie mit 20 Psoriasis-Patienten ebenfalls keine klinische
Wirksamkeit auf (Hardtke M, 2006).

Efomycine M, ein E- und P-Selektin-Antagonist, zeigte in vitro die Fahigkeit, die Bin-
dung von Leukozyten an E- und P-Selektin zu blockieren. Bei der intravitalen Mikrosko-
pie von Mausohrgefal3en konnte ein Ruckgang der Anzahl rollender Leukozyten nach-
gewiesen werden. In zwei Psoriasis-Maus-Modellen fand sich ebenfalls eine Effektivitat
von Efomycine M. Es flihrte zu einer dem Immunsupressivum Ciclosporin vergleichba-
ren Ruckbildung der Hautlasionen. Histologisch konnte ein Rickgang der Epidermisdi-
cke und des zellularen Infiltrats demonstriert werden (Schon MP et al., 2002). Erfahrun-
gen beim Menschen liegen noch nicht vor.

Der von uns verwendete Panselektin-Antagonist TBC1269Z zeigte sowohl in den in-
vitro-Untersuchungen als auch in vivo in den Maus-Modellen gute Resultate (Friedrich
M et al., 2006, Schdon MP et al., 2002). Die Selektin-Antagonisten, die nur gegen ein Se-
lektin gerichtet sind, zeigten in den vorklinischen Untersuchungen gute Ergebnisse, ver-

sagten aber in der klinischen Anwendung. Eine madgliche Erklarung bietet die hohe Re-
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dundanz der Wirkungen zwischen den einzelnen Selektinen. Die einzelnen Selektine
konnen die Funktionen der anderen zum Teil Ubernehmen bzw. ersetzen, besonders E-
und P-Selektin, die hauptsachlich fur die Bindung der Leukozyten an die Gefallendothe-
lien verantwortlich sind, aber auch L-Selektin. Endothelzellen kénnen in chronisch ent-
zindlicher Haut nicht nur E-und P-Selektin exprimieren, sondern auch periphere
Lymphknotenadressine, Liganden fur L-Selektin (Schon MP et al., 2003, Tietz W et al.,
1998). Untersuchungen von Kulidjian AA et al. untermauern dies. In einem Mausmodell
zeigte sich bei einer durch TNF-a induzierten Entzindung der Haut, dass E-Selektin in
die Extravasation der Leukozyten involviert, aber nicht essentiell ist. P-Selektin kann die
E-Selektin-Funktion Ubernehmen. Funktionelle Abwesenheit von E- oder P-Selektin al-
lein beeintrachtigte die Migration nicht, die Hemmung beider Selektine aber signifikant
(Kulidjian AA et al., 2002). Ein Panselektin-Antagonist wie TBC1269Z, der alle drei Se-
lektine hemmt, kdnnte also besser geeignet sein, die Migration zu hemmen, als ein An-
tagonist gegen einzelne Selektine. Ein therapeutischer Einsatz von TBC1269Z zur Be-

handlung der Psoriasis erschien daher sinnvoll.

5.3 Studiendesign

Aus den Erfahrungen mit den anderen Selektin-Antagonisten, die in praklinischen Mo-
dellen wirksam waren, aber in klinischen Studien versagten, und dem Wissen, dass die
positiven Daten aus den SCID-Maus-Modellen nicht ohne weiteres auf den Menschen
ubertragen werden kdnnen, entschieden wir uns zunachst im Rahmen einer kleinen of-
fenen ,proof of concept®-Studie mit 5 Patienten, erste Hinweise zur Wirksamkeit von
TBC1269Z und seiner Sicherheit und Vertraglichkeit bei der Behandlung der Psoriasis
beim Menschen zu analysieren. Zwei Wochen sind in Anbetracht der sonst deutlich lan-
geren Therapiezeiten, die bei der Psoriasis notwendig sind, sehr kurz. Die Toxizitatsda-
ten erlaubten jedoch nur eine Anwendung Uber zwei Wochen, da die Sicherheitsdaten
bei grolen Saugern Uber eine langere Anwendung von TBC1269Z noch fehlten. Die
systemische Bioverflugbarkeit nach subkutaner Gabe war durch Untersuchungen noch
nicht belegt. Darum wahlten wir die intralasionale Applikation der Substanz in eine fest-
gelegte Ziellasion, der an anderer Lokalisation eine Vergleichslasion gegenibergestellt
wurde. Dies ermdglichte die Beurteilung lokaler Reaktionen im Vergleich zu mdglichen
systemischen Wirkungen. Wir fuhrten zusatzlich Pharmakokinetik-Untersuchungen
durch, um die systemische Bioverfligbarkeit zu ermitteln. Die bisher verwendete i.v.-

Applikation von TBC1269Z war fur unsere Studie nicht geeignet, da die kurze Halbwert-
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zeit bei i.v.-Gabe (Halbwertzeit dosisabhangig bis zu 4 Stunden) (Meyer M et al., 2005)
eine mehrfache tagliche Gabe notwendig gemacht hatte. Bei einer chronischen Erkran-

kung wie der Psoriasis ist ein solches Vorgehen nicht praktikabel.

5.3.1 Statistik

Die Aussagekraft einer statistischen Auswertung der Daten bei einer Fallzahl von 5 Pa-
tienten ist mit Vorsicht zu beurteilen. Um einen statistisch gesicherten Nachweis der Ef-
fektivitat von TBC1269Z (z.B. eine hypothetische Verbesserung der PASI-Werte um
20%) zu fuhren, ware eine deutlich hohere Fallzahl erforderlich gewesen. AuRerdem
ware in diesem Fall auch eine Kontrollgruppe von Patienten mit einer anderen Stan-
dardtherapie und/oder mit Placebo notwendig gewesen. Wir verfolgten mit dieser Studie
aber nur das Ziel, erste Hinweise auf die Wirksamkeit und Vertraglichkeit zu finden. Die
statistischen Signifikanzen, die wir mittels t-Test und Wilcoxon-Test ermittelten, kdnnen
auf jeden Fall als Anhaltspunkt fur Wirksamkeit und Vertraglichkeit benutzt werden,
mussen allerdings in folgenden Studien mit hdheren Fallzahlen, Placebokontrolle und

langerer Therapiedauer nachgepruft werden.

5.4 Wirksamkeit von TBC1269Z

Als Hauptkriterium der Wirksamkeit wurde die Veranderung des PASI-Wertes gewahlt.
Alle Patienten profitierten von der Therapie. Bei den untersuchten funf Patienten zeigte
sich nach der kurzen Behandlungsdauer von zwei Wochen eine signifikante Abnahme
des PASI von im Durchschnitt 25%. Die klinische Besserung bestatigte sich auch im
histologischen Befund. Vier von funf Patienten wiesen eine Abnahme der Epidermisdi-
cke auf, im Durchschnitt um 36 ym = 30 ym, maximal um 80 um. Zusatzlich konnte in
weiteren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe ein Rickgang der CD3mRNA in der
|l&sionalen Haut nachgewiesen werden. Dies lakt eine Abnahme des Lymphozytenin-
filtrats vermuten (Friedrich M et al., 2006). Die Besserung des Hautbefundes liel3 sich
mit dem PGA, der ein globales Mal} fur den Schweregrad der Psoriasis darstellt, noch

nicht erfassen.
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5.4.1 Vergleich mit anderen Therapien

Eine Gegenuberstellung mit den Biologics, die in der Entwicklung oder bereits in der Kili-

nischen Anwendung sind, zeigt, dass die Wirksamkeit von TBC1269Z im entsprechen-

den Zeitrahmen den Biologics vergleichbar ist (Tab. 5.4.1.1).

Substanz Patienten- | PASI PASI- Abnahme der Abnahme
anzahlin |zu Beginn Abnahme Epidermisdicke der CD3+
der Studie nach zwei Zellen in

Wochen der Haut

TBC1269Z2 5 12,8+1,9 25% 36 um CD3mRNA

-Abnahme
bei4/5
Patienten

Infliximab 33 221+ 11,5 bzw. |30 bzw. 43% [47,9 ym bzw. 33,6 um|Ja

5 bzw 10 mg/kg 26,6 + 10,3

Etanercept 583 Median 16 bzw. 18% |Keine Angabe Keine

2 X 25 bzw. zwischen 16 Angabe

50 mg/Woche und 16,9

Efalizumab 39 22,85 bzw. 25,7 |9,5 bzw. 22% |Nach 4 Wochen: Ja

0,3 — 1,0 mg/kg 40 pm bzw. 104 pym

Alefacept 229 Median 10% Nur Auswertung von |Ja

15 mg/Woche zwischen 14 Patienten, die als

und 20 Responder eingestuft
wurden (12/22): ca.
85 um

Tab. 5.4.1.1 Vergleich unterschiedlicher Biologics mit TBC1269Z nach zwei Wochen Therapie. Als Para-
meter sind der PASI-Ausgangswert und die Verbesserung nach 2 Wochen in % vom Ausgangswert sowie
die Abnahme der Epidermisdicke und der CD3+Zellen in der Haut angegeben (Referenzen s. Text).

Vergleicht man die von uns erhobenen Daten mit Studien von Infliximab, einem der bis-
her wirksamsten bekannten Biologics in der Psoriasistherapie, fuhrt eine zweiwochige
Behandlung zu ahnlichen Ergebnissen wie TBC1269Z. Infliximab ist ein monoklonaler
Antikorper gegen TNF-a, welches als proinflammatorisches Zytokin in der Pathogenese
der Psoriasis eine vorherrschende Rolle spielt. In einer Studie mit 33 Patienten, die
entweder Placebo oder 5 bzw. 10 mg Infliximab erhielten (Gottlieb AB et al., 2003,
Chaudhari U et al., 2001), zeigte sich nach zwei Wochen eine signifikante PASI-
Abnahme von etwa 30 bzw. 43%. Auch die Reduktion der Epidermisdicke, die bei
TBC1269Z im Schnitt 36 um betrug, ist mit Infliximab vergleichbar. In der 5-mg-Gruppe
betrug die Abnahme nach zwei Wochen 47.9 um, in der 10-mg-Gruppe 33,6 um.
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Auch bei Efalizumab, das seine Wirksamkeit zum Teil wie TBC1269Z Uber die Migrati-
onshemmung entfaltet, finden sich ahnliche Resultate. In einer Studie mit 39 Patienten
(Gottlieb AB et al., 2002) wurden die Patienten entweder mit einer Dosis von 0,3 mg/kg
pro Woche oder nach einer initialen Dosis von 0,3 mg/kg KG nachfolgend mit 0,6 bzw
1,0mg/kg KG behandelt. Der PASI-Score verminderte sich in den beiden Gruppen nach
2 Wochen um 9,5% bzw. 22,2%. Die erste Messung der Abnahme der Epidermisdicke
wurde allerdings erst nach 28 Tagen durchgefuhrt. Die Abnahme war signifikant und
bewegte sich im Mittel um 40 ym (Dosis von 0,3 mg/kg pro Woche) bzw. 104 ym (initial
0,3 mg/kg, gefolgt von 0,6 bzw. 1,0 mg/Woche). Es zeigte sich fur die beiden oben ge-
nannten Gruppen auch eine signifikante Abnahme der T-Zellen in der Epidermis, vor al-
lem in den ersten 28 Tagen.

Etanercept ist ein Fusionsprotein, das wie Infliximab gegen TNF-a gerichtet ist. In der
Gruppe, die 2 x 25 mg/Woche erhielt, fand sich nach zwei Wochen eine PASI-
Verbesserung um 16%, bei der 2 x 50 mg-Gruppe um 18%. Leider liegen uns keine his-
tologischen Untersuchungen vor, so dass hier kein direkter Vergleich mit unseren Er-
gebnissen madglich ist (Papp KA et al., 2005; Gaspari AA et al., 2002). Bei einer Alefa-
cept-Studie mit 229 Patienten war der PASI-Score nach zwei Wochen um ca. 10% ver-
mindert, nach 12 Wochen lagen die Raten je nach Dosisgruppe bei 38-53%. Unter The-
rapie zeigte sich auch schon nach 2 Wochen eine Verminderung der CD4+ und
CD8+Gedachtniszellen im Blut sowie der CD3+T-Zellen in der Haut (Ellis CN et al.,
2001, Chamian F et al., 2005). Im Vergleich zu den Biologics zeigt TBC1269Z nach den
ersten Daten eine gute Wirksamkeit, und eine weitere Entwicklung scheint sinnvoll.

Ein Vergleich mit den bewahrten systemischen Standardtherapien ist nur begrenzt mog-
lich. Zum einen liegen fur diese Behandlungen nur wenige validierte klinische Studien
vor, zum anderen findet man kaum Daten, die zum direkten Vergleich der Wirksamkeit
nach 2 Wochen Therapie herangezogen werden konnten. Die klassischen Systemthe-
rapeutika bei Psoriasis wie MTX und CyA weisen zahlreiche Nebenwirkungen (Hepato-
toxizitat von MTX, Nephrotoxizitat und Neurotoxizitat von Ciclosporin) und damit auch
Kontraindikationen auf, die ihre Anwendung einschranken, speziell in der Langzeitan-
wendung (Philipp S et al., 2006). Bei der Fumarsaure setzt die Wirkung erst spat ein,
nach ca. 4-6 Wochen, da man die Dosierung aufgrund der bekannten gastrointestinalen
Nebenwirkungen langsam einschleichen muss. Ein Vergleich der Wirksamkeit nach
zwei Wochen ist dadurch nicht moglich.

In einer Konsensuskonferenz fuhrender Dermatologen (Sterry W et al., 2004) wurde
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den Biologics eine wichtige Rolle in der jetzigen und zuklnftigen Psoriasistherapie ein-
geraumt, da sie ein besseres Sicherheitsprofil aufweisen. AuRerdem sind sie bei Patien-
ten einsetzbar, die gegen die bekannten systemischen Therapien Kontraindikationen
besitzen. TBC1269Z kdnnte, ahnlich wie die Biologics, eine Bereicherung der bisher Ub-

lichen Therapieschemata darstellen.

5.4.2 Wirkungsdauer

Bei TBC1269Z zeigte sich, ahnlich wie bei Efalizumab (Leonardi CL 2004), ein rascher
Verlust der Effektivitat nach Absetzen. Nach Ende der Behandlung mit TBC1269Z kam
es bei drei Patienten zu einem Relapse (PASI-Verschlechterung um 50%) innerhalb der
zweiwdchigen Nachbeobachtungsphase, bei einem Patienten sogar zu einem Rebound
(PASI-Verschlechterung Uber den Ausgangswert vor Therapie). TBC1269Z hat nur eine
kurze Halbwertzeit, in unserer Studie nach 14 Tagen Behandlung etwa 8 Stunden, und
verliert damit schnell seine migrationshemmende Wirkung. Moglicherweise befanden
sich nach der kurzen Behandlungsdauer noch viele aktivierte Immunzellen in der Haut,
die Uber eine Zytokinkaskade sofort wieder T-Zellen aus dem Blut rekrutierten, oder a-
ber die T-Zellen, die durch TBC1269Z an der Einwanderung gehindert wurden, befan-
den sich noch im peripheren Blut und wanderten nach Elimination von TBC1269Z sofort
wieder in die Haut ein.

Nach Absetzen von Efalizumab, das u.a. ebenfalls die Migration hemmt, trat in einer
Studie bei Respondern ein Relapse im Mittel nach 59-74 Tagen auf. Die Eliminations-
halbwertzeit der Substanz liegt bei 5,5-10,5 Tage, im steady-state bei 25 Tagen (Fach-
information Raptiva®, 2006). In bis zu 14% der Patienten werden Rebounds beschrie-
ben (Leonardi CL 2004). Efalizumab wird deshalb in Form einer Dauertherapie ange-
wendet. Das ist sicherlich auch bei TBC1269Z in Betracht zu ziehen.

Alefacept zeigt bei Respondern zum Teil eine sehr lange Wirksamkeit nach Absetzen,
im Schnitt von 7-9 Monaten (Ellis CN et al., 2001, Gottlieb AB, 2005). Diese lange Wirk-
dauer kdnnte an der Depletion und damit verminderter Anzahl von Gedachtnis-T-Zellen
liegen, die ein erneutes Auftreten der Psoriasislasionen verhindert. Bei einer Grof3zahl
der Patienten ist die Anzahl der zirkulierenden CD4+ und CD8+Lymphozyten im Blut
vermindert, so dass die speziellen autoreaktiven T-Zellen nicht schnell rekrutiert werden
konnen.

Bei Infliximab und Etanercept kommt es in der Mehrzahl der Falle nach einer Phase der

Erhaltung zum Rezidiv. Infliximab wird wahrend der Erhaltungstherapie normalerweise
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in achtwochigen Abstanden verabreicht. Die mittlere terminale Halbwertzeit liegt bei 8-
9,5 Tagen, es ist uber mindestens 8 Wochen im Serum nachweisbar. Beendet man die
Therapie, zeigt sich bei einigen ein lang anhaltender Effekt, meist aber kommt es lang-
sam zu einem erneuten Auftreten der Hautveranderungen (Gottlieb AB et al., 2003,
Cassano N et al., 2004). Bei Etanercept zeigten sich bei Patienten mit einer Psoriasis-
Arthritis innerhalb eines Monats nach Absetzen erneut Symptome, bei der Psoriasis
vulgaris trat ein Rezidiv im Schnitt nach drei Monaten auf (Fachinformation Enbrel®,
2006). Die Hemmung des Zytokins TNF-a fuhrt zur Entzindungshemmung und damit
Ruckbildung der Psoriasislasionen, nach Eliminierung der Antagonisten bzw. der Anti-
korper, und damit Beendigung der Wirkung, gewinnt die Hauterkrankung erneut an Ak-

tivitat.

5.4.3 Systemische Wirksamkeit

Die Pharmakokinetik-Untersuchungen in dieser Studie beweisen eine systemische Bio-
verfugbarkeit von TBC1269Z. Interessant im Hinblick auf die systemische Wirksamkeit
ist die Gegenulberstellung der Ziel- und Vergleichslasionen. Wir konnten bei der Ab-
nahme des Erythems, der Schuppung, der Induration oder der Flache der Plaques kei-
nen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Lasionen finden. Dies spricht gegen
eine lokale und fur eine systemische Wirksamkeit von TBC1269Z. Auch die Abnahme
des PASI-Scores, der ja auf den ganzen Korper bezogen ermittelt wurde und bei blof3er
lokaler Wirkung keine signifikante Veranderung erfahren hatte, legt eine systemische
Wirksamkeit nahe.

Die maximalen Konzentrationen, die eine, zwei bzw. vier Stunden nach Injektion von
TBC1269Z erreicht wurden, schwankten bei den Patienten an Tag 1 zwischen 1190 und
2420 ng/ml bzw. an Tag 14 zwischen 1300 und 5720 ng/ml. Die 24 Stunden nach Injek-
tion noch vorhandenen Konzentrationen bewegten sich bei vier Patienten von der unte-
ren Nachweisgrenze (29,9 ng/ml) bis zu Werten von maximal 179 ng/ml, bei einem Pa-
tienten lagen sie permanent deutlich héher, bei 259 bis 545 ng/ml. Bei diesem Patienten
(Pat. 001) haben wir weder im Sinne einer besseren Wirksamkeit noch im Sinne ver-
starkt auftretender unerwinschter Wirkungen eine positive Korrelation gefunden. Und
bei Pat. 002, der klinisch gut auf die Therapie ansprach, lagen die Konzentrationen teil-
weise (Tag 3-6) unter der Nachweisgrenze von 29,9 ng/ml. Insgesamt liel} sich zwi-
schen der Hohe der erreichten Plasmakonzentrationen und der klinischen Wirksamkeit

anhand des PASI keine positive Korrelation finden.
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Eine neue Phase-1-Studie (Pharmakokinetikstudie) mit TBC1269Z demonstriert, dass
nach einer taglichen Gabe von 200 mg TBC1269Z pro Tag ahnliche Plasma-
Konzentrationen der Testsubstanz erreicht werden, wie bei der Applikation von 300 mg
TBC1269Z pro Tag (Meyer M et al., 2007). Das lasst uns hoffen, dass mit einer einma-
ligen Gabe von 200 mg eine therapeutische Wirkung erreicht werden kann.

Die hoheren maximalen Plasmaspiegel bzw. die verlangerte HWZ von TBC1269Z beim
Vergleich der Daten von Tag 1 und Tag 14 sprechen fur eine leichte Akkumulation nach
zwei Wochen taglicher Therapie. Um genauere Aussagen treffen zu kdnnen, ist es not-
wendig, in folgenden Studien weitere Pharmakokinetik-Untersuchungen durchzufihren,
speziell in den ersten Stunden nach Injektion. Erst dann ist eine genaue Berechnung
der tatsachlichen TBC1269Z-Konzentration, der Bioverfugbarkeit und der genauen Eli-

minationsdaten maglich.

5.4.4 Anwendungsmaoglichkeiten

Aufgrund der kurzen Halbwertzeit von TBC1269Z ist zunachst die therapeutische Gabe
in Form einer Dauertherapie in Betracht zu ziehen. Daneben besteht aber auch die Op-
tion, TBC1269Z nach Abklingen eines akuten Schubes zur Erhaltung einer Remission
einzusetzen. Als Panselektin-Antagonist verhindert es die Einwanderung der aktivierten
T-Zellen in die Haut. Dieser Prozess steht am Anfang der Entziindungskaskade. Die
Anwendung von TBC1269Z in der Remission kénnte die Entstehung von Hautverande-
rungen von vornherein verhindern. Ahnliche Uberlegungen wurden schon fir den Ein-
satz von IL-10 gemacht. Nachdem es in ersten klinischen Studien seine Wirksamkeit
bei Psoriasis-Patienten bewiesen hatte (Asadullah K et al., 1999), wurde in einer weite-
ren Studie Uberpruft, ob es die erscheinungsfreie Zeit verlangern kann. 17 Patienten mit
bekannter Psoriasis in Remission wurden in die Studie eingeschlossen, sieben erhielten
Verum und zehn Placebo. Die Patienten wurden uber vier Monate beobachtet. In der
Placebogruppe zeigten neun Patienten einen Relapse, in der Verumgruppe nur zwei,
zudem war die Zeit bis zum Relapse in der Verumgruppe deutlich langer (101,6 + 12,6
Tage vs 66,4 £ 10,4 Tage) (Friedrich M et al., 2002). Eine vergleichbare Untersuchung
mit TBC1269Z ware wunschenswert. Im Hinblick auf die hohen Kosten der Biologics
wahrend einer Dauertherapie und den unerwlnschten Wirkungen der bekannten sys-
temischen Therapeutika wie Ciclosporin, Methotrexat oder Retinoiden bei Langzeitan-
wendung konnte nach Ende des akuten Schubs ein Wechsel zu TBC1269Z durchaus

vorteilhaft sein.
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Die taglichen Besuche in der Klinik fir die Injektionen waren wahrend der Studienzeit
kein Problem. Die Patienten erhielten insgesamt 6 ml TBC1269Z, d.h. drei Injektionen
taglich, da man nicht mehr als 2 ml Lésung pro Injektion subkutan applizieren kann. Die
tagliche subkutane Gabe von 6 ml TBC1269Z ware fur die spatere Daueranwendung
sicherlich nicht optimal. Neuere Untersuchungsergebnisse zeigen, dass nach Gabe von
200 mg (= 2ml) ein Plasma-Plateau erreicht wird, das durch Gabe hdherer Dosen nicht
deutlich gesteigert wird (Meyer et al., 2007). Dies stimmt mich optimistisch, dass in der
Zukunft mit einer einmaligen Gabe eine therapeutische Wirkung zu erreichen ist. Die
subkutanen Injektionen kdnnen ambulant verabreicht werden bzw. werden von den Pa-
tienten selbst durchgefiihrt. Gute Erfahrungen hat man dabei bereits mit den subkutan
zu injzierenden Therapeutika wie Efalizumab oder Etanercept gemacht (Craze M et al.,
2003).

Bei leichter Psoriasis sind die lokalen Therapien eine gute Alternative, aber bei schwe-
rem Befall mindern diese Therapieformen, wie z.B. das zeitaufwendige mehrmals tagli-
che Eincremen des Korpers, Verfarbungen durch lokale Therapien mit Dithranol, Ge-
ruchsbelastigung bei teerhaltigen Praparaten und die notwendigen Besuche beim Arzt
oder in der Klinik fur z.B. UV-Therapien, die Lebensqualitat der Patienten betrachtlich
(Finlay AJ et al., 2004, Sterry W et al., 2004). Im Vergleich zu den Biologics, die eben-
falls subkutan, intramuskular oder sogar intravends gegeben werden mussen, ist die
subkutane Gabe von TBC1269Z eine akzeptable Darreichungsform.

Wiunschenswert ware eine Maglichkeit der oralen Gabe von TBC1269Z. Im Gegensatz
zu den Biologics (Antikorper, Fusionsproteine etc.), die bei der oralen Aufnahme ver-
daut und damit unwirksam gemacht werden, ist es denkbar, eine oral verfugbare Verab-
reichungsform von TBC1269Z, einem kleinmolekularen Selektin-Antagonisten, zu ent-
wickeln. AuRerdem ist eine topische Applikation von TBC1269Z in der Entwicklung. In
einer Phase-2a-Studie konnten erste Hinweise fur die Vertraglichkeit und Wirksamkeit
einer 1%-Bimosiamose (TBC1269Z)-Mikroemulsion nachgewiesen werden (Friedrich M
et al., 2004).

5.5 Vertraglichkeit und Sicherheit der Therapie mit TBC1269Z

Die zweiwdchige Therapie mit TBC1269Z war insgesamt sehr gut vertraglich und zeigte
nur marginale Anderungen der untersuchten Sicherheitsparameter. Wahrend der ge-
samten Studiendauer kam es zu keinem schwerwiegenden unerwunschten Ereignis. Al-

le aufgetretenen Symptome waren mild bis maRig schwer ausgepragt und bildeten sich
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vollstandig zurtick. Nur bei den drei Reaktionen an der Injektionsstelle (Erythem bzw.
Hamatom bei 2/5 Patienten) ist die Medikation als moglicherweise ursachlich angese-
hen worden. Dies ist bei der subkutanen Injektion von Medikamenten nicht ungewohn-

lich, schon das Einbringen einer Lésung in die Haut kann eine Irritation verursachen.

5.5.1 Vitalzeichen und klinische Chemie

Die Ergebnisse der Sicherheitsuntersuchungen wie Vitalzeichen (Blutdruck, Herzfre-
quenz, Temperatur) und EKG veranderten sich wahrend der Studie nicht signifikant. Bei
den korperlichen Untersuchungen fanden sich keine pathologischen Befunde. Die
grenzwertig erhdhten Blutdruckwerte von Pat. 004 (140/100) waren schon vor Studien-
beginn bekannt und veranderten sich unter der Therapie nicht. AuRerdem wies dieser
Patient vereinzelt eine erhéhte Herzfrequenz in Ruhe auf, bei der Screeninguntersu-
chung 96/min und einmalig 104/min bei den Messungen an Tag 1 bzw. 96/min an Tag
14. An den anderen Tagen lagen die Werte im Normbereich. Da die erhohten Herzfre-
qguenzen bereits beim Screening auftraten und jeweils an den Tagen, in denen langere
Klinikaufenthalte noétig waren, kdénnte auch Nervositat durch Studienuntersuchungen
und Studiendurchfuhrungen dafur verantwortlich sein.

Im EKG zeigte sich bei drei Patienten eine klinisch nicht signifikante Sinusbradykardie,
die allerdings mit Ausnahme von Pat. 003 auch schon vor der ersten Medikation be-
standen hatte und sich durch die Therapie nicht verstarkte. Pat. 003 zeigte die Brady-
kardie nur einmalig in der Nachbeobachtungsphase. Bei jungen Menschen oder Men-
schen, die in ihrer Jugend sportlich aktiv waren, ist eine Herzfrequenz von unter 60/min
unbedenklich, solange sie nicht dauerhaft besteht oder mit klinischen Symptomen wie
Schwindel einhergeht (Lollgen H et al., 2001).

Bei den weiteren Sicherheitsuntersuchungen (Blutbild, Nierenparameter, Leberparame-
ter, Blutfette, Glucose, Gerinnung) zeigten sich nur wenige signifikanten Veranderungen
wahrend der zweiwdchigen Behandlungsdauer mit TBC1269Z. Einzelne Werte fur Bili-
rubin, GOT und die Kreatinkinase lagen aul3erhalb des Referenzbereichs. Bilirubin war
bei Pat. 002 an Tag 14 einmalig Uber den Normbereich erhoht. Es zeigte sich keine sig-
nifikante Veranderung der Bilirubinwerte wahrend der Studie, aber bei drei von funf Pa-
tienten erhohte sich der Bilirubinwert unter Therapie. Dies kdénnte am Abbau von
TBC1269Z liegen, das zum grof3en Teil Uber die Galle und nachfolgend Uber die Fazes
ausgeschieden wird (Meyer M et al., 2005). TBC1269Z konnte die Bilirubinausschei-
dung in die Gallekanalchen kompetitiv hemmen. Die weiteren Leberparameter wie Alka-
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lische Phosphatase, Albumin und Transaminasen waren wahrend der Therapie kon-
stant, nur die y-GT zeigte einen transienten signifikanten Anstieg bis Tag 7, gefolgt von
einem Abfall in der zweiten Woche. Nach Absetzen der Medikation jedoch stiegen die
GPT und besonders die GOT an. Der Anstieg der GOT lag vor allem an Pat. 005, von
12 U/l an Tag 14 erhdhte sich die GOT bei ihm auf 31 U/l an Tag 28. Dies liegt aulRer-
halb des Referenzbereichs. Wir vermuten, dass die Grunde dafur auRerhalb der
TBC1269Z-Therapie zu suchen sind.

An Tag 28 war ebenfalls die zuvor vollig unauffallige CK dieses Patienten auf 445 U/
erhoht. Ein Herzinfarkt konnte aufgrund der gemessenen unauffalligen CK-MB ausge-
schlossen werden. Auf Nachfrage gab der Patient eine auRergewdhnliche sportliche
Belastung durch Joggen an, die auch mit einem Muskelkater einherging. Durch Muskel-
schadigung sind sowohl die erhdhte CK als auch die erhdhte GOT gut zu erklaren. Eine
aus Sicherheitsgrinden durchgefuhrte Kontrolle nach zwei Wochen zeigte, dass sich
die CK wieder komplett normalisiert hatte (28U/1). Auch Pat. 001 wies wahrend der
zweiwdchigen Behandlung einen leichten Anstieg der CK auf. Er hatte Uber Muskel-
krampfe im rechten Unterschenkel geklagt. Dies konnte die erhohten CK-Werte erkla-
ren, die sich an Tag 28 bereits wieder normalisiert hatten.

Die Nieren wurden in ihrer Funktion nicht beeinflusst, die Elektrolyte (Natrium, Kalium
und Kalzium) sowie die Harnsaure veranderten sich durch die Studienteilnahme nicht.
Kreatinin zeigte einen signifikanten Anstieg von Tag 2 bis Tag 7, die Werte bewegten
sich aber innerhalb des Referenzbereichs. Diese Tendenz ist in weiteren Studien
nochmals genauer zu betrachten. Bisher wird TBC1269Z nicht als nephrotoxisch be-
trachtet.

Die knapp unter dem Normbereich liegenden Werte der Erythrozyten von Pat. 005 wa-
ren schon vor Studienbeginn bekannt und veranderten sich nicht. Die einzigen signifi-
kanten Veranderungen des Blutbildes betrafen die Werte von MCH und MCHC, die sich
von Tag 2 und Tag 4 bis Tag 14 erhdhten, und MCV, die sich von Tag 1 bis Tag 14
verminderten. Bei zwei Patienten lagen einzelne Werte knapp uber dem oberen Norm-

wert. Dies sollte in folgenden Untersuchungen beobachtet werden.

5.5.2 Einfluss von TBC1269Z auf immunologische Parameter

Die Leukozyten und ihre Subpopulationen (Lymphozyten, neutrophile Granulozyten
usw.) zeigten keine signifikanten Anderungen oder pathologischen Werte auRerhalb

des Referenzbereiches. In den durchflusszytometrischen Untersuchungen der Lympho-
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zyten (CD3+Zellen) und ihrer Untergruppen (CD4+, CD8+Zellen) wiesen die Werte der
funf Patienten eine grol3e Variabilitat auf, eine Signifikanz der Veranderungen konnten
wir nicht feststellen. Drei von funf Patienten zeigten zunachst einen diskreten Abfall der
CD3+Zellen, zwei dagegen einen leichten Anstieg. Nach einer Woche fand sich bei al-
len Patienten, aufRer Pat. 005, eine Zunahme der T-Zellen. Im Durchschnitt fielen die
CD3+Zellen in der ersten Woche von 1085 + 65 Zellen/pl an Tag 1 auf 1049 + 109 Zel-
len/ul ab, dann stiegen sie in der zweiten Woche auf 1119 + 124 Zellen/pl an.

Anhnliches gilt fur die Mittelwerte der CD4+ und CD8+Zellen. Im Gegensatz zu
TBC1269Z findet sich durch die Migrationshemmung bei Efalizumab bei 40-50% der
Patienten eine anhaltende asymptomatische Leukozytose. Die Werte sind dabei auf das
2,5-bis 3,5-fache des oberen Grenzwertes gesteigert. Die erhdohten Werte treten inner-
halb der ersten 24 Stunden nach der ersten Dosis auf, bleiben unter Therapie erhoht
und bilden sich nach Ende der Therapie meist innerhalb von 8 Wochen zurlck. Alle
Lymphozyten sind davon betroffen, am wenigsten deutlich die CD4+Zellen und die NK-
Zellen (Fachinformation Raptiva®, 2006).

Unter der Therapie mit TBC1269Z verminderte sich die CD3mRNA-Expression in der
lasionalen Haut bei 4/5 Patienten um bis zu 63%. Dies legt die Vermutung nahe, dass
bei diesen Patienten die Anzahl der Lymphozyten in der Haut abgenommen hat (Fried-
rich M et al., 2006). Die Anzahl peripherer T-Zellen (CD3+) im Blut zeigte jedoch keine
signifikanten Veranderungen, auch wenn sich bei 4/5 Patienten in der zweiten Woche
ein tendenzieller Anstieg im peripheren Blut feststellen lie3. Wie lasst sich das erklaren?
Was passiert mit den Leukozyten, die an der Einwanderung in die Haut gehindert wer-
den?

Fur ein Verbleiben der Zellen im Blut spricht, dass es nach Absetzen von TBC1269Z re-
lativ schnell zu einer erneuten Verschlechterung des Hautbefundes gekommen ist, d.h.
die noch im Blut vorhandenen Zellen nach Ende der Selektin-Blockade in die Haut ein-
wandern und die Entzindungsreaktion wieder in Gang setzen. Aber die Anzahl der T-
Zellen im Blut ist in unseren Untersuchungen nicht signifikant gestiegen. Eine Erklarung
daflr ware eine T-Zell-Depletion. Bisher gibt es in der Literatur keine Hinweise, dass
TBC1269Z oder Selektine selbst eine Rolle bei der T-Zell-Depletion spielen. Aber weite-
re Interaktionen von TBC1269Z sind denkbar, z.B. Uber die direkte Blockierung von
Zell-Zell-Signalwegen. Hicks AER et al. vermuten, dass selbst die migrationshemmende
Wirkung von TBC1269Z nicht Uber kompetitive Hemmung der Selektinbindung an die

Liganden zustande kommt, sondern TBC1269Z z.B. E-Selektin als mogliches moleku-
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lares Target fir die antiinflammatorischen Effekte nutzen konnte (Hicks AER et al.,
2005). Die Apoptose der Zellen ware eine weitere Moglichkeit. In einer Untersuchung
eines neuen Anti-PSGL1-Antikdrpers konnte dessen Fahigkeit T-Zellen in Apoptose zu
bringen, demonstriert werden (Huang CC et al., 2005). Deshalb ist es auch maoglich,
dass TBC1269Z duch die Verhinderung der Interaktion zwischen Selektinen und PSGL-
1 Apoptose in T-Zellen induzieren konnte. In einer geplanten Folgestudie sollten die pe-
ripheren Leukozyten auf inre Apoptosefahigkeit untersucht werden.

Wenn die T-Zellen nicht depletiert werden und nicht in Apoptose gehen, ist dann eine
Einwanderung in andere Organe als die Haut denkbar? Die Selektine sind allerdings
nicht nur spezifisch fur die Migration in die Haut verantwortlich. E-Selektin z.B. wird bei
Entzindungen in den Gefallen vieler Gewebe exprimiert, u.a. in Gelenken bei Arthritis
oder in Herz- und Nierentransplantaten, die eine Absto3ung erfahren (Tedder TF et al.,
1995). TBC1269Z reduzierte z.B. die Infiltration von mononuklearen Zellen in Nieren-
transplantate bei Ratten und verlangerte so deren Uberleben (Langer R et al., 2004). In
Untersuchungen mit selektindefizienten Mausen zeigte sich auch die Wichtigkeit aller
drei Selektine beim Rollen von Leukozyten in Kremastervenen oder bei der Migration in
das Peritoneum (Tedder TF et al., 1995). Die Selektine spielen also bei der Einwande-
rung von Leukozyten in viele Gewebe eine Rolle.

Teilweise konnen aber auch Integrine, z.B. VLA-4, die Rolle von Selektinen Uberneh-
men, besonders in Gefallen ohne groRe Scherkrafte (Gaboury JP et al., 1994). In einer
Untersuchung von Kulidjian AA et al. Uber die Rolle von E- und P-Selektin bei der Mig-
ration von T-Zellen in die Haut (Mause) zeigte sich, dass beiden Selektinen besonders
bei TNF-a induzierten Entzindungen eine wichtige Rolle zukommt. Bei Hemmung bei-
der Selektine resultierte aber nie eine komplette Blockade der Leukozytenmigration
(maximal um 80%). Sie vermuten, dass neben L-Selektin VLA-4 selektinunabhangig ein
Rollen der Leukozyten ermdglicht. Eine Einwanderung der Zellen in andere Organe ist
bei einer kompletten Selektin-Blockade also denkbar.

Bei L-Selektin-defizienten Mausen war die Einwanderung von Lymphozyten zwar in die
sekundaren lymphatischen Organe, wie Lymphknoten oder Peyer-Plaques, deutlich
vermindert, resultierte daftr aber in einer Erhdhung der Anzahl residenter Lymphozyten
in der Milz (Tedder TF et al., 1995). Auch bei der Metastasierung von Tumoren spielen
Selektine eine organselektive Rolle. In einer Untersuchung von E-Selektin-positiven
bzw. E-Selektin-negativen-Melanomzellen in Mausen, die E-Selektin entweder konstitu-

tiv in allen Organen oder nur speziell in der Leber exprimierten, zeigte sich, dass sich in
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beiden Gruppen jeweils Lungentumore entwickelten, aber nur die E-Selektin-positiven
Zellen auch zu einer Lebermetastasierung fuhrten (Gassmann P et al., 2004). Bei der
Absiedlung des Tumors in die Lunge scheint E-Selektin in diesem Fall keine Rolle zu
spielen, wohl aber bei der Ausbreitung in die Leber. Ob und in welchem Ausmal} die an
der Migration in die Haut gehinderten Zellen in andere Organe einwandern kénnen, ist
bisher nicht untersucht worden, bleibt aber eine interessante Fragestellung, die es noch
zu klaren gilt.

5.5.3 Panselektin-Antagonismus und Infektionen

Wahrend unserer Studie wurde besonders streng auf das Auftreten von Infektionen ge-
achtet. Bei einem Patienten (Pat. 003) kam es am siebten Tag nach der Entnahme zu
einer lokalen Entziundung der Hautprobenentnahmestelle, die man mit der immun-
suppressiven Wirkung von TBC1269Z in Verbindung bringen konnte. Dagegen spricht,
dass bei der zweiten Hautprobe nach 14 Tagen Behandlung mit TBC1269Z keine Ent-
ziindung auftrat, und auch bei keinem der anderen Patienten. Im Ubrigen finden sich
auch bei immunkompetenten Patienten nach einer Probeentnahme hin und wieder loka-
le Entzindungsreaktionen. Derselbe Patient entwickelte eine milde Otitis externa, wahr-
scheinlich begunstigt durch den Psoriasisbefall des Gehdhrgangs. Und 12 Tage nach
Absetzen der Behandlung mit TBC1269Z, also zu einem Zeitpunkt, an dem dessen
Wirkung aufgrund der kurzen Halbwertzeit (8 Stunden) schon beendet war, wurde bei
Pat. 004 eine Otitis media diagnostiziert. Eine ursachliche Wirkung ist daher unwahr-
scheinlich. Trotzdem sollte man, wie bei allen Medikamenten, die das Immunsystem
beeinflussen, bei weiteren Studien gezielt auf auftretende Infektionen achten, auch im
Vergleich zu den dann notwendigen Kontrollgruppen (Placebo).

Manche Autoren vermuten, dass ein erhohtes Risiko fur Infektionen die Langzeitan-
wendung von Panselektin-Antagonisten unmdglich machen koénnte (Ley K et al., 2003,
Vestweber D et al., 1999). Dazu sind noch keine Daten vorhanden, aber Hinweise kann
man anhand einer genetisch bedingten Erkrankung finden, bei der die Patienten einen
Defekt der Selektin-Liganden-Expression aufweisen, genannt Leukozytenadhasionsde-
fizit Typ Il (LAD-II). Das ist eine sehr seltene Erkrankung; in den USA wurden funf Falle
beschrieben, international finden sich vor allem Berichte aus dem mittleren Osten. Ver-
ursacht wird sie durch eine Mutation in einem Gen, dass sLex fukosyliert. Der Defekt
liegt in der Regulierung der Guanosin-5-Diphosphat-D-Mannose-Dehydtratase, die
Mannose in Fukose Uberfuhrt. Der wichtigste Selektin-Ligand sLex fehlt bei der LAD-II.
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Dieser Defekt entspricht weitgehend der Hemmung der Selektin-Bindung an sLex durch
TBC1269Z. Typische Haut- bzw. Schleimhautinfektionen mit Leukozytose und Abwe-
senheit von Eiter kdnnen beobachtet werden, vor allem im Kindesalter. Die neutrophilen
Granulozyten sind reif, zeigen Vakuolen und toxische Granula bei Vorhandensein einer
Infektion. Es gibt keine Defekte der Lymphozyten oder Antikorperfunktion. Bezuglich In-
fektionen ist bei den Betroffenen eine prophylaktische Antibiose nicht erforderlich. Prob-
leme bei chirurgischen Eingriffen wurden nicht beobachtet. Haufig leiden die Erwachse-
nen unter einer chronischen Parodontose, und bei bakteriellen Infektionen ist eine ag-
gressive first-line-Antibiotikatherapie notwendig (Nervi SJ et al., 2006, Etzioni A et al.,
2000). Aber Patienten mit LAD-Il sterben meist nicht durch Infektionen. Im Gegensatz
dazu ist die Infektionsgefahr bei dem LAD-I, der einen Defekt der B-Integrine aufweist,
viel grolRer. Ein Anhaltspunkt dafur, dass eine langfristige Gabe eines Panselektin-
Antagonisten unmadglich ist, lasst sich daraus nicht ableiten. Erste Daten weisen darauf
hin, dass es bei einer Gabe von TBC1269Z Uber drei Monate weder bei Ratten noch bei

Hunden zu einer erhohten Infektanfalligkeit gekommen ist (Bock D et al., 2006).

5.5.4 Einfluss von TBC1269Z auf die Gerinnung

Aufgrund der Expression von P-Selektin auf Thrombozyten interessierte uns besonders,
ob die Blockade der Selektine einen Einfluss auf die Blutgerinnung hat. Im Rahmen der
Studie kam es zu keiner signifikanten Anderung der Gerinnungsparameter aPTT, INR
oder des Quickwerts. Auch die Anzahl der Thrombozyten bewegte sich im Referenzbe-
reich. Sie zeigten wahrend der Therapie einen wechselhaften Verlauf, bei 3/5 Patienten
einen leichten Anstieg, so dass im Mittel die Werte auf 102% an Tag 14 anstiegen. Inte-
ressant ist allerdings, dass alle flinf Patienten nach Ende der Therapie einen signifikan-
ten Abfall der Thrombozytenzahlen aufwiesen, im Durchschnitt auf 94,38% an Tag 28.
Im Mittel fielen die Werte von 263/nl = 40,8 an Tag 14 auf 243/nl + 34,3 an Tag 28 ab (t-
Test p=0,049, Wilcoxon-Test p=0,043). Ob eine langere Gabe von TBC1269Z die Ge-
rinnung beeinflussen kann, muss in den folgenden Studien erfasst werden. Der Abfall
der Thrombozyten nach Aufhebung der Selektin-Blockade konnte u.a. Uber eine ver-
starkte Anlagerung der Blutplatichen an Endothelzellen bedingt sein. Aktivierte Throm-
bozyten kénnen direkt an Endothelzellen adhérieren. Uber thrombozytare Membrangly-
koproteine wie Glykoprotein(GP)IbVIX kdnnen sie initiale Kontakte zu P-Selektin und
Kollagen-immobilisiertem von-Willebrand-Faktor auf aktivierten Endothelzellen herstel-

len. Uber Integrine, wie z.B. einen Kollagenrezeptor (a2p1-Integrin), und die entspre-
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chenden Komponenten der extrazellularen Matrix wird die Thrombozytenadhasion an
das Endothel dann stabilisiert (Thielen CE, 2003).

5.5.5 Panselektin-Antagonismus und Malignome

Wie bei allen immunmodulatorischen Substanzen muss an die Beeinflussung bzw. Ent-
stehung von Malignomen gedacht werden. Wichtig hierbei konnte zusatzlich die Rolle
der Selektine bei der Ausbreitung von Tumoren sein. Erste Hinweise auf die Rolle der
Selektine fur die Metastasenbildung wurden in Untersuchungen gewonnen, die zeigten,
dass experimentelle Bildungen von Metastasen bei Kolonkarzinomen E-Selektin-
abhangig waren. Die Expression von sLex war in Kolon- und Mammakarzinomen ge-
genuber normalem Gewebe erhoht, in den Lebermetastasen sogar noch hoher als im
Primartumor. Andere Studien weisen ebenfalls darauf hin, dass Selektine bei verschie-
denen Karzinomen (Magen-, Blasen- und Pankreaskarzinome) die metastatische Ab-
siedlung beeinflussen (Gassmann P et al.,, 2004). Die Verminderung der P-Selektin-
Expression kann andererseits aber auch bei kolorektalen Tumoren die Einwanderung
inflammatorischer Zellen mit folgender Regression hemmen und zu einem fortgeschrit-
teneren Tumorstadium fluhren (Peeters CF et al., 2005).

In einem Mausmodell fir Brustkrebs konnte nachgewiesen werden, dass der Verlust
des E-Selektin-Liganden sLex den metastatischen Prozess in der Lunge beschleunigen
kann, da die Zellen der primaren Tumormasse leichter entkommen konnen (Monzavi-
Karbassi B et al., 2005). Die Blockade von den Selektinen kdnnte also auf der einen
Seite eine Metastasierung behindern, aber auf der anderen Seite kénnte ein Tumor
auch aggressiver wachsen, da die Immunzellen gehindert werden, in den Tumor einzu-
wandern. Wie eine komplette Selektin-Blockade sich auf die Ausbreitung von Maligno-
men auswirkt, muss in weiteren Untersuchungen noch gezeigt werden. Mdglicherweise
ist sogar ein therapeutischer Einsatz stadienspezifisch denkbar. Bei Spinalzellkarzino-
men ist die Expression von E-Selektin erhoht. Im Verlauf der Entdifferenzierung des
Tumors steigt die E-Selektin-Expression weiter an, um im fortgeschrittenen metastasier-
ten Stadium wieder abzufallen. Diese Befunde unterstitzen die Hypothese, dass die
hohe Selektin-Expression in einem friihen Stadium eine Metastasierung erleichtert, wo-
hingegen in einem weit fortgeschrittenen metastasierten Stadium die Selektin-
Expression abnimmt, um den Tumor vor der Einwanderung von Immunzellen zu ,schut-
zen“ (Lieder AM et al., 2005). Eine Selektin-Blockade konnte als adjuvante Therapie

z.B. dazu dienen, eine Metastasierung zu vermeiden.
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5.6 Einsatzgebiete von TBC1269Z

Neben der Behandlung der Psoriasis sind noch weitere Einsatzgebiete von TBC1269Z
denkbar. Untersuchungen weisen auf die Wirksamkeit in der Behandlung des allergi-
schen Asthmas hin. Das Asthma ist charakterisiert durch eine erhéhte Anzahl von Leu-
kozyten, z.B. eosinophilen und neutrophilen  Granulozyten, vorwiegend
CD4+Lymphozyten und Mastzellen im peribronchialen Gewebe. In Untersuchungen an
Gefrierschnitten von tumorfreien Lungenresektaten von Tumorpatienten konnte gezeigt
werden, dass die Interaktion von PSGL-1 und P-Selektin eine dominante Rolle bei der
T-Zell-Migration aus der Zirkulation in das peribronchiale Gewebe spielt. Und in FACS-
Messungen wiesen die peripheren neutrophilen und eosinophilen Granulozyten von
Asthmapatienten eine erhdhte PSGL-1-Expression auf (Aydt E et al., 2002). TBC1269Z
konnte hier die Leukozytenrekrutierung hemmen. In einer placebokontrollierten Studie
mit zwolf Patienten konnte nach viertagiger Behandlung mit TBC1269Z die spate Reak-
tion der Atemwege, anhand des FEV (forciertes Ausatmungsvolumen) gemessen, um
50% gegenuber Placebo gesenkt werden (Beeh KM et al., 2006). Andere Forscher hal-
ten auch Untersuchungen zur Behandlung chronisch obstruktiver Lungenerkrankungen
(COPD) fur sinnvoll (Romano SJ, 2005).

Ein weiteres Einsatzgebiet konnte in der Transplantationsmedizin liegen. In einem Rat-
tenmodell konnte gezeigt werden, dass TBC1269Z durch Reduktion der Leukozytenin-
filtration die AbstoRung eines Nierentransplantats hemmte. Zusatzlich wurde TBC1269Z2
mit drei weiteren Immunsupressiva kombiniert, die unterschiedliche Angriffspunkte be-
sitzen. TBC1269Z wirkte synergistisch mit allen drei Substanzen. Denkbar ware ein
spaterer kombinierter Einsatz, um die unerwinschten Wirkungen anderer Immun-
suppressiva durch Dosisreduktion zu mildern (Langer R et al., 2004).

Nicht zu vergessen ist auch die mogliche Anwendung von TBC1269Z bei anderen
chronisch entzundlichen Erkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis, dem Morbus
Crohn oder der Multiplen Sklerose (MS), bei denen die Leukozytenextravasation pa-
thophysiologisch eine wichtige Rolle spielt. Bei der rheumatoiden Arthritis gibt es ge-
gensatzliche Ergebnisse zu den Selektinen. Erhdhte Spiegel von E- und P-Selektinen
wurden sowohl in den entziindeten Gelenken als auch in I6slicher Form im Blut von Pa-
tienten mit aktiver rheumatoider Arthritis nachgewiesen. Einige antiinflammatorische
Medikamente fuhrten in Remissionsphasen zu einem Abfall der Expression. Aber in
Tiermodellen zeigten sich unterschiedliche Resultate bzgl. der Wirksamkeit der Blocka-

de einzelner Selektine.
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5. Diskussion

In einem Modell findet sich sogar eine verstarkt auftretende Arthritis in E- und P-
Selektin-defizienten Mausen. Die Autoren postulieren entweder eine weitere Funktion
der Selektine im Sinne einer Regulierung von Zytokin- und Chemokinproduktion oder
eine veranderte Immunantwort durch Kompensationsmechanismen bei der gestorten
Homoostase der Leukozytenmigration, z.B. Uber erhohte IL-1B3-Sekretion (Ruth JF et
al., 2005).

Bei Morbus Crohn zeigte sich in Untersuchungen bei Patienten mit aktiver Erkrankung
eine Erhdhung des |6slichen E-Selektins im Vergleich zu den Kontrollgruppen. Bei Mor-
bus-Crohn-Patienten in der Remission bzw. Colitis-ulcerosa-Patienten fand sich dage-
gen ein niedrigerer Spiegel von P- und E-Selektin als bei den Kontrollen (Magro F et al.,
2004). Welche Bedeutung den Selektinen tatsachlich zukommt, ist noch nicht geklart,
aber eine Selektin-Blockade kdnnte therapeutisch wirksam sein.

Bei der MS gibt es unterschiedliche Ergebnisse Uber die Wichtigkeit von Selektinen. Bei
Patienten mit intermittierend auftretender MS konnten erhdhte Plasmaspiegel von P-
und E-Selektinen wahrend eines Schubs nachgewiesen werden (Kuenz B et al., 2005).
Und in einer Modellerkrankung (EAE = experimentelle Autoimmun-Enzephalomyelitis),
die die fruhe Entzindungsphase nachahmt, konnte gezeigt werden, dass Antikdrper
gegen PSGL-1, E- und P-Selektin sowie CLA das Rollen und die Adharenz von huma-
nen und murinen Th1-Zellen an entziindeten HirngefalRen blockierten (Piccio L et al.,
2005). Dagegen kamen Engelhardt B et al. in Mausmodellen zu dem Ergebnis, dass die
T-Zellen zwar PSGL-1 exprimierten, aber PSGL-1 nicht fur die Adharenz der T-Zellen
an die P-Selektin-exprimierenden Hirngefallendothelien verantwortlich ist (Engelhardt B
et al., 2005). Auch Battistini L et al. untersuchten durch intravitale Mikroskopie im
Mausmodell die Rolle von PSGL-1. Sie fanden Hinweise, dass vor allem die CD8+T-
Zellen von Patienten mit akuter MS die Fahigkeit zur Adhasion an Hirngefallendothelien
aufwiesen, und PSGL-1 fur die bevorzugte Rekrutierung der CD8+Zellen verantwortlich
ist (Battistini L et al., 2003). Dies sind interessante Informationen im Hinblick auf die se-
lektive Blockade bestimmter Lymphozytenpopulationen in der MS, in der sich
TBC1269Z bewahren konnte.
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6. Zusammenfassung

6.0 Zusammenfassung

In der hier vorgelegten Arbeit wurde erstmalig der Panselektin-Antagonist TBC1269Z
zur Behandlung der Psoriasis beim Menschen eingesetzt. Das Ziel dieser ,proof of con-
cept‘-Studie bestand darin, erste Nachweise der Wirksamkeit von TBC1269Z zu erbrin-
gen, und die Sicherheit und Vertraglichkeit zu Uberprufen. Dazu habe ich bei funf Pati-
enten (drei Mannern, zwei Frauen) Uber einen Zeitraum von zwei Wochen taglich intra-
lasional 600 mg TBC1269Z appliziert.

Alle Patienten profitierten von der Therapie. Als relevante Wirksamkeitsparameter wur-
de der PASI, der PGA und die Epidermisdicke untersucht. Am Ende der Behandlung
zeigte sich eine signifikante Reduktion des PASI um durchschnittlich 25%. Die histolo-
gischen Untersuchungen ergaben bei vier der funf Patienten eine Abnahme der Epi-
dermisdicke. Auch die CD3mRNA-Expression dieser Patienten in der Haut nahm ab.
Nach Absetzen der Behandlung kam es bei drei von funf Patienten zu einem Relapse,
d.h. einer erneuten Verschlechterung des PASI-Werts. Die pharmakokinetischen Daten
belegen messbare Plasmaspiegel an den Behandlungstagen, also eine systemische
Verteilung nach subkutaner Gabe. Es wurden keine signifikanten Unterschiede in der
Veranderung der Psoriasis-Symptome zwischen den Ziellasionen, in die die Substanz
appliziert wurde, und den gewahlten Vergleichslasionen an anderen Stellen des Kor-
pers gefunden, was fur eine systemische Wirksamkeit spricht. Insgesamt war die Be-
handlung mit TBC1269Z sehr gut vertraglich. Die aufgetretenen unerwinschten Ereig-
nisse (insgesamt 9) waren alle nur mild bis maRig stark ausgepragt und bildeten sich
vollstandig zuruck. Zur Erfassung der Sicherheit fuhrten wir korperliche Untersuchungen
durch, bestimmten die Vitalzeichen, zeichneten EKGs auf und haben verschiedene La-
borparameter wie z.B. Transaminasen und Kreatinin gemessen. Durch die Therapie mit
TBC1269Z liel3 sich keine signifikante Beeinflussung anderer Organsysteme feststellen.
Erwahnenswert ist jedoch der Anstieg von Bilirubin bei drei von funf Patienten, im Mittel
von 0,54 mg/dl + 0,17 auf 0,74 mg/dl £+ 0,28, auch wenn er nicht signifikant war.
TBC1269Z wird zum grofen Teil uber die Galle und nachfolgend Uber die Fazes aus-
geschieden, darum konnte es kompetitiv die Bilirubinausscheidung in die Gallekanal-
chen hemmen. Interessanterweise wurde nach Ende der Therapie ein signifikanter Ab-
fall der Thrombozyten von 263/nl + 40,8 an Tag 14 auf 243/nl + 34,3 an Tag 28 gefun-

den.
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6. Zusammenfassung

Zur Untersuchung des Einflusses von TBC1269Z auf die Leukozytenpopulationen im
peripheren Blut fuhrten wir FACS-Analysen durch. Wir bestimmten dazu die Anzahl der
T-Zellen und deren Subpopulationen (CD4+ und CD8+Zellen), der B- und NK-Zellen im
Verlauf der Studie. Wir konnten keine signifikanten Veranderungen dieser immunologi-
schen Parameter feststellen. Bei zwei Patienten traten leichte Infektionen auf.

Manche Autoren vermuten, dass eine langanhaltende Hemmung der Selektine aufgrund
eines gesteigerten Risikos fur Infektionen gefahrlich sein konnte. Dagegen spricht je-
doch die Tatsache, dass Patienten mit einem genetischen Defekt der Selektin-
Liganden-Expression (LAD-II) i.a. nicht an schweren Infektionen leiden.

Zudem weisen erste Daten darauf hin, dass es bei einer Gabe von TBC1269Z (iber drei
Monate weder bei Ratten noch bei Hunden zu einer erhdhten Infektanfalligkeit gekom-
men ist. Damit scheinen die mdglichen Gefahren einer langfristigen Gabe eines Panse-
lektin-Antagonisten nicht zu grof3 zu sein. Die Bedeutung der Selektine fur die Ma-
lignombildung wird unterschiedlich diskutiert. Einerseits kann eine metastatische Ab-
siedlung durch ihre Blockade vermindert werden, andererseits gibt es Hinweise dafur,
dass die Hemmung der Einwanderung inflammatorischer Zellen in die Tumore ein ag-
gressiveres Wachstum férdern kann.

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit Hinweise flr die Wirksamkeit eines Panse-
lektin-Antagonisten bei der Behandlung von Psoriasis-Patienten erbracht werden, und
eine gute Vertraglichkeit und Sicherheit in der Kurzzeitanwendung Uber zwei Wochen
beobachtet werden. Als nachstes ist es wichtig, diese Erkenntnisse durch placebokon-
trollierte Studien mit einer hdheren Patientenanzahl und einer langeren Behandlungs-
dauer zu verifizieren. Der Einsatz von TBC1269Z bei anderen Erkrankungen, bei denen
die Leukozytenextravasation eine wichtige Rolle spielt, z.B. bei allergischem Asthma,
der Multiplen Sklerose oder der rheumatoiden Arthritis und Morbus Crohn, kann auf-

grund der Erkenntnisse aus unserer Studie ebenfalls in Betracht gezogen werden.
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