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2 Einleitung

2.1 Nierentransplantation

2.1.1 Historischer Riickblick

Die erste erfolgreiche Nierentransplantation beim Menschen wurde 1954 am Brigham Hospital,
Boston, USA durchgefiihrt. Die Chirurgen John Merrill, Hartwell Harrison und David Hume
iibertrugen unter der Leitung von Joseph Murray eine Niere zwischen einem homozygoten Zwil-
lingspaar. Dem Empfinger wurde somit ein dialysefreies und immunsuppressionsfreies Uberle-
ben von 9 Jahren ermdglicht, bevor er an den Folgen eines Herzinfarktes verstarb (1). Murray
schlussfolgerte aus der erfolgreichen Transplantation, dass zwischen homozygoten Zwillingen
keine immunologischen Barrieren bestehen. Die Arbeitsgruppe um Murray konnte die Trans-
plantationen zwischen eineiigen Zwillingspaaren erfolgreich wiederholen (2). In der Folge wurde
der Kreis der Spender und Empfanger erweitert. Transplantationen wurden nun auch zwischen
nicht genetisch identischen Individuen durchgefiihrt, die jedoch zu AbstoBungsreaktionen fiihr-
ten. Die immunologischen Grundlagen der AbstoBung fremden Gewebes beschrieb bereits im
Jahr 1942 der Zoologe Brian Medawar (3). Es wurde offensichtlich, dass Mittel zur Unterdriic-
kung einer AbstoBungsreaktion des Empfangerorganismus gefunden werden mussten. Mittels
einer radioaktiven Ganzkorperbestrahlung versuchte man die Immunabwehr auszuschalten. Die-
se Technik von Murray wurde an elf Patienten mit Nierenversagen angewandt (4). Diese Be-
strahlung war jedoch nicht frei von erheblichen Nebenwirkungen. Zehn der elf Patienten verstar-
ben an fulminanten Infektionen. Erst durch den medikament6sen Einsatz von Azathioprin 1961
und spédter in Kombination mit Steroiden, wurde eine Transplantation auch zwischen nicht un-
mittelbar Verwandten moglich (3, 5).

Diese Kombination bildete in den Jahren 1962 bis 1982 die Basis der immunsuppressiven Be-
handlung. Die nichste grundlegende Verdnderung in der Entwicklung der Immunsuppression
war die Entdeckung des Pilzmetaboliten Ciclosporin A. Diese Substanz wurde von Roy Calne
beschrieben und 1978 zum ersten Mal in der Klinik angewandt. Ciclosporin A wirkt im Gegen-
satz zu Azathioprin und Steroiden spezifischer auf T-Lymphozyten und weist eine hohere Effek-
tivitdt auf. Mit der Einfithrung von Ciclosporin A konnten sowohl die Rejektionsraten als auch
die Rate an schweren Infektionen gesenkt werden. In den darauf folgenden Jahren wurden weite-
re Immunsuppressiva entwickelt, wie monoklonale Antikorper, Tacrolimus, Mycophenolat mo-

fetil (MMF), Sirolimus/Everolimus oder spezifische Antikdrperpréparate (3).
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In Deutschland wurde im November 1963 in Berlin die erste Leichennierentransplantation durch
Willhelm Brosig und Reinhard Nagel durchgefiihrt. Die 21-jdhrige Empféngerin verstarb jedoch

am 6. postoperativen Tag im Rahmen einer Transplantatruptur.

2.1.2 Aktueller Stand

2010 wurden in Deutschland laut Deutscher Stiftung Organtransplantation (DSO) 2973 Nieren
transplantiert. Damit stellt die Nierentransplantation die am héufigsten durchgefiihrte Organ-
transplantation in Deutschland dar. Der Anteil der Transplantationen in Folge einer Organspende
nach dem Tod betrug mit 2272 Spenden, 76,4 %. Der Anteil der Transplantationen nach einer
Lebendspende betrug 22,4 % (665 Lebendspenden). Die Charité Berlin fiihrte mit 210 Nieren die

meisten Transplantationen (ohne Lebendspende) durch (6).

2.1.3 Indikationen

Die Indikation zur Nierentransplantation ist das chronische terminale Nierenversagen und eine
bestehende Dialysepflichtigkeit. Es gibt verschiedene Ursachen, die zu einer Niereninsuffizienz
fiihren. Im Jahr 2010 gehorten der Diabetes mellitus mit Nierenkomplikation (18,7 %), die auto-
somal-dominant vererbten polyzystischen Nieren (15,5 %) sowie Glomerulonephritiden (15,0 %)
zu den héufigsten Ursachen, die eine Nierentransplantation erforderten (6). Die Nierentransplan-
tation stellt fiir Patienten mit einer terminalen Niereninsuffizienz das beste Verfahren der Nie-
renersatztherapie dar. In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass durch eine erfolgreich
durchgefiihrte Transplantation nicht nur die Lebensqualitdt der Patienten verbessert, sondern
auch die Gesamtiiberlebenszeit im Vergleich zur chronischen Dialysebehandlung verlangert wird

(7, 8).

2.1.4 Akute und chronische Abstoflungsreaktionen

Hauptursachen fiir Transplantatversagen sind (nach wie vor) die akute Abstoung des Transplan-
tates, die chronische Dysfunktion der Nieren sowie der vorzeitige Tod des Empfingers.

2009 funktionierten in Deutschland nach 1 Jahr noch ca. 95 % der Lebendnierentransplantate
bzw. 85-88 % der Transplantate nach postmortaler Spende. Nach 5 Jahren arbeiten noch etwas
mehr als 84 % der Nieren nach einer Lebendspende und 70 % der Nieren nach postmortaler

Spende (siche Abbildung 1). Somit bestehen nach einer Lebendspende hohere Erfolgsaussichten.
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2000-2009 DEUTSCHLAND IM INTERNATIONALEN VERGLEICH

Funktionsraten* nach Nierentransplantation (CTS-Studie)

100

90
D Lebendspende
(n=3.333)

Int. gesamt
(n=128.973)
D gesamt
(n=17.598)

D Postmortale
70 Organspende
(n=14.265)

80

60

50

1 Jahr 2 Jahre 3 Jahre 4 Jahre 5 Jahre

*nach Kaplan-Meier

Abb. 1: Fiinf-Jahres-Transplantatfunktionsraten nach Lebend-Nierentransplantation und postmortaler Or-

ganspende in Deutschland. Daten von Deutsche Stiftung Organtransplantation (6).

Die akute AbstoBung ist noch immer ein Hauptproblem in der Initialphase nach Transplantation.
Bei rund 15-30 % aller nierentransplantierter Patienten tritt eine akute TransplantatabstoBung auf
(9). Sie stellt nicht nur eine unmittelbare Gefahr fiir das neue Organ dar. Man geht davon aus,
dass eine schwere akute Rejektion, die nicht erfolgreich behandelt werden kann, mit einer un-
giinstigen Langzeitprognose assoziiert ist (10).

Die akute Transplantatabstoung ist eine immunologische Reaktion des Empfingers, die inner-
halb von Tagen bis Wochen, aber auch noch Jahre nach erfolgter Transplantation auftreten kann,
z. B. bei individuell nicht ausreichender Immunsuppression. Hauptsymptome sind unter anderem
Fieber, akuter Riickgang der Diurese, Odeme, akute Gewichtszunahme, rascher Kreatininanstieg
von iber 25 %, Erhohung des arteriellen Blutdrucks sowie ein vergroBertes, druckdolentes
Transplantat. Beweisend ist allein die Transplantatbiopsie (9, 11).

Die chronische Nierentransplantatabstoung kann in einem Zeitraum von Monaten bis Jahren
auftreten. Diese Form der AbstoBung ist hiufig assoziiert mit rezidivierenden akuten oder sub-
akuten AbstoBungsreaktionen und dem Auftreten von donorspezifischen HLA-Antikdrpern (12).
Nicht immunologische Griinde fiir eine chronische Transplantatdysfunktion sind ein erhdhtes

Alter des Spenders (13). Weiterhin werden mdgliche Faktoren wie sekundére Verdnderungen
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durch Hypertonus und Hyperlipiddmie des Empfangers (14) oder eine reduzierte Nephronmasse
diskutiert. Hauptsymptome einer chronischen Dysfunktion der Niere sind ein progredienter An-

stieg der Kreatininwerte {iber Monate, Proteinurie und ein erhohter arterieller Druck (9).

2.1.5 Immunologische Betrachtung der Abstoflung

Bei der Transplantation allogener Organe stellt die Immunantwort von Lymphozyten des Emp-
fangers gegen die Fremdantigene des Spenders ein Problem dar. Die Immunantwort auf ein
fremdes Organ ist dabei ca. 100 Mal intensiver als auf gewohnte Umweltantigene (9).

Bei der Immunantwort zwischen genetisch nicht verwandten Individuen kommt es neben der
Initiierung der unspezifischen Immunantwort (Aktivierung des Komplimentsystems, Aktivierung
von mononukledren Phagozyten und neutrophilen Granulozyten) zur Aktivierung der spezifi-
schen Immunantwort. Triger der spezifischen zelluliren Immunantwort sind neben den B-
Lymphozyten, die T-Lymphozyten. Anhand der Expression unterschiedlicher Oberflachenmole-
kiile, den sog. T-Zell-Rezeptoren, werden T-Lymphozyten in verschiedene Gruppen eingeteilt.
Hierbei werden T-Lymphozyten mit einem CD4 positiven Oberflaichenprotein als T-Helfer-
Zellen (dem wichtigsten Initiator der Effektorantwort) und T-Lymphozyten mit einem CDS posi-
tiven Oberflachenprotein als zytotoxische T-Zellen (die wichtigsten Effektoren der akuten Ab-
stoBung) differenziert. Bei spezifischen zelluliren Immunantwort reagieren nun vor allem T-
Lymphozyten mit ihren CD4 oder CD8 Oberfldchenproteinen auf fremde HLA-Klasse II bzw.
HLA-Klasse I Molekiile des Spenders (15, 16). Diese fremden Antigene werden in den sekunda-
ren lymphatischen Organen, von antigenpridsentierenden Zellen (APZ), v. a. den dendritischen
Zellen iiber MHC-Klasse II Molekiile, prisentiert. Die APZ koénnen sowohl vom Spender als
auch vom Empfinger stammen. Die APZ, die vom Spender stammen, bewirken eine direkte Ak-
tivierung von CD4-positiven Zellen des Empféangers. APZ des Empfangers, bewirken hingegen
eine indirekte Aktivierung von CD4-postivien Zellen. Neben diesem ersten Erkennungssignal (T-
Zellrezeptor und Antigen) benodtigen T-Zellen zur vollstindigen Aktivierung ein zweites Signal,
das auch als kostimulatorisches Signal bezeichnet wird und antigenunspezifisch ist (17). Kosti-
mulatorische Ligandenpaare sind z. B. CD40/CD40L (18). Hierbei ist CD40 auf den APZ vor-
handen und bindet den CD40-Liganden auf den T-Zellen. Ein weiteres kostimulatorisches Li-
gandenpaar sind das CD28 Molekiil der T-Zelle und der B7 Ligand der APZ. Es unterstiitzt die

weitere Aktivierung der Immunantwort. Fehlt jedoch das zweite Signal, findet keine vollstdndige

10
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T-Zell-Aktivierung statt, sondern es kommt zur eine T-Zell-Anergie, d.h. die T-Zelle bleibt fiir
das entsprechende Antigen unempfindlich (19-21).
Wird die T-Zelle nun durch beide Signale vollstidndig aktiviert, werden mindestens drei Signal-
transduktionswege induziert: (siche Abbildung 2):

* Protein-Kinase C (PKC)-Weg

* Calcineurin-Weg

* Mitogen-aktivierte Protein-Kinase-Weg (MAP-Kinase)

Durch die vollstindige Aktivierung der T-Zelle wird durch Thyrosinphosphorylierung die Bil-
dung von Inositol 1,4,5 Triphosphat (IP3) und Diacyglycerin (DAG) bewirkt. Die Folge ist ein
Anstieg an intrazelluldrem Calcium und die Aktivierung der Proteinkinase C. Calcium bewirkt
die Aktivierung von Calcineurin (Calcineurin-Weg), einer Phosphatase, die in allen Zellen des
Organismus, wenn auch in unterschiedlicher Mengen, vorhanden ist. Uber Calcineurin wird
durch Dephosphorylierung der nukledre Faktor aktivierter T-Zellen (NFAT) aktiviert. Durch die
Translokation in den Zellkern und die Bindung an die Promotorregion von bestimmten Genen
der DNA, initiiert NFAT dort die Transkription von IL-2 sowie anderen Zytokinen wie IL-4, IL-
5 (22). Die Bildung der Proteinkinase C (Protein-Kinase C-Weg) fiihrt wiederum zur Aktivie-
rung von NF-kB, ein nukledrer Transkriptionsfaktor, der die mRNA-Stabilitit von Zytokinen
reguliert.

Durch die Aktivierung von MAP-Kinasen in T-Zellen, z.B. der Extracellular Signal Regulated-
Kinase (ERK) kommt es zur Phosphorylierung an den Transkriptionsfaktoren, wie z.B. ELK
(ets-like-protein), die sich an die DNA binden und zur Transkription von AP-1 (Activating prote-

in 1) fiihrt. Dieser bewirkt die Induktion von IL-2 und somit die Proliferation von T-Zellen (23).

11
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Phosphorylation, release, Dephosphorylation MAP kinase, SAP
and degradation of IkB of cytoplasmic NFAT kinase pathways
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Abb. 2: Intrazellulire Signalwege nach T-Zellaktivierung (148).

Wird eine CD4-positive Zelle aktiviert, werden IL-2, Zytokine wie IL-4, IL-10 sowie Interferon-
v, gebildet. Interleukin 2 ist ein Zellwachstumsfaktor, der autokrin wirkt, in dem es die Expressi-
on von Zellzyklus-Proteinen induziert (24). Damit sich IL-2 effektiver binden und wirken kann,
ist die gleichzeitige Expression der IL-2 Rezeptor a-Kette (CD25), die mit der f-und y-Kette,
den IL-2 Rezeptor bildet, notwendig. Zytokine, wie IL-2 bewirken wiederum die Bildung reifer
Effektorzellen, wie T- und B- Zellen, natiirliche Killerzellen (NZ) und Makrophagen, die die
Immunantwort erhalten. Interleukine aktivieren u.a. den ,, Target-of-rapamycin- (TOR) Protein-
komplex®, der die Zellproliferation reguliert. Interferon-y induziert die MHC-Antigenexpression,
die die Aktivitit der antigenprisentierenden Zellen erhdht und zusammen mit TNF-a Makropha-
gen aktiviert (25).

Werden CDS8-positive Zellen aktiviert, wird die Bildung von Zytotoxinen wie Perforin und
Granzyme stimuliert. Perforine bilden hierbei Poren in der Zielzelle aus, durch die die Granzy-
me, sogenannte Proteasen, eindringen kdnnen und die Apoptose der Zielzelle auslosen (21).

Die immer bessere Kenntnis iiber den Ablauf der Immunreaktion bei AbstoBungen, schafft die
Grundlage fiir die Entwicklung neuer Immunsuppressiva mit unterschiedlichen Angriffspunkten

in dieser Kaskade.
12
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2.2 Immunsuppressive Medikamente

Werden allogene Organen transplantiert, erfordert dies eine lebenslange immunsuppressive The-
rapie. Die immunsuppressive Therapie wird nach den Prinzipien der evidenzbasierten Medizin
durchgefiihrt, d.h. die Wirksamkeit und Sicherheit der verschiedenen Immunsuppressiva wurde
durch eine Vielzahl klinischer Studien gepriift (26).

Aufgrund des immunologischen Risikos soll durch Anwendung einer initial intensivierten Im-
munsuppression die akute AbstoBung des Organs verhindert werden. In der Postadaptionsphase,
d.h. nach dem 12. Monat der Transplantation, liegen weniger Studien zur immunsuppressiven
Therapie vor. Hier geht es vor allem um die Adaptierung der Immunsuppression und im weiteren
Verlauf um die Reduzierung auf eine niedrige Erhaltungstherapie (27).

Das langfristige Ziel der Transplantationsmedizin sollte neben der Reduktion von akuten Trans-
plantatabstoSungen auch die Reduktion des chronischen Transplantatversagens sein. Ferner soll
das Spektrum an Nebenwirkungen, wie Toxizitét (Nephrotoxizitét), Tumorinduktion, Infektions-
neigungen, Komorbiditit und metabolische Probleme so gering wie moglich gehalten werden.
Eine grofle Bedeutung nimmt die Sicherung und Stabilisierung des Langzeitverlaufs ein (26).
Die Medizin ist nach wie vor auf der Suche nach neuen Substanzklassen, die nicht nur die akute
Rejektion sondern auch die chronische Organdysfunktion positiv beeinflussen. Heute steht der
Medizin eine Vielzahl an Arzneistoffen unterschiedlicher Substanzklassen mit verschiedenen
Wirkmechanismen zur Verfligung. Dadurch werden u. a. erste Versuche ermdglicht, immunsup-
pressive Therapien individuell an den Patienten anzupassen. Diese individualisierte Therapiestra-
tegie beriicksichtigt die Vorerkrankungen und Risikofaktoren des Patienten, mit dem Ziel, die

Nebenwirkungen der immunsuppressiven Therapie zu minimieren.

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber aktuelle Immunsuppressiva in der Transplantati-

onsmedizin:

Glukokortikoide

Methylprednisolon, Urbason® Hemmung der Zytokinproduktion,

Hemmung von Entziindungsmediatoren sowie
Reduktion der Lymphozytenproliferation,
Apoptose von immunologischen Zellen

Prednisolon, Decortin H®

13
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Niedermolekulare Substanzen

Ciclosporin A, Sandimmun optoral®

Bindung an Ciclophilin, Komplex hemmt Cal-
cineurin-Phosphatase =~ und  die = T-Zell-
Aktivierung

Tacrolimus, Prograf®

Bindung an FKBP12, Komplex hemmt die Cal-
cineurin-Phosphatase =~ und  die = T-Zell-
Aktivierung

Sirolimus, Rapamune®

Everolimus, Certican®

Bindung an FKBP12, Komplex hemmt mam-
malian target of rapamycine (mTOR) sowie die
induzierte T-Zell-Proliferation

Mycophenolat mofetil, Cellcept®

Enteric-coated mycophenolate mofetil,
Myfortic®

Hemmung der Purinnukleotid-Synthese iiber
IMPDH sowie die T- und B-Zell Proliferation

Leflunomid, Arava®

Hemmung der Pyrimidin-Synthese und dadurch
die T- und B-Zell Proliferation

Azathioprin, Imurek®

Interferiert als Antimetabolit mit
DNA-Synthese, antiproliferativ

Depletierende Antikorper

Polyklonales Antilymphozyten- Globulin,
Thymoglobulin®

Bindung an Membranproteine von
T-Lymphozyten, Lyse der T-Zellen

Muromomab, Orthoclone OKT3®

Bindung an CD3-Oberflichenmolekiil,
Lyse von CD-3 positiven Lymphozyten

Alemtzumab, MabCampath®

Bindung an CD52-Oberfldchenmolekiil
Lyse von B-und T-Lymphozyten

Rituximab, MabThera®

Bindung an CD20-Oberfldchenmolekiil,
Lyse von B-Lymphozyten

Nicht-depletierende Antikorper

Basiliximab, Simulect®

Daclizumab, Zenapax®

Bindung an IL-2 Rezeptor aktivierter T-
Lymphozyten, Hemmung der IL-2 induzierten
T-Zell Proliferation

LEA29Y (Belatecept)-noch nicht zugelassen
Fusionsprotein

Bindung an B7 von T-Zellen, Blockade des
kostimulatorischen Signals 2

Tab. 1: Klassifikation von Imnmunsuppressiva mit beispielhaften Handelsnamen und Wirkungsweise (27, 28).

Die Vielzahl der auf dem Markt befindlichen immunsuppressiven Medikamente, erlaubt die

Ausweitung der Anzahl moglicher immunsuppressiver Therapiekombinationen. Weltweit wird

derzeit direkt nach der Transplantation meist als initiale Therapie eine Kombination bestehend

aus: Calcineurin-Inhibitor (Ciclosporin A oder Tacrolimus), Mycophenolsdure (MPA) und einem

Glukokortikoid (Prednisolon oder Methylprednisolon) angewendet (27).
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Im Folgenden sollen die Immunsuppressiva genauer dargestellt werden, die Gegenstand der Stu-
die sind.
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Abb. 3: Ubersicht iiber den Wirkmechanismus verschiedener Inmunsuppressiva (28).

Glukokortikoide (Prednisolon, Methylprednisolon)

Glukokortikoide sind ein essentieller Bestandteil der immunsuppressiven Therapie in der Initi-
alphase nach Nierentransplantation. Kortikosteroide bewirken eine Reduktion der Lymphozyten-
proliferation, hemmen die Zytokinproduktion sowie Entziindungsmediatoren und induzieren die
Apoptose von immunologischen Zellen. Aufgrund des umfangreichen Nebenwirkungsprofils

einer langen Steroidtherapie, wie Hypertonie, Diabetes mellitus, Hyperlipidimie und Wundhei-

lungsstorungen, wird in vielen Zentren ein Steroidentzug angestrebt (29).

Calcineurin-Inhibitoren (Ciclosporin A, Tacrolimus)

Die Calcineurin-Inhibitoren (CNI), wie Ciclosporin (CyA) und Tacrolimus (Tac) bilden einen
Komplex mit einem Immunophilin. Ciclosporin A bindet hierbei an Ciclophilin, Tacrolimus an
,, FK-506-binding-protein 12 (FKB12). Diese Komplexe binden und inhibieren Calcineurin
(siche Abbildung 3). Der Tacrolimus/FKB12-Komplex besitzt dabei eine hohere Affinitit zu
Calcineurin als der Ciclosporin A/Cyclophilin-Komplex (28). Die Folge ist die Inaktivierung des

NFAT und damit eine reduzierte Produktion von IL-2 sowie die anschlieende Inhibierung der

15



Einleitung

IL-2 vermittelten T-Zell-Aktivierung. Durch die unterdriickte T-Zell-Aktivierung wird folglich
die T-Zell-abhingige B-Zell-Proliferation gehemmt. Ciclosporin A und Tacrolimus werden in
der Leber durch das Cytochrom P450 3A4 und 3A5-Isoenzyme metabolisiert. Daraus ergibt sich
eine Vielzahl von Interaktionen mit anderen Pharmaka. Interaktionen, die die Wirkung beider
Medikamente beeinflussen, sind aufgrund der geringen therapeutischen Breite von klinischer
Bedeutung. Sie machen, zusammen mit der Variabilitdt der Bioverfiigbarkeit, ein umfangreiches
Monitoring erforderlich (30). Fiir Ciclosporin A konnte in Untersuchungen gezeigt werden, dass
sich hier vor allem die Spiegelmessung 2 Stunden nach der morgendlichen Einnahme (C2) eig-
net. Sie stellt eine gute Anndherung an Cp,x dar und korreliert gut mit der AUC (Flache unter der
Konzentrations-Zeit-Kurve) (31).

Ciclosporin A und Tacrolimus haben ein dhnliches Nebenwirkungsspektrum. Eine héufige Ne-
benwirkung beider Medikamente ist die Nephrotoxizitdt, die klinisch relevant und oft dosislimi-
tierend ist. Weitere Nebenwirkungen sind Neurotoxizitit und arterielle Hypertonie (27). Unter
Ciclosporin A finden sich hidufiger Hypercholesterindmien, unter Tacrolimus ist der diabetogene
Effekt hervorzuheben (28). Das durchschnittliche kardiovaskulére Risiko ist jedoch unter Tacro-
limus giinstiger (32, 33). Weiterhin konnen unter der Therapie von Ciclosporin A eine Gingiva-
hyperplasie sowie Hirsutismus auftreten (27). Bei Tacrolimus kommt es hingegen hiufiger zu

Haarausfall und Tremor.

Mycophenolat Motefil / Mycophenolat-Natrium

Mycophenolat Motefil (MMF) / Mycophenolat-Natrium (EC-MPS) werden heute meist in Kom-
bination mit einem Calcineurin-Inhibitor angewandt. Seit der Einfiihrung im Jahr 1995 hat MMF
zunehmend Azathioprin in der Nierentransplantation abgeldst. Klinische Studien haben gezeigt,
dass MMF die Héufigkeit akuter Rejektionsepisoden im Vgl. mit Azathioprin signifikant senken
konnte. Die Hauptnebenwirkungen sind gastrointestinaler (Bauchschmerzen, Ubelkeit, Diarrhoe,
Gastritis) und hdmatologischer (Leukopenie, Andmie) Natur (27). Das mikroverkapselte diinn-
darmlosliche EC-MPS ist dem MMF nach Nierentransplantation therapeutisch gleichwertig (34).
MMEF setzt nach oraler Verabreichung und anschlieBender Resorption im Magen die aktive Sub-
stanz Mycophenolsdure (MPA) frei. Die magensaftresistente Beschichtung von EC-MPS bewirkt
eine verzogerte Freisetzung von MPA im Diinndarm. Der Konzentrations-Zeit-Verlauf von MPA
ist durch zwei Spitzenspiegel gekennzeichnet. Der erste Peak tritt 0,6-0,9 h (MMF), bzw. 1,5-2 h
(EC-MPS) nach Einnahme auf. Durch Metabolisierung von MPA entsteht MPAG, das iiber die
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Galle wieder in den Darm gelangt und im Darm anschlieend deglucuronidiert werden kann. Das
so entstandene MPA wird schnell resorbiert und dem Kreislauf wieder zugefiihrt. Dies zeigt sich
in einen zweiten, weit geringeren Anstieg, ca. 6-12h nach Einnahme (35). MPA ist ein Inhibitor
der Inosin-Monophosphat-Dehydrogenase (IMPDH), das Schliisselenzym in der de novo Purin-
nukleotid-Synthese. Es katalysiert die irreversible Umwandlung von Inosin-Monophosphat in
XMP-Monophosphat. Aus dieser Vorstufe entstehen die fiir die RNA oder DNA-Synthese bend-
tigten Purinnukleotide Guanosin-Triphosphat bzw. Deoxyguanosin-Triphosphat. T- und B-
Lymphozyten konnen die Purinnukleotide nur auf dem de-novo Weg bereitstellten wéihrend an-
dere Zellen den Salvage Pathway benutzen. Daher hemmt MPA relativ spezifisch die Lympho-
zytenproliferation. Die IMPDH existiert in zwei Isoformen, der IMPDH Typ I und IMPDH Typ
II. IMPDH Typ I wird vor allem in ruhenden Lymphozyten exprimiert sowie in den meisten an-
deren Zellarten. Eine vermehrte Expression von IMPDH Typ II findet vor allem in aktivierten

Lymphozyten statt (36).

TOR-Inhibitoren (Everolimus, Sirolimus)

Die Wirkstoffe Everolimus und Sirolimus gehoren zu den mTOR-Inhibitoren. Everolimus ist ein
Derivat des Sirolimus. Es besitzt eine zusitzliche 2-Hydroxyethyl-Gruppe an Position 40 des
Sirolimus-Molekiils. Damit konnten die immunsuppressiven Eigenschaften erhalten, die phar-
makokinetischen Eigenschaften jedoch gezielt geédndert werden (wie verkiirzte Halbwertzeiten
von 62 Stunden auf 31,5 Stunden). Sirolimus und Everolimus binden sich an das FKBP12 (28).
Der gebildete Komplex inhibiert dann eine Serin/-Threonin-Kinase, das mTOR-Protein (,,mam-
malian target of rapamycine®) (siche Abbildung 3). Das Protein ist als zentraler Regulator der
Zellproliferation und kontrolliert direkt und indirekt die Initiierung der Translation, Transkripti-
on, Proteinstabilitdt und die Apoptose (37). Somit kommt es zu einer ausgeprigten Lymphozy-
tenproliferationshemmung, ohne Einfluss auf die IL-2 Synthese von T- und B-Zellen zu nehmen.
Die Effekte der mTOR-Inhibitoren sind nicht nur lymphozytenspezifisch, sondern betreffen alle
proliferierenden Zellen, auch die mesenchymalen Zellen (38) Somit scheinen die mTOR-
Inhibitoren nicht nur eine immunsuppressive, sondern auch eine Anti-Tumor-Wirkung zu haben.
Zu den wichtigsten Nebenwirkungen der mTOR-Inhibitoren z&hlen Hyperlipidimie, Thrombo-
zytopenie, Wundheilungsstorungen, Infektionen und die Entwicklung von Lymphozelen (39).
mTOR-Inhibitoren stellen eine Substanzklasse dar, die sich mit anderen zurzeit verfiigbaren Im-

munsuppressiva kombinieren ldsst. Anfanglich dachte man, dass die Kombination von Sirolimus
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mit Ciclosporin A und Steroiden eine sehr potente synergetische Therapie darstellt (40,41). Da
Sirolimus und Everolimus wie die CNI durch das Cytochrom P450, insbesondere dem Isoenzym
3A4 metabolisiert werden, fiihrte die &hnliche Metabolisierung von CNI und mTOR- Inhibitoren
jedoch zu einem erhdhtem Risiko an CNI -assoziierter Nebenwirkungen, insbesondere der Ne-
phrotoxizitdt (42). Die mTOR- Inhibitoren haben selbst keinen negativen Effekt auf die Nieren-
funktion oder den Blutdruck. Das eroffnet die Suche nach anderen Therapieschemata, insbeson-
dere in Hinblick auf eine CNI-freie Therapie. Entweder wird vollstindig auf den Einsatz von
CNI verzichtet oder es wird eine mehr oder weniger friithzeitige Elimination der CNI vorgenom-
men. So konnte z.B. gezeigt werden, dass nach initialer Konversion von Sirolimus und CyA eine
Sirolimus basierte, CNI-freie Therapie, einer Kombinationstherapie mit niedrig dosiertem Ci-
closporin A iiberlegen ist. Patienten, bei denen Ciclosporin A nach 3 Monaten abgesetzt wurde,
zeigten nach 6 Monaten eine signifikant hohere Kreatinin-Clearance als die Patienten, die nach 3
Monaten eine geringe Dosis Ciclosporin A in Kombination mit Sirolimus erhielten (65 ml/min
vs. 57 ml/min, p=0,027) (43). Eine weitere randomisierte Studie (44) zeigte, dass ein Wechsel
der immunsuppressiven Therapie von Ciclosporin A zu einer Sirolimus basierten Therapie zu
einer signifikanten Verbesserung der GFR (glomeruldre Filtrationsrate) flihrt. Eine mogliche
Konsequenz aus diesen Konversionsstudien ist ein Protokoll zum Wechsel der Immunsuppressi-
on von einem Calcineurin-Inhibitor zu einem mTOR-Inhibitor, entweder bei Entstehen einer
CNI-Unvertraglichkeit oder zur Prophylaxe einer CNI-assoziierten Nebenwirkung, wie die Ne-

phrotoxizitét.

2.3 Pharmakodynamisches Monitoring

Immunsuppressive Medikamente haben eine enge therapeutische Breite. Bei zu hoher Dosierung
treten starke unerwiinschte Nebenwirkungen auf, die fiir den Empfanger des Transplantats gra-
vierende Folgen haben koénnen. Bei zu niedriger Dosierung droht eine AbstoBung des Transplan-
tats. Aufgrund der groBen intra- und interindividuellen Variabilitit der Blutspiegel sowie der
toxischen Nebenwirkungen der Medikation, wird die Bestimmung der Blut- und Plasmakonzen-
trationen, das pharmakokinetischen Monitoring, von immunsuppressiven Medikamenten emp-
fohlen. Die Pharmakokinetik (PK) ist die vorrangige Methode, um die Medikamentenaufnahme,
-verteilung, -Exkretion und -Interaktion zu messen. Interaktionen zwischen den verschiedenen

Medikamenten und interindividuelle Unterschiede der Organspender und -empfanger begrenzen
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jedoch den Einsatz des PK-Monitorings (45). Da trotz gleicher Medikamentenspiegel unter-
schiedliche interindividuelle Wirkungen und Nebenwirkungen auftreten konnen, kann die Wir-
kungsweise von Immunsuppressiva nur unzureichend durch die Pharmakokinetik beschrieben
werden. Mit Hilfe der Pharmakodynamik (PD) wird versucht, die Wirkung von immunsuppres-
siven Medikamenten in vivo, z.B. auf immunologische Zellen, zu bestimmen. Die Messung der
Lymphozytenfunktion stellt dabei einen geeigneten Parameter dar, um immunsuppressive Effek-
te verschiedener Medikamente mit unterschiedlichen Wirkungsweisen zu messen.

Fiir die pharmakodynamischen Messungen eignet sich vor allem Vollblut. Das hat einige Vortei-
le gegeniiber dem Gebrauch von isolierten, gereinigten Lymphozyten. Im Vollblut bleibt die
,hatlirliche® Umgebung der Lymphozyten weitestgehend erhalten. Daher werden im Vergleich
zur Isolationstechnik deutlich geringere Mengen an Blutvolumina bendtigt (46). Zum anderen
kann bei der Aufarbeitung durch die Manipulation der Lymphozyten sowie einer Exposition ge-
geniiber Luftsauerstoff, es zur einer Induktion von DNA-Schiden kommen, die die Variabilitit
der Messungen verstirken kann. Zum immunsuppressiven PD-Monitoring eignen sich z.B. die-
jenigen Medikamente, die einen Effekt auf die Proliferationsrate, die Zytokinsynthese (wie IL-2,
TNF-a) und die Expression von Aktivierungsmarkern (wie CD25 und CD71) von T-Zellen ha-
ben. Diese PD-Marker sind jedoch nicht medikamentenspezifisch. Sie sind vielmehr das Resultat
einer in Lymphozyten stattfindenden spezifischen intrazelluldren biochemischen Kaskade, die
durch die Anwendung einer kombinierten Pharmakotherapie, in Gang gesetzt wird und vermut-
lich fiir die AbstoBung des Transplantates verantwortlich ist (47). Um die Lymphozytenprolifera-
tion zu stimulieren, kann als Mitogen Concanavalin A (ConA) verwendet werden. Auch lassen
sich mit ConA die Oberflichenantigene CD25 und CD71 exprimieren (45). ConA bewirkt wei-
terhin in T-Lymphozyten die Freisetzung von intrazellulirem Calcium (48) und durch die Bin-
dung an den CD2-Rezeptor die Aktivierung der Protein-Kinase C (49). Zur Stimulation der in-
trazelluldren Synthese der Zytokine IL-2 und TNF-a konnen die Mitogene lonomycin und Phor-
bol 12-myristat 13-acetat (PMA) verwendet werden (44). Beide sind in der Lage, T-Zellen durch
einen kalziumabhingigen Stoffwechselweg zu aktivieren. Werden Ionomycin und PMA kombi-
niert angewendet, so wird unter Umgehung des T-Zell-Rezeptors die Aktivierung der T-Zellen
bewirkt (50).

Zu den medikamentenspezifischen Assays zdhlen z. B. die Messung der IMPDH-Aktivitét fiir
MPA (51) oder die Messung der Calcineurin-Aktivitdt fiir Ciclosporin A (52). Als Nachteil die-

ser spezifischen PD-Marker bzw. ihrer Assays gilt (mit Ausnahme der IMPDH), dass sie
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technisch sehr anspruchsvoll sind und sich ihre Ergebnisse nur schwer reproduzieren lassen.
Weiterhin spiegeln sie nur den Effekt eines Medikamentes wider, wihrend die meisten immun-
suppressiven Therapieschemata jedoch aus einer Kombination verschiedener Pharmaka bestehen

(47).

2.4 Fragestellung und Zielsetzung

Priméres Ziel dieser Pilotstudie war die genaue Analyse der pharmakologischen (PK und PD)
Parameter nach Umstellung von CNI (CyA oder Tac) basierter Therapie auf einen mTOR-
Inhibitor (Everolimus) bei nierentransplantierten Patienten.
Zum einen wurden hierbei die Medikamentenspiegel von Everolimus und MPA im Blut, die im
Tagesverlauf gemessen wurden, beobachtet. Neben der Pharmakokinetik (PK) sollte auch die
Pharmakodynamik (PD) vor und nach Umstellung untersucht werden. Die Messung der T-Zell-
Aktivierung und T-Zell-Proliferation nach der Therapieumstellung von CyA zu Everolimus
stand hierbei im Zentrum der Arbeit. Zusitzlich sollte die Aktivitdt der IMPDH durch Hochlei-
stungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) gemessen werden, um neue Erkenntnisse iiber die
IMPDH-AKktivitit unter Kombination von mTOR und EC-MPS zu erhalten, die fiir die zukiinfti-
ge Behandlung von Patienten nach Organtransplantationen von Bedeutung sein konnen. Weiter-
hin wurde die Vertraglichkeit der Kombinationstherapie aus EC-MPS und Everolimus sowie die
Auswirkung auf die Funktion des transplantierten Organs untersucht.
Weiterhin sollten in diesem Zusammenhang folgende Hypothesen iiberpriift werden:
* Nach Absetzen der nephrotoxischen CNI kommt es zu einer Verbesserung der Nieren-
funktion
* Die CNI-freie Everolimus-basierte Therapie ist langfristig gut vertréglich
* Die Umstellung von CNI auf mTOR fiihrt zu Verdnderungen der Pharmakokinetik und
der Pharmakodynamik.

Im Rahmen einer nicht randomisierte, offenen, monozentrischen Pilotstudie sollten folgende
Fragen beantwortet werden:
* Fiihrt die Konversion von CNI auf Everolimus, zu Verdnderungen der pharmakokineti-
schen Parameter (AUC, Cpax.) der Wirkstoffe EC-MPS und Everolimus?
* Hat die Umstellung der immunsuppressiven Therapie von CNI auf Everolimus Einfluss

auf die pharmakodynamischen Parameter, wie T-Zell-Aktivierung und
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T-Zell-Proliferation wéhrend der Behandlung mit CNI und besonders nach dem Absetzen
von CNI?

Zeigt sich unter der CNI-freien immunsuppressiven Therapie eine signifikant bessere
Nierenfunktion (Serum-Kreatinin, Kreatinin-Clearance) als unter der Kombinationsthera-
pie EC-MPS plus CyA/Tac?

Welchen Einfluss haben die CNI-freie Immuntherapie und die Kombinationstherapie mit
CNI auf die Nierenfunktion und den Fettstoffwechsel?

Explorativ erfasst werden sollen aulerdem, auftretende Nebenwirkungen hinsichtlich der
Art und des Schweregrades, insbesondere mit Augenmerk auf die Infektionen.

Welche Auswirkung hat die Kombinationstherapie von EC-MPS und Everolimus nach
einem Jahr auf die Transplantatfunktion in Bezug auf die akute AbstoBung, Transplantat-

versagen oder Tod?
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3 Material

3.1 Studienkonzept

Bei der vorliegenden Studie (MyRad/CyA-PK) handelt es sich um eine nicht randomisierte, of-
fene, pharmakokinetische Studie in 2 Zentren. Die vorliegende Untersuchung beschreibt die Er-
gebnisse, die in 13 stabilen nierentransplantierten Patienten beobachtet wurden, die am Zentrum
fiir Nephrologie der Charité- Universitdstsmedizin Berlin, Campus Mitte, eingeschlossen wur-
den.

Der Priifplan, die Probandeninformation und die Einverstédndniserklarung wurden im Jahre 2004,
gemil den iliberarbeiteten Richtlinien der Declaration of Helsinki, erstellt. Die Ethikkommission
der Charité Berlin stimmte der Durchfiihrung der Studie und Substudie zu.

Die Patienten erhielten zur priméren immunsuppressiven Medikation entweder Ciclosporin A
(n=8) oder Tacrolimus (n=5) jeweils in Kombination mit Mycophenolate-natrium (EC-MPS)
und/oder Steroiden. Die MyRad- Studie bestand aus 3 Phasen:

In Phase I und II wurde die Dosis des Calcineurin-Inhibitors schrittweise um jeweils 50 % und
25 % der Ausgangsdosis reduziert. Gleichzeitig wurde Everolimus mit in das Therapieschema
aufgenommen. Die Dosis richtete sich individuell nach dem gemessenen Everolimus Blutspie-
gel. Ciclosporin A bzw. Tacrolimus wurden schrittweise iiber 1 Monat durch Everolimus ersetzt,
so dass in Phase III die immunsuppressive Therapie aus EC-MPS und Everolimus (und Kortiko-
steroiden) bestand. Dieses Schema wurde fiir weitere 11 Monate fortgefiihrt, um die klinische
Sicherheit und Wirkung der Behandlung zu untersuchen. Wihrend der verschiedenen Phasen
wurden u. a. pharmakokinetische und pharmakodynamische Parameter, Vitalparameter und la-

borchemische Parameter gemessen.

3.2 Patienten und Probanden

In die Substudie wurden Patienten im Alter von 18-75 Jahren des Zentrums fiir Nephrologie, der
Charité — Universitdtsmedizin, Campus Mitte, eingeschlossen. Die Patienten wurden erst nach
ausfiihrlicher Aufkliarung und schriftlicher Einwilligung behandelt.

Es galten nachfolgende Kriterien zur Teil- bzw. Nichtteilnahme an der Substudie:
Einschlusskriterien

* Stabile Transplantatfunktion mit einem Serum-Kreatinin <2,5 mg/dl
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Patienten mit einem Nierentransplantat seit mindestens 6 Monaten aber nicht langer als 5
Jahren

seit mindestens einem Monat vor Studienbeginn bestehende immunsuppressive Therapie
aus Ciclosporin A/Tacrolimus und EC-MPS mit oder ohne Kortikosteroiden

Frauen im gebirfahigen Alter mit einen negativen Serum Schwangerschaftstest vor Stu-

dieneinschluss

AusschlufB3Kkriterien

Bekannte Uberempfindlichkeit gegeniiber EC-MPS oder Everolimus

Schwere AbstoBungsreaktion (nach BANFF Kriterien) innerhalb von 3 Monaten vor Stu-
dieneinschluss

Anderung der immunsuppressiven Therapie innerhalb der letzten 3 Monate aus immuno-
logischen Griinden

Thrombozytopenie, absolute Neutrophilenzahl <1,500 /mm?’, Leukozytopenie, Himo-
globinwert <9,0 g/dl bei Studieneinschluss

Proteinurie (>1 g/d) bei Studieneinschluss

Einnahme von nicht zugelassenen Medikamenten 2 Wochen bei Studieneinschluss
Einnahme von Medikamenten mit bekannter Wechselwirkung mit Ciclosporin A/Tac
und/oder Everolimus

Maligne Vorgeschichte innerhalb der letzten 5 Jahre, ausgenommen die Entfernung von
Plattenepithel- oder Basalzellkarzinom der Haut

Klinisch signifikante Infektion, die eine Dauertherapie bendtigt

Schwere Diarrhoen, aktive Ulkuserkrankung, unkontrollierter Diabetes mellitus

HIV positiv

Alkohol- oder Drogenabhingigkeit

Zur Messung der pharmakokinetischen (PK) und pharmakodynamischen (PD) Profile trafen die

Patienten vor Einnahme der immunsuppressiven Medikation in die Charité Berlin, Campus Mit-

te, ein. Vor den Blutentnahmen fiir die PK und PD-Messungen blieben die Patienten mindestens

10 Stunden niichtern. Die erste Nahrungsaufnahme konnte mindestens 2 Stunden nach der ersten

Blutentnahme wieder erfolgen. Die Patienten verlieBen am Tag der Messung, 12 Stunden nach

Abnahme der letzten Blutprobe, das Krankenhaus.
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Als Vergleichsgruppe wurden Daten 13 gesunder Probanden ohne bestehende immunsuppressive
Therapie, herangezogen. Die Daten der Kontrollgruppe wurden im Rahmen der PD-Messungen

erhoben.

3.3 Pharmaka

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Pharmaka verwendet:

Ciclosporin A (Sandimun®Optoral), Novartis Pharma, wurde in Tablettenform mit jeweils
10 mg; 25 mg; 50 mg; oder 100 mg mit einer Dosis von 80-320 mg/d vor der Einfiihrung von
Everolimus appliziert. Mit Einfiihrung von Everolimus wurde die Dosis um jeweils 50 % und 25

% der Ausgangsdosis reduziert.

Tacrolimus (Prograf®), Astellas Pharma, wurden in Tablettenform mit jeweils 0,5 mg, 1 mg;
5 mg mit einer Tagesdosis von 3 — 6 mg/d vor Einfiihrung von Everolimus verabreicht. Mit Auf-
nahme von Everolimus in das Therapieschema wurde die Dosis um jeweils 50 % und 25 % der

Ausgangsdosis reduziert.

Everolimus (Certican®), Novartis Pharma, wurde in Form von Tabletten oral verabreicht.
Verwendet wurden Tabletten mit jeweils: 0,25 mg; 0,5 mg; 75 mg. Abhéngig vom Blutspiegel

wurden Dosen von 0,75 mg; 1,5 mg oder 2,25 mg verabreicht.
Enteric-coated Mycophenolate Sodium (Myfortic®), Novartis Pharma, wurde in Tabletten-

form mit jeweils 180 mg oder 360 mg Wirkstoff oral verabreicht. Die Tagesmindestdosis betrug

in dieser Studie tiber 720 mg/d.
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3.4 Studienablauf

Screening: Visite 1; Tag -28/-1

* Einschlussuntersuchung
* Therapieschema:
CyA/Tac + EC-MPS +/- Kortikosteroide

1l

Studienbeginn: Visite 2; Tag 0

* bestehendes Therapieschema:

(100 %) CyA/Tac + EC-MPS +/- Kortikosteroide
* Einschlussuntersuchung, am néichsten Tag Start von Everolimus: 1,5 mg/d und
* Reduzierung der CNI-Dosis um 50 % der Ausgangsdosis

1L

/ Phase I: Visite 3-4, Tag 7-14 \

* bestehendes Therapieschema:
(50 %) CyA/Tac + EC-MPS + Everolimus +/- Kortikosteroide
*  Anpassen des Everolimus-Spielgels auf 3-5 ng/ml,
*  Am néchsten Tag, Reduzierung der CNI-Dosis um 25 % der Ausgangsdosis

N J
L

Phase II: Visite 5-6; Tag 21-28

* bestehendes Therapieschema:

(25 %) CyA/Tac + EC-MPS + Everolimus +/- Kortikosteroide
* Anpassen des Everolimus-Spiegels auf 5-8 ng/ml
* Am nichsten Tag Absetzen der CNI

1l

Phase III: Visite 7-11; Monat 2,4,6,9,12

bestehendes Therapieschema:
EC-MPS + Everolimus + /- Kortikosteroide

Abb. 4: Umstellung der immunsuppressiven Therapie von CyA/Tac + EC-MPS auf Everolimus + EC-MPS.

Beobachtungszeitraum 12 Monate.
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3.5 Parameter

Wihrend der Studie wurden nachfolgende Parameter erhoben:

3.5.1 Allgemeine Parameter

Vor Beginn der Studie wurde fiir jeden Patienten eine Einschlussuntersuchung durchgefiihrt. Es
wurden die Einschluss- und Ausschlusskriterien gepriift (sieche 3.2 Patienten und Probanden)
Zusitzlich wurden im Rahmen des Screenings nachfolgende Daten ermittelt:

* Demografische Daten (Geburtsdatum, Geschlecht, ethnische Abstammung)

* Vitalparameter (Korpertemperatur, Puls, Blutdruck, Gewicht, Gro3e). Eine weitere Erhe-
bung der Vitalparameter erfolgte zum Studienbeginn, nach Reduzierung der CNI um
50 % sowie 7 Tage nach Absetzen der CNI

* Krankengeschichte (Erkrankungen, Operationen)

* Informationen iiber die Transplantation (Datum der Transplantation, Grunderkrankung,
Art der Spende, HLA-Missmatch, CMV-Status von Spender und Empfanger, AbstoB3un-
gen, Medikation)

* Allgemeine Medikation

3.5.2 Klinische Parameter

Laborchemische Parameter

Zur Bestimmung des kleinen Labor gehorten: Natrium, Kalium, Magnesium, Phosphat, Kreati-
nin, Albumin, Protein, Alkalische Phosphatase, AST, ALT, Harnstoff, C-reaktive Protein.
Bestimmung des kleinen Labor an den Visiten: 1, 4 und 5.

Wurde das groffe Labor bestimmt, wurden zusétzlich zum kleinen Labor Chlorid, Lipid Elek-
trophorese, Cholesterin, Triglyceride, HDL, LDL, Eisen, Ferritin, Transferrinséttigung, Testoste-
ron, FSH, LH, PTH, Aldosteron, Plasma Osmolaritit, Lp(a), pH-Wert, Bikarbonat gemessen.

Bestimmung des groflen Labor an den Visiten: 2 sowie 6 — 11.

Himatologie/Blutbild
Bestimmung von: Hdmoglobin, Hdmatokrit, Leukozytenzahl (mit Differenzierung), Neutrophi-
len Granulozyten- Zahl und Thrombozytenzahl. Diese Parameter wurden an den Visiten: 1, 2, 4,

5, 6 sowie 7-11 ermittelt.
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Urin

Sammelzeit 24 h. Bestimmung: des Volumens, Kreatinin, Protein, Albumin, Harnsdure, Phos-
phat, Natrium, Kalium, pH-Wert, Osmolaritit, Bikarbonat, Magnesium, Enzyme wie B-NAG und
GST an den Visiten 2 sowie 7-11.

3.5.3 Pharmakokinetische Parameter

Die Messungen erfolgten im Institut fiir Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie der Charité

- Universitidtsmedizin Berlin, Campus Mitte.

Calcineurin-Inhibitoren

Ciclosporin A

Zur Bestimmung des CyA- Blutspiegels wurde den Patienten vor Medikamenteneinnahme (CO-
Spiegel) und 2 Stunden nach der Ciclosporin A Einnahme venéses Blut entnommen (C2-
Spiegel). Die Messungen erfolgten vor Einfiihrung von Everolimus bei voller Dosis von Ci-
closporin A sowie nach Reduzierung der Ciclosporin A/Tacrolimus Dosis um 50 % der Aus-

gangsdosis.

Tacrolimus

Zur Bestimmung des Tac- Blutspiegels wurde den Patienten vor Medikamenteneinnahme (Mes-
sung der Talspiegel: C0) venodses Blut entnommen. Die Messungen erfolgten vor Einfiihrung von
Everolimus bei voller Dosis von Ciclosporin A sowie nach Reduzierung der Ciclosporin

A/Tacrolimus Dosis um 50 % der Ausgangsdosis.

Everolimus

Zur Analyse des pharmakokinetischen Profils von Everolimus wurden jeweils 2 ml vendses ED-
TA Blut benétigt. Die Blutentnahmen fanden 5 min vor der Medikamenteneinnahme (CO-
Spiegel) sowie 2 Stunden nach Medikation (C2-Spiegel) statt. Die Messung erfolgte nach Redu-
zierung der Ciclosporin A/Tacrolimus Dosis um 50 % der Ausgangsdosis, sowie 7 Tage nach

Absetzen der Ciclosporin A/Tacrolimus-Medikation.
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EC-MPS

Zum pharmakokinetischen Profil von MPA gehorte die Analyse der MPA Plasma Konzentration.
Die Blutentnahmen fanden 5min vor (CO-Spiegel) sowie 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 4; 5; 6; 9; 12
Stunden nach Medikamenteneinnahme statt.

Die Messungen erfolgten vor Einfiihrung von Everolimus bei voller Dosis von Ciclosporin A,
nach Reduzierung der Ciclosporin A/Tacrolimus Dosis um 50 % der Ausgangsdosis sowie 7

Tage nach Absetzen des Medikamentes.

3.5.4 Pharmakodynamische Parameter
Die Messungen erfolgten im Nephrologischen Forschungslabor, der Charité- Universitdtsmedi-

zin Berlin, Campus Mitte.

Wihrend der Studie wurden folgende, pharmakodynamische Parameter erhoben:
- Messung der intrazelluldren Zytokine IL-2 und TNF-a
- Messung der Oberflichenantigene CD25 bzw. CD71 auf CD 3" T-Lymphozyten
- Messung der lymphozytiaren Proliferationsrate
- Messung der IMPDH-Aktivitit Profil (0-12 h).
Die Messungen wurden zum Zeitpunkt Cy (vor Medikamenteneinnahme)
* bei voller Ciclosporin A/Tacrolimus Dosis ohne Einnahme von Everolimus
* nach Reduzierung der Ciclosporin A/Tacrolimus-Dosis um 50 % der Ausgangsdosis,
* 7 Tage nach Ausschleichen der Ciclosporin A/Tacrolimus-Medikation,
* sowie 9-11 Monate nach Ausschleichen der Ciclosporin A/Tacrolimus-Medikation

durchgefiihrt.

Um die IMPDH-Aktivitdt in mononukleédren Zellen des peripheren Blutes zu messen, wurde den
Patienten 5 min vor der Medikamenteneinnahme (CO-Spiegel) sowie 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 4; 5;
6; 9; 12 Stunden nach Medikamenteneinnahme Blut entnommen. Die IMPDH-Aktivitdt wurde
vor Aufnahme von Everolimus in das Therapieschema (100 % CNI), sowie 7 Tage nach Abset-
zen der Ciclosporin A/Tacrolimus-Medikation gemessen. Eine detaillierte Beschreibung, der in
dieser Arbeit durchgefiihrten IMPDH-Aktivitdtsmessung, findet sich in dem von Glander et al.
(53) veroffentlichten Manuskript.
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3.6 Reagenzien

PerCP-conjugated Mouse Anti-human CD3 (IgG))
FITC-conjugated Mouse Anti-human CD25 (IgG x)
PE-conjugated Mouse Anti-human CD71 (Mouse 1gG2,x)
PE-conjugated rat Anti-human IL-2 (Rat IgG2,)
FITC-mouse Anti-human TNF-a (IgG,)
FITC-conjugated Mouse Anti-human PCNA

(Mouse 1gGaax)
Ammoniumchlorid (NH4CI)
Aqua dest. (H2Ogest.)
Concanavalin A (ConA)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethanolapsorute (EtOH)

Fetales Kélberserum (FCS) hitzeinaktiviert
Formaldehyd (37 % stabilisiert mit 10-15 % MeOH)

Glutamin

Brefeldin A, Golgi Plug

IntraPrep Reagenz 1

IntraPrep Reagenz 2

Ionomycin (IONO)
Kaliumhydrogencarbonat (KHCOs3)
Methanol (MeOH)

Dinatrium-Ethylendiamintetraessigsdure (Na,EDTA)
Phosphate Buffered Saline, PBS-Losung ohne Ca®" Mg”*

Phorbol 12-myristat 13-acetat (PMA)
Penicillin

Propidium Iodid (PI)

RNAse A

Hersteller

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg
Calbiochem

Sigma, Taufkirchen

Serva, Heidelberg

J.T. Baker

Biochrom, Berlin

J.T. Baker

Biochrom, Berlin

Becton Dickinson, Heidelberg
Beckman Coulter, Krefeld
Beckman Coulter, Krefeld
ICN Biomedicals, Eschwede
Merck, Darmstadt,

J.T. Baker

Sigma, Steinheim
Biochrom, Berlin

Sigma, Taufkirchen
Biochrom, Berlin

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
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RPMI 1640
Saponin

Streptomycin

3.7 Verbrauchsmaterialien

12x75 mm Polypropylen Rohrchen mit Kappe, steril
12x75 mm Polystyren Rohrchen mit Kappe, steril
50ml Polystyren Rohrchen mit Schraubverschluss, steril
15 ml Polystyren Rohrchen mit Schraubverschluss
24 Well Flachboden Zellkulturplatten mit Deckel
Blutentnahmer6hrchen, Lithium-Heparin-Monovette
1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefafle

2,0 ml Eppendorf-Reaktionsgefilie

Glaspipetten

Pasteurpipetten

10 pl Pipettenspitzen

100 pl Pipettenspitzen

1000 pl Pipettenspitzen

Spritzflasche

3.8 Software

CellQuest Pro (4.02)
Excel

SPSS Statistics 16/18

Biochrom, Berlin
Sigma, Steinheim

Biochrom, Berlin

Hersteller

Greiner, Frickenhausen

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Sarstedt, Niimbrecht

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Brand, Wertheim

Brand, Wertheim

Greiner Bio-One Filter Tips,Sarstedt
Greiner Bio-One Filter Tips,Sarstedt
Greiner Bio-One Filter Tips,Sarstedt

Hersteller
Becton Dickinson, Heidelberg
Microsoft Corporation

IBM
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3.9 Gerite

FACS Calibur mit 488 nm Argon lonen Laser
Accu-Jet, elektrische Pipettierhilfe

Multipette

Vortex Mixer

Brutschrank, Cell House 200

Reinraumwerkbank, LaminAir
Thermomixer

Zentrifuge, Megafuge 2.0R
Absaugpumpe

3.10 Puffer und Losungen

Lysierungspuffer fiir Erythrozyten

Hersteller

Becton Dickinson, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen

Eppendorf, Hamburg

Scientific Industries, Bohemia, USA
Heto Lab Equipment, Alerod, Den-
mark

Heraeus, Hanau

Eppendorf

Heraeus, Hanau

Heto

Die Mengenangaben beziehen sich auf 1 Liter Aqua dest. Der pH-Wert des Puffers betrdgt 7,2.

NH,CI 576 ¢
KHCO; 0,69 ¢
Na,EDTA 25,8mg
HyOgest. auf 100 mg/1

Der Lysierungspuffer wurde vor Gebrauch frisch hergestellt.

Permeabilisierungspuffer

Die Mengenangaben beziehen sich auf 50 ml. Der pH-Wert des Puffers liegt zwischen 7,4-7,6.

PBS 49,5 ml
FCS 0,5 ml
Saponin 0,05¢g

Der Puffer wurde mit obigen Mengenangaben angesetzt, aliquotiert und bei -20°C gelagert.
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Firbelosung fiir PCNA und DNA
Die Mengenangaben beziehen sich auf 124,5 pl.

Permeabilisierungspuffer 107 pl
RNAse A (DNAse frei) 10 ul (1:10 PBS Lésung; boiled; -70°C)
PI-Stammldsung S5ul

FITC conjugated Mouse
Anti-human PCNA Antikorper 2,5 ul
Die Farbelosung wurde unmittelbar vor Gebrauch hergestellt und dann moglichst vor direktem

Licht geschiitzt.

Ionomycin (IONQO)-Stammlésung (500 pg/ml)
Ionomycin
EtOHabsolut

Die Lagerung erfolgte aliquotiert bei -20°C. Die Aliquots wurden nur einmalig verwendet.

Ionomycin Arbeitslosung (= 0,04 pg/ml)
Es wurden 10 pl der lonomycin-Stammlésung zu 123 pl PBS-Losung (steril) gegeben. Die Ar-
beitslosung wurde erst unmittelbar vor Gebrauch hergestellt und moglichst kurz dem Einfluss

von Licht ausgesetzt.

PMA-Stammlosung (100 pg/ml)
PMA
DMSO (steril)

Die Lagerung erfolgte aliquotiert bei -20°C. Die Aliquots wurden nur einmalig verwendet.

PMA-Arbeitslosung
Es wurden 10 pl der PMA-Stammldsung zu 1323 ul PBS-Losung (steril) gegeben. Die Losung
wurde unmittelbar vor Gebrauch hergestellt und moglichst kurz dem Einfluss von Licht ausge-

setzt.
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Propidium Iodid (PI-Stammlésung) (1mg/ml)

Propidium Iodid

H,Odest.

Die Lagerung erfolgte bei 4°C lichtgeschiitzt. Auch wéihrend der Verwendung wurde die karzi-

nogene Losung lichtgeschiitzt aufbewahrt.

1%-ige PI-Losung

PI-Stammldsung

PBS

PI-Stammldsung wurde 1:100 in PBS geldst.

Die Lagerung erfolgte bei 4°C lichtgeschiitzt. Auch wihrend der Verwendung der karzinogenen

Losung wurde auf Lichtschutz geachtet.

3 %-ige FCS-Losung

FCS

PBS

Es wurden 3 % (v/v) FCS in PBS gelost, aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Antikorpermischung zur Markierung von Zelloberflichen-Antigenen

PerCP-conjugated Mouse Anti-human CD3 Antikdrper

FITC-conjugated Mouse Anti-human CD25 Antikdrper

PE-conjugated Mouse Anti-human CD71 Antikrper

3%-ige FCS

Zur Féarbung von 400 pl verdiinntem Blut (1:10 in RPMI) wurden jeweils 2 pul jedes Antikdrpers
in 100 pl der 3 %-igen FCS-Losung gelost. Die Herstellung der Losung erfolgte kurz vor Ge-

brauch.

1 %-ige und 0,5 %-ige Formalinlosung

Formaldehyd (37 % stabilisiert mit 10-15 % MeOH)

PBS (steril, w/o Mg, Ca)

Es wurden 1 % bzw. 0,5 % Formaldehyd in PBS gelost. Die Lagerung erfolgte bei 4°C lichtge-

schiitzt.
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Zellkulturnihrmedium RPMI 1640

Penicillin 100 U/ml Endkonzentration im Medium
Streptomycin 100 pg/ml Endkonzentration im Medium
L- Glutamin 2 ml Endkonzentration im Medium

Das fertige Medium RPMI 1640 wurde mit obigen Ndhrmedien ergidnzt. Die Lagerung erfolgte
bei 4°C.

Concanavalin A-Stammlésung (1 mg/ml)
ConA wurde in dem Medium RPMI 1640 (+PEST, +Gln) zu 1mg/ml geldst. Die Lagerung er-

folgte aliquotiert bei -20°C. Die Aliquots wurden nur einmalig verwendet.

GolgiPlug-Stammlosung (Brefeldin A)
Die Brefeldin A-Fertiglosung wurde zu 10 pl aliquotiert. Die Lagerung erfolgte bei +4°C.

GolgiPlug-Arbeitslosung
Die GolgiPlug-Stammldsung wurde zur weiteren Verwendung im Verhéltnis 1:10 mit PBS (ste-

ril) verdiinnt.

RNAse A

RNAse 20 mg
H)O0gest 200 pl
PBS 1800 pl

20 mg der RNAse wurden in 200 pul HyOges: gelost und anschlieBend fiir 10 Minuten auf 99°C
erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur und Zugabe von 1800 ul PBS wurde die Losung
aliquotiert und anschlieBend bei -20°C bis zur Verwendung gelagert.
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4 Pharmakodynamischen Methoden

4.1 Durchflusszytometrie

Methodische Grundlagen

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie konnen kumulativ an mehreren Tausend Suspensionszellen,
Zellmorphologie und Fluoreszenzintensitit gemessen werden.

Bei der durchflusszytometrischen Analyse werden die Lichtstreuung und die Fluoreszenzen der
mit Fluoreszenzfarbstoffen markierten Zellen in dem Moment, in dem die Zellen einen recht-
winklig zum Probenfluss angeordneten Laser-Strahl passieren, gemessen. Wird das geradlinig
verlaufende Laserlicht gestort, wird dies als ,,Event™ bezeichnet. Passieren nun die Zellen den
Fokus des Lasers, wird die Lichtstreuung der Zellen in einem engen Winkel zum Laserlicht als
Vorwirtsstreuung (forward scatter, FSC) und die Lichtstreuung in einem Winkel von 90° als
Seitwirtsstreuung (side scatter, SSC) detektiert. FSC ist ein MaB fiir die ZellgroBe. SSC ist ein
MaB fiir die Granularitit und die Dichte der einzelnen Zelle. Neben diesen vorgegebenen Para-
metern konnen durch die Messung der Intensitdt der Wellenldange, Informationen iiber bestimmte
Eigenschaften von Zellen gewonnen werden. Eine Moglichkeit ist die Markierung der Zellen mit
fluoreszenzfarbstoffmarkierten Antikorpern, die ein spezifisches Antigen in oder auf der Zelle
erkennen. Die Fluoreszenzfarbstoffe werden in dem FACS Calibur von einem Argon-Laser mit
einer spezifischen Wellenldnge von 488 nm angeregt. Hiermit konnen die Fluoreszenzfarbstoffe
FITC (Fluoresceinisothiocyanat) und PerCP (Peridinin chlorophyll protein) angeregt werden.
Kommen verschiedener Laser zum Einsatz, kann die Anzahl der einsetzbaren Farbstoffe pro
Messung und damit die Informationsdichte erhoht werden. Theoretisch kann man gleichzeitig

auf einer Zelle so viele Antigene bestimme wie Fluoreszenzkanéle vorhanden sind.
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Fluores- Bedeutung Emissionsma- Messbare
zenzkanal ximum (nm) Zellparameter
FL-1H Signalstérke (Fluoreszenzintensitit) | FITC 519 CD25; PCNA; TNF-a
FL-2H Signalstirke (Fluoreszenzintensitit) | PE 578 CD71; IL-2
FL-3H Signalstirke (Fluoreszenzintensitit) | PerCP 678 CD25; DNA

PI 617
FL-3-A Uber die Zeit integrierte Fliche des | PI 617 DNA

Fluoreszenzsignals beim Durchque-
ren des Laserstrahls (Partikelform-
faktor)

FL-3W Dauer des Fluoreszenzsignals beim | PI 617 DNA
Durchqueren des Laserstrahls

Tab. 2: Charakterisierung der Fluoreszenzkaniile des FACS Calibur.

Die entstehende Emissionsstrahlung wird von Farbteilerspiegel und Prismen durch spezifische
Reflexion oder Durchlissigkeit im optischen System getrennt und von Detektoren aufgefangen,
die dann ein elektronisches Signal erzeugen. Die gemessenen Daten werden auf den angeschlos-
senen Computer iibertragen, in Echtzeit dargestellt und gespeichert. Bei der Datenanalyse wer-
den Gruppen von Zellen mit &dhnlichen Eigenschaften, den sogenannten Populationen, identifi-
ziert. Die Populationen werden dabei in Hinblick auf ihren Anteil an den markierten Zellen, ihre
absolute Konzentration, das Expressionsmuster der verschiedenen analysierten Parameter und
ihre Heterogenitdt beschrieben. Zur Darstellung dienen Histogramme und Dot-Plots. Histo-
gramme dienen zur eindimensionalen Darstellung. Dabei wird auf der x-Achse die Intensitét der
gemessenen Signale aufgetragen. Die y-Achse stellt die Anzahl der Zellen dar, die mit einer be-
stimmten Intensitét analysiert wurde. Die Abbildung ist durch Peaks im Histogramm gekenn-
zeichnet, die fiir bestimmte Zellpopulationen charakteristisch sind. Dot-Plots (Punktwolkendar-
stellung) dienen zur zweidimensionalen Darstellung. Auf der x-Achse und auf der y-Achse wer-
den die jeweiligen Intensititsverteilungen von zwei Mef3parametern aufgetragen. Jede Zelle die
gemessen wird, erscheint entsprechend ihrer Intensitit als Punkt. Die Abbildung ist durch
Punktwolken gekennzeichnet, die fiir bestimmte Zellpopulationen charakteristisch sind. Durch
Anlegen von Polygonen/Quadranten im Dot-Plot oder einer Linie mit definierten Grenzen im
Histogramm, sogenannte Gates, kdnnen Zellpopulationen separat betrachtet werden. Der Vor-
gang wird als Gaten bezeichnet. Somit erlaubt eine Verkniipfung der Gates eine Eingrenzung

von Populationen, die iiber alle gemessenen Parameter definiert werden. Die Ergebnisse der
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grafischen Analysen werden tabellarisch ausgewertet und stehen zur weiteren Bearbeitung mit
entsprechenden Computerprogrammen zur Verfiigung.

Bei der vorliegenden Arbeit wurde zur Messung ein FACS Calibur Gerét der Firma Becton &
Dickinson verwendet. Ein daran angeschlossener Apple Macintosh Computer mit CellQest
Software wurde zur Darstellung und Analyse der gelieferten Daten benutzt. Die Abkiirzung

FACS steht fiir Fluorescence Activated Cell Sorting.

4.2 Assay zum Nachweis der intrazelluliren Zytokine IL-2 und TNF-a in
CD3" Lymphozyten
Das Assay zum Nachweis der intrazelluliren Zytokine IL-2 und TNF-a gliedert sich in zwei
Hauptarbeitsschritte:
1. Die in vitro Stimulation und
2. Die Firbung des Oberflichenantigens CD3" und der intrazelluliren Zytokine IL-2 und
TNF-a

In vitro Stimulation

Die nachfolgenden Arbeitsschritte erfolgten unter der Reinraumarbeitsbank (LaminAir). Zu Be-
ginn des Assays wurden folgende Arbeitslosungen vorbereitet: PMA-Arbeitslosung, lonomycin-
Arbeitslosung sowie die GolgiPlug-Arbeitslosung.

96 ul Vollblut wurden im weiteren Schritt mit jeweils 2 pl der PMA- und der Ionomycin-
Arbeitslosung gemischt, um Endkonzentrationen von 15 ng/ml fiir PMA und 750 ng/ml fiir Io-
nomycin zu erhalten. Nach kurzem Durchmischen erfolgte die 30 miniitige Inkubation bei 37°C
und 5 % CO,. Durch die anschlieBende Zugabe von 1 pl GolgiPlug-Arbeitslosung in jedes Rohr-
chen, wurde die Zytokinsekretion gechemmt. Nach wiederholtem kurzem Durchmischen wurden

die Reagenzien fiir weitere 4 Stunden bei 37°C und 5 % CO, inkubiert.

Firbung des Oberflichenantigens CD3" und der intrazelluliiren Zytokine IL-2, TNF-a

50 pl des stimulierten Blutes wurden in ein 2 pl CD3- PerCP beinhaltendes Polystyrenrohrchen
pipettiert, durchmischt und fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach
anschlieBender Fixierung mit 100 pl IntraPep Reagenz 1 (enthidlt Formaldehyd) und weiterer

Inkubation fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln, wurden ca. 4 ml PBS zugegeben.
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Die Proben wurden bei 210 g fiir 6 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nach Absaugen
des Uberstandes wurden die Zellen zur Permeabilisierung und die lysierten Erythrozyten in 100
ul IntraPep Reagenz 2 (enthédlt Saponin) aufgenommen und weiterhin fiir 5 Minuten bei Raum-
temperatur im Dunkeln inkubiert. Durch die Zugabe von 2 pl FITC- bzw. PE- markierten Anti-
korpern gegen TNF-a bzw. IL-2 wurden die intrazelluldren Zytokine wihrend 15 miniitiger In-
kubation bei Raumtemperatur im Dunkeln gefarbt. Nach erneutem Waschen und Pelletieren mit
ca. 4 ml PBS, bei 210 g fiir 6 Minuten bei Raumtemperatur, wurde der Uberstand abermals abge-
saugt und durch die Zellen in 500 pl 0,5 %-igem Formalin resuspendiert. Die Proben wurden bis

zur Messung im DurchfluBzytometer lichtgeschiitzt bei 4°C gelagert.

Durchflusszytometrische Bestimmung des Anteils an IL-2" T-Zellen und TNF-a" T-Zellen
Es wurden die Proben aus dem zuvor durchgefiihrten Assay: Assay zum Nachweis der intrazellu-
larer Zytokine IL-2 und TNF-a in CD3" Lymphozyten, verwendet.

Zuerst wurden die Lymphozyten anhand ihrer spezifischen Morphologie im SSC/FSC Dot-Plot
im Gate 1 typisiert. Im weiteren Schritt wurden im Histogramm die CD3" Lymphozyten im Gate
2 definiert. Es wurden pro Messung 3000 CD3" Lymphozyten erfasst. In den Dot-Plots FLI-
H/FL3-H bzw. FL2-H/FL-3H wurde ausgehend von Gate 1 und 2 der prozentuale Anteil der
TNF-o" bzw. der IL-2" T-Zellen bestimmt.

4.3 Assay zur Markierung der Oberflichenmolekiile CD3, CD25 und CD71

Mitogene Stimulation mit Concanavalin A

Die folgenden Arbeitsschritte wurden unter der Reinraumwerkbank durchgefiihrt.

200 pl des Vollblutes wurden in einem Well einer 24-Well-Platte mit 1800 pul RPMI 1640 ver-
diinnt. Vorher wurde dem Kulturmedium ConA-Stammldsung zugegeben, so dass sich nach der
Vermischung mit dem Blut eine ConA-Konzentration von 7,5 pg/ml ergab (15 pl ConA-
Stammldsung pro 1800 ul RPMI 1640). Die 24-Well-Platte wurde im Anschluss fiir 72 Stunden
im Brutschrank bei 37°C, 5 % CO, und wassergesattigter Atmosphére inkubiert.
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Fiarbung der Oberflichenmolekiile CD3, CD25 und CD71

400 pl einer 1:10 verdiinnten, mit ConA stimulierten Blutproben wurden von der 24-Well-Platte,
nach gutem Mischen des Blutes im Well, in ein 15 ml Polystyren-Rohrchen tiberfiihrt und mit
100 pl der Antikorpermischung vermischt. Nach kurzem Durchmischen wurde die Losung fiir

30 min bei Raumtemperatur und im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurde durch Zugabe von
10 ml Lysierungspuffer die Lyse der Erythrozyten bewirkt und die Proben wurden bei 477 g fiir
8 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes und kurzem Durchmi-
schen wurden die Zellen mit ca. 4 ml PBS Losung resuspendiert und erneut bei 477 g fiir 6 min
bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde abermals abgesaugt und die Zellen wur-
den schlieBlich mit 500 ul 1 %-iger Formalinlosung fixiert und bis zu ihrer Messung im Durch-

flusszytometer lichtgeschiitzt gelagert.

Durchflusszytometrische Bestimmung des Anteils CD25" bzw. CD71" T-Lymphozyten
(CD3")

Hierfiir wurden die Reagenzien aus dem zuvor durchgefiihrten Assay: Assay zur Markierung der
Oberflachenmolekiile CD3, CD25, CD71, verwendet.

Zuerst wurden im SSC/FSC Dot-Plot die Lymphozyten anhand ihrer typischen Morphologie
dargestellt und im Gate 1 definiert. Es wurden pro Messung 5000 Zellen erfasst. Im weiteren
Schritt wurden die CD3 © Lymphozyten durch Anlegen eines Gates 2 im Histogramm typisiert.
Von den Zellen, die sowohl in Gate 1 als auch in Gate 2 erfasst wurden, wurde in zwei weiteren
Dot Plots der prozentuale Anteil der T-Zellen, die Oberfldchenantigene CD25 bzw. CD71 ex-

primierten, bestimmt.

4.4 Assay zum Nachweis der Proliferation der Lymphozyten

800 pl einer 1:10 verdiinnten mit ConA stimulierten Blutprobe wurden von der 24-Well-Platte,
nach vorherigem guten Mischen des Blutes im Well, in 15 ml Polystyren Réhrchen {iberfiihrt.
Mit 10 ml Lysierungspuffer wurden die Erythrozyten zur Lyse gebracht. Nach anschlieBender
Zentrifugation bei 477 g fiir 8 min bei Raumtemperatur wurde der Uberstand abgesaugt, die Pel-
lets durchmischt und mit ca. 4 ml PBS Losung gewaschen. Nach wiederholter Zentrifugation bei
477 g fiir 6 min bei 10°C und Absaugen des Uberstandes, wurden die Zellen mit 1 ml eiskalter

1 %-iger Formalinlosung fixiert und fiir 5 min auf Eis im Dunkeln gelagert. Nach Ablauf der

Zeit, wurden die Zellen erneut mit 2 ml PBS Lésung gewaschen. Es folgte eine weitere
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Zentrifugation bei 477 g fiir 6 min bei 10°C. Der Uberstand wurde abgesaugt, das Pellet im Fliis-
sigkeitsrest resuspendiert dann in 2 ml eiskaltem Methanol aufgenommen. Die Proben wurden
fiir weitere 10 min auf Eis gestellt. Nach erneutem Waschen mit 4 ml PBS Losung und Zentrifu-
gieren bei 477 g fiir 6 min bei 10°C wurden 125 pl der Farbelosung fiir PCNA und DNA hinzu-
gegeben und fiir 30 min lichtgeschiitzt im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Nach letztmaligem
Waschen mit 2 ml PBS Losung wurde die Losung zentrifugiert (477 g, 6 min, 10°C), abgesaugt
und die Zellen mit 500 pl 1 %-iger PI-Losung resuspendiert. Bis zur Analyse im Durchflusszy-
tometer wurden die Proben lichtgeschiitzt bei 4°C gelagert.

Durchflusszytometrische Bestimmung der Lymphozyten-Proliferationsrate

Es wurden die Reagenzien aus dem zuvor durchgefiihrten Assay: Assay zum Nachweis der Proli-
feration der Lymphozyten, verwendet.

Zuerst wurden die Lymphozyten im Gate 1 anhand ihrer spezifischen Morphologie im SSC/FSC
Dot-Plot typisiert. Im néchsten Schritt wurden Zelldubletten im Gate 2 (Dot-Plot FL3-A/FL3-W)
ausgegrenzt. Pro Messung wurden 3000 Nicht-aggregierte-Lymphozyten erfasst. In den Histo-
grammen FL1-H wurde die Grenze zwischen den PCNA" und PCNA" Zellen iiberpriift. Dabei
wurden die Zellen als PCNA" bezeichnet, die nicht eindeutig PCNA™ waren. Im Histogramm
FL3-H wurde die Grenze zwischen den Zellen, die sich in der G1-Phase und in der SG2M-Phase
befanden, iiberpriift. AnschlieBend wurde im Dot-Plot FL1-H/FL-3H der prozentuale Anteil von
PCNA" und PCNA" Zellen in der SG2M-Phase ermittelt. Als proliferierend wurden die Zellen
bezeichnet, die PCNA " und SG2M " waren.

4.5 Statistische Auswertung der Messdaten

Fiir die statistischen Berechnungen wurde eine lizenzierte Version des Programms SPSS 16.0 fiir
Windows verwendet. Die Daten wurden mittels deskriptiver Verfahren ausgewertet und auf ihre
Normalverteilung iiberpriift.

Berechnet wurden flir metrische Merkmale der Median, die Standardabweichung, das arithmeti-
sche Mittel (Mittelwert), die 25 %- und 75 %-Perzentile, das Minimum, das Maximum und die
Spannweite. Bei ordinal oder nominal skalierten Merkmalen wurden die absolute und die relative
(prozentuale) Hiufigkeit berechnet. Die Uberpriifung der Normalverteilung wurde mit dem

Kolmogorov-Smirnov-Test vorgenommen. Aufgrund der nicht vorhandenen Normalverteilung
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der Ergebnisse und des kleinen Patientenkollektives wurde zur statistischen Datenanalyse ein
nicht-parametrisches Testverfahren ausgewéhlt.

Der Friedmann-Test diente zum Vergleich verbundener Stichproben. Im Signifikanzfall wurden
im Anschluss die Gruppen, die sich signifikant voneinander unterschieden, mittels Wilcoxon-
Test identifiziert. Die vereinbarte Irrtumswahrscheinlichkeit lag bei 0=5 %. Bei jedem Test wur-
de die exakte Irrtumswahrscheinlichkeit ,,p* berechnet, die zwischen 0 und 1 liegen kann. Nach
dieser Nomenklatur entspricht dem a=5 % ein p=0,05. Die Berechnung der Korrelationen bei
logisch miteinander verkniipften Merkmalen erfolgte mit Hilfe des Rangkorrelationskoeffizien-
ten nach Spearman (7). Die graphische Darstellung erfolgte u. a. mit Hilfe des Boxplot mit An-
gabe des Median, 1. und 3. Quartile, Minimum und Maximum. Kreise und Sterne zeigen Ausrei-

Ber > 1,5 bzw. >3,0 Boxlédnge.
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S Ergebnisse

5.1 Uberblick iiber die Studienpopulation

Von den 13 Patienten waren drei (23,1 %) weiblichen und zehn (76,9 %) ménnlichen Ge-

schlechts.

Einen detaillierten Uberblick iiber die Studienpopulation gibt folgende Tabelle 3:

Charakteristika der Studienpopulation

N 13
Geschlecht:
Minnlich n=10
Weiblich n=3
Alter (Jahre) 49+114
Gewicht (kg) 87,5+ 14,7
BMI 26,7 (Spannweite: 23,7 — 36,1)
Zeit (Monate) von NTX bis Studieneinschluss 78,0 (Spannweite: 25 - 217 Monate)
Dialyse vor NTX
ja n=9
nein n=4
Dialysedauer bis zur NTX (Monate) 50 (Spannweite: 19 — 86 Monate)
Serum Kreatinin (mg/dl) 2,23+ 0,36
Medikation
Ciclosporin A n=8
Tacrolimus =5
Ciclosporin A Dosis (mg/d) 130
Minimum (mg/d) 80
Maximum (mg/d) 320
Tacrolimus Dosis (mg/d) 3
Minimum (mg/d) 3
Maximum (mg/d) 6
EC-MPS Dosis (mg/d) 720
Minimum (mg/d) 720
Maximum (mg/d) 1440
Steroide:
Ja n=4
Nein n=9
Steroiddosis (mg/d) 4
Minimum (mg/d) 4
Maximum (mg/d) 6

Tab. 3: Charakteristika und Medikation der Studienpopulation zum Studienbeginn (100 % CNI + EC-MPS).

Angabe des Median (Spannweite) und Mittelwert £ Standardabweichung.
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5.2 Medikation

5.2.1 Calcineurin-Inhibitor: Ciclosporin A

Zum Studieneinschluss erhielten 8 Patienten im Mittel 130 mg/d CyA. Die zu diesem Zeitpunkt,
direkt nach Einnahme (CO0), gemessenen Blutkonzentrationen lagen im Median bei 88,5 ng/ml
(Spannweite: 52,0 - 172,0 ng/ml); die dosisnormalisierten Blutkonzentrationen lagen im Median
bei 46,3 ng/ml/mg/kg (Spannweite von 25,2 - 69,4 ng/ml/mg/kg). Konzentrationsmessungen 2 h
nach Einnahme (C2) zeigten im Median signifikant hohere Blutkonzentrationen bzw. signifikant
hohere dosisnormalisierte Blutkonzentrationen im Median von 373,0 ng/ml (Spannweite von
245,0 — 1126,0 ng/ml) bzw. im Median von 201,7 ng/ml/mg/kg (Spannweite von 100,2 — 357,9
ng/ml/mg/kg) (p=0,016). Nach Reduzierung der CyA-Dosis um 50 % wurden signifikant gerin-
gere CyA-Talspiegel gemessen (p=0,008; 51,0 ng/ml mit einer Spannweite von 25,0 — 65,0
ng/ml). Bei Betrachtung der dosiskorrigierten Blutkonzentrationen (sieche Abbildung 5) konnte
nach Reduzierung der CyA Dosis um 50% im Vergleich zur vollen CyA-Dosis jedoch keine
Verinderungen des dosiskorrigierten CyA-Talspiegels (C0) beobachtet werden (47,5
ng/ml/mg/kg mit einer Spannweite von 31,13 — 64,19 ng/ml/mg/kg), somit besteht eine
Dosisproportionalitidt. 2 Stunden spiter nach Medikation vorgenommene Messungen (C2),
zeigten erneut einen Anstieg der CyA-Blutkonzentrationen im Median auf 154,0 ng/ml
(Spannweite: 84 — 397 ng/ml) bzw. der dosiskorrigierten Blutkonzentrationen im Median auf
176,1 ng/ml/mg/kg (Spannweite: 63,0 — 288,0 ng/ml/mg/kg), die jedoch im Vgl. zu den C2-
Messungen unter der vollen CyA-Dosis etwas geringer waren. Diese gemessenen Unterschiede

waren statistisch nicht signifikant (p>0,05).
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Abb. 5: Ciclosporin-Blutkonzentration in ng/ml/mg/kg (Dosis normalisiert). Messung des Talspiegel (CO) und 2
Stunden nach Einnahme (C2) unter der Medikation: 100 % CyA + EC-MPS sowie 50 % CyA + Everolimus + EC-
MPS. n=8.

5.2.2 Calcineurin-Inhibitor: Tacrolimus

Zum Studieneinschluss erhielten fiinf Patienten Tacrolimus mit einer mittleren Dosis von 3
mg/d. Die nach Studieneinschluss bei voller Tacrolimus-Dosis gemessenen Tacrolimus-
Talspiegel (CO0), lagen im Median bei 5,3 ng/ml (Spannweite: 4,2 - 6,4 ng/ml) bzw. die der do-
siskorrigierten Talspiegel im Median bei 120,6 ng/ml/mg/kg (Spannweite von 77,9 — 201,69
ng/ml/mg/kg). Messungen nach Reduzierung der Tacrolimus-Dosis um 50 % der Ausgangsdosis
zeigten bei diesen fiinf Patienten keine signifikanten Verdnderungen der Blutkonzentrationen
(4,3 ng/ml mit einer Spannweite von 4,0 — 4,6 ng/ml) jedoch bei Betrachtung der dosiskorrigier-
ten Talspiegel (sieche Abbildung 6) zeigte sich ein tendenzieller Anstieg auf Werte im Median
von 256,0 ng/ml/mg/kg (Spannweite: 109,5 — 287,5 ng/ml/mg/kg). Somit bestand keine klare

Dosisproportionalitit in dieser kleinen Stichprobe.
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Abb. 6: Tacrolimus-Blutkonzentration in ng/ml/mg/kg (Dosis normalisiert). Messung des Talspiegel (C0) von

100 % Tacrolimus + EC-MPS sowie 50 %Tacrolimus + Everolimus + EC-MPS. n=5.

5.2.3 mTOR-Inhibitor: Everolimus

Bei einer Everolimusdosis im Median von 1,5 mg/d und reduzierter CNI-Dosis um 50 % wurden
als Talspiegel (C0O) im Median Everolimus Blutkonzentrationen von CyA-Patienten: 5,1 ng/ml
mit einer Spannweite von 2,7 — 8,0 ng/ml bzw. Tac-Patienten: 2,8 ng/ml mit einer Spannweite
von 1,3 — 3,3 ng/ml gemessen (siche Abbildung 7A). Wihrend bei Patienten, die CyA als
Ausgangsdosis erhielten, 7 Tage nach Absetzen der CNI-Dosis und Erhéhung der
Everolimusdosis im Median auf 3,0 mg/d, keine Verdnderungen der Everolimus-Talspiegel
beobachtet werden konnte (CyA: 5,5 ng/ml mit einer Spannweite von 2,3 — 10,8 ng/ml) nahm bei
Patienten mit Tacrolimus als Ausgangsdosis, der Everolimustalspiegel tendenziell im Median auf
5,8 ng/ml (Spannweite: 5,0 — 10,0 ng/ml) zu.

Bei Betrachtung der dosisnormalisierten Everolimustalspiegel (siche Abbildung 7B) zeigte sich

bei Patienten mit CyA als Ausgangsmedikation, 7 Tage nach Absetzen der CNI
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eine tendenzielle Abnahme der dosiskorrigierten Everolimustalspiegel im Median von 313,1
ng/ml (Spannweite: 149,6 — 428,8 ng/ml) auf 177,3 ng/ml (Spannweite: 62,8 — 573,3 ng/ml).
Somit besteht keine Dosisproportionalitdt. Hingegen bei Patienten mit Tacrolimus als
Ausgangsmedikation, wurden 7 Tage nach Entfernung der CNI-Medikation keine
Veranderungen der dosiskorrigierten Everolimus-Talspiegel gemessen (50 % CNI: 171,5 ng/ml
mit einer Spannweite von 64,7 — 232,5 ng/ml; CNI-frei: 192,0 ng/ml mit einer Spannweite von

60,5 —217,1 ng/ml). Es bestand eine Dosisproportionalitit.
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Abb. 7A: absolute Everolimus-Blutkonzentration (ng/ml) unter dem Einfluss von Ciclosporin A bzw. Tacro-
limus. Messung der Talspiegel (C0O) unter 50 % CyA/Tac + Everolimus + EC-MPS sowie Everolimus + EC-MPS.

Ciclosporin A n= 8; Tacrolimus n= 5.
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Abb. 7 B: dosisnormalisierte Everolimus-Blutkonzentration (ng/ml/mg/kg) unter dem Einfluss von Ciclospo-

rin A bzw. Tacrolimus. Messung der Talspiegel (CO) unter 50 % CyA/Tac + Everolimus + EC-MPS sowie

Everolimus + EC-MPS. Ciclosporin A n= 8; Tacrolimus n= 5.
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5.3 Pharmakokinetische/Pharmakodynamische Messungen von EC-MPS

Im nachfolgenden werden die Auswirkungen der Umstellung der immunsuppressiven Therapie
von Ciclosporin A/Tacrolimus zu einer CNI-freien Therapie mit Everolimus plus EC-MPS, ins-
besondere in Hinblick auf die pharmakokinetischen Parameter MPA und MPAG sowie auf den
pharmakodynamischen Parameter IMPDH betrachtet.

5.3.1 Pharmakokinetik von MPA und MPAG

Pharmakokinetische Messungen von MPA und MPAG wurden im Rahmen der Studie nur bei
einem Patienten mit Tacrolimus-Medikation hingegen bei allen acht Patienten mit CyA-
Medikation vorgenommen. Somit ist ein Vergleich zwischen den mit CyA und Tac behandelten
Patienten in Bezug auf die MPA-Blutkonzentration nicht mdglich. Im Folgenden werden zur

Berechnung nur Patienten mit Ciclosporin A-Medikation herangezogen (n=8).

Pharmakokinetik von MPA und MPAG nach Gabe von EC-MPS bei Ciclosporin A behan-
delten Patienten

Wie der Abbildung 8 zu entnehmen ist, sank nach Einnahme von EC-MPS die MPA
Blutkonzentration leicht ab und erreichte nach 1,5 Stunden ihr Minimum mit 1,6 mg/l. 2 Stunden
nach Einnahme stieg die MPA-Konzentration im Blut wieder an und erreichte nach 3,0 Stunden
ihre maximale Blutkonzentration (4,4 mg/l mit einer Spannweite von 0,7 — 15,1 mg/l) und fiel 3
bis 4 Stunden nach Medikation wieder signifikant ab (MPA-Konzentration nach 4h: 3,5 mg/l;
Spannweite: 0,4 — 6,6 mg/l; p=0,023). Im weiteren Verlauf, bis 6 Stunden nach verabreichter
Medikation, nahm die MPA Konzentration im Blut weiterhin ab (MPA-Konzentration nach 6 h:
2,1 mg/l; Spannweite: 1,4 — 4,4 mg/l) und stieg nach 9 bis 12 Stunden wieder leicht an. Die nach
12 Stunden gemessen MPA-Blutkonzentrationen lagen mit 3,1 mg/l (Spannweite: 0,8 - 23,0
mg/l) liber dem Ausgangsiniveau. Die zuletzt beschriebenen Konzentrationsverdnderungen
waren statistisch nicht signifikant (p>0,05).

Bei Beobachtung der MPAG-Blutkonzentrationen (siche Abbildung 8) 1 Stunde nach Einnahme
von EC-MPS, zeigte sich ein signifikanter Abfall um 14,4 mg/l (p= 0,008). 1 Stunde bis 4
Stunden nach Medikation stieg die MPAG-Blutkonzentration wieder signifikant an (1 h bis 1,5
nach Medikation: von 179,8 mg/l mit einer Spannweite von 86,8 — 131,1 mg/1 auf 194,8 mg/l mit
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einer Spannweite von 81,6 — 310,0 mg/l, p=0,008 sowie 1,5 bis 2 h nach Medikation von 194,8
mg/l auf 201,9 mg/l mit einer Spannweite von 98,8 — 323,8 mg/l; p=0,008) und erreichte nach 4
Stunden ihre maximale Konzentration mit 246,8 mg/l und einer Spannweite von 100,0 — 320,0
mg/l. Im weiteren Verlauf, d.h. 6 bis 12 Stunden nach Einnahme fiel die Konzentration
signifikant (signifikante Abnahmen: 5 bis 6 Stunden nach Einnahme; p= 0,039) auf Werte (12 h
nach Medikation) von 193,3 mg/l mit einer Spannweite von 101,4 —296,9 mg/1 ab.
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Abb. 7: Verlauf der MPA und MPAG-Blutkonzentrationen in mg/l im Tagesverlauf (0-12 Stunden nach
Medikation) unter dem Einfluss von 100 % CyA + EC-MPS. Darstellung des Median; n=8.

Pharmakokinetik von MPA und MPAG nach Gabe von EC-MPS bei Everolimus
behandelten Patienten

Wie in Abbildung 9 zu sehen ist, konnten bis eine Stunde nach Einnahme von EC-MPS keine
Verdnderungen der MPA-Konzentration im Blut gemessen werden. Im weiteren Verlauf, d.h.
nach 1,5 Stunden, stieg die MPA-Konzentration im Blut an und erreichte nach 2,5 Stunden ihren
maximalen Anstieg (8,3 mg/l mit einer Spannweite von 4,2 — 26,9 mg/l). Nach 3 bis 5 Stunden
nahm die MPA-Konzentration im Blut wieder signifkant ab (signifikanter Abfall 4 h — 5 h nach
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Medikation: von 4,9 mg/l mit einer Spannweite von 0,6 — 17,2 mg/l auf 3,3 mg/l; Spannweite:
0,6 — 16,8 mg/l; p=0,039) Mit leichten Schwankungen blieb die MPA-Konzentration 5 bis 12
Stunden nach Medikation auf hohem Niveau. Die nach 12 Stunden gemessen MPA-
Blutkonzentrationen lagen iiber dem Ausgangsiniveau (3,7 mg/l; Spannweite: 0,7 — 7,2 mg/l).
Die beschriebenen Anstiege und Abfélle waren statistisch nicht signifikant (p>0,05). Messungen
der MPAG-Blutkonzentration zeigten 1,5 Stunden nach Medikation zunéchst keine
Veranderungen der Konzentration (siche Abbildung 9). Nach 2 bis 9 Stunden nach Einnahme
von EC-MPS stieg die Konzentration im Blut mit Schwankungen an und erreichte nach 9
Stunden ihre maximale Konzentration (142,5 mg/l mit einer Spannweite von 64,5 — 282,7 mg/l).
Im weiteren Verlauf, bis 12 Stunden nach Medikation, nahm die Konzentration wieder
signifikant ab (MPAG-Konzentrationen nach 12 h: 133,3 mg/l mit einer Spannweite von

51,9 —276,6 mg/l; p=0,039).
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Abb. 8: Verlauf der MPA und MPAG-Blutkonzentrationen in mg/l im Tagesverlauf (0-12 Stunden nach

Medikation) 7 Tage nach Absetzen der CNI unter dem Einfluss von Everolimus + EC-MPS. Darstellung des
Median; n=8.
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Die nachfolgende Tabelle zeigt einen Uberblick aller wichtigen pharmakokinetischen Parameter

von MPA und MPAG:

100 % CyA 50 % CyA CyA-frei
n=8 n=8 n=§

MPA CO0 (mg/l) 2,15 2,12 2,41
MPA C,,;, (mg/1) 1,70 1,60 2,36
MPA C,ys (mg/l) 4,40 7,49 8,25
MPA ¢, (h nach Medikation) 3 2,5 2,5
MPA AUC ;2 (mg x h/l) 46,11 51,92 49,08
MPAG C0 (mg/l) 204,44 167,10 114,85
MPAG C,, (mg/l) 179,77 155,4 110,60
MPAG C,x (mg/l) 246,8 182,62 142,51
MPAG ¢, (h nach Medikation) 4 1,5 9
MPAG AUC g.;2; (mg x h/l) 2629,13 2028,45 1585,39

Tab. 4: Uberblick Pharmakokinetik von MPA und MPAG. C Konzentrationen; t Zeit; AUC Fliche unter der
Konzentrations-Zeit-Kurve. Messzeitpunkte: 100 % CyA + EC-MPS, 50 % CyA + Everolimus + EC-MPS sowie
Everolimus + EC-MPS. Darstellung des Median; n=8.
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MPA-AUC y.12n

Der Median der dosisnormalisierten MPA-AUC,.j2, betrug unter der vollen CNI-Therapie 46,11
mg x h/l mit einer Spannweite von 14,7 — 75,9 mg/h/l und zeigte einen leichten Anstieg nach
Reduzierung der CyA-Dosis um 50 % (51,9 mg x h/l; Spannweite von 11,4 — 67,6 mg x h/l). 7
Tage nach Absetzen der CyA-Medikation kam es im Median der MPA- AUC.;on zu keiner
weiteren Verdnderung (49,1 mg x h/l; Spannweite: 36,8 — 111,1 mg x h/l), jedoch zeigten vor
allem Patienten mit zuvor niedriger Exposition einen deutlichen Anstieg, so dass die Streuung

um den Median deutlich abnahm.
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Abb. 9: MPA-AUC._1z, in mg x h/L. Messzeitpunkte: 100 % CyA + EC-MPS, 50 % CyA + Everolimus + EC-MPS

sowie Everolimus + EC-MPS. n=8.
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MPAG-AUC g.121n

Die MPAG-AUC.jon war unter der 100 % CyA-Medikation im Median signifikant (p=0,008)
hoher (2629,1 mg x h/l; Spannweite von 1068,2 — 3674,4 mg x h/l) als unter der CNI-freien
Therapie (1585,4 mg x h/l; Spannweite von 868,2 — 3552,2 mg x h/l).
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Abb. 10: MPAG-AUC.;; in mg x h/l. Messzeitpunkte: 100 % CyA + EC-MPS, 50 % CyA + Everolimus + EC-
MPS sowie Everolimus + EC-MPS. n=8.
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5.3.2 Pharmakodynamische Messungen der IMPDH-AKktivit:it

Pharmakodynamische Messungen der IMPDH-AKktivitit nach Gabe von EC-MPS bei CNI

— behandelten Patienten

Wie die zusammenfassende Abbildung 12 zeigt, stieg nach EC-MPS-Einnahme die IMPDH-
Aktivitdt im Blut etwas an. Eine Stunde nach Medikation nahm die IMPDH-Aktivitdt im Blut

wieder ab und erreichte 1,5 Stunden nach Einnahme ihr Minimum (37,2 punmol x s x mol™ x

AMP; Spannweite: 14,8 — 100,2 punmol x s x mol” x AMP). Im Zeitraum von 2-5 Stunden
nach EC-MPS Medikation stieg die IMPDH-Aktivitét im Blut erneut an und erreichte nach 9-12
Stunden das Ausgangsniveau (IMPDH-Aktividt nach 12 h: 82,3 punmol x s x mol” x AMP;

Spannweite: 30,3 — 175,0 punmol x s x mol™ x AMP).
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Abb. 11: Verlauf der IMPDH-AKktivitit (ppnmol x s x mol’ x AMP) im Tagesverlauf (0-12 Stunden nach

Medikation) versus der dosisnormalisierten MPA Blutkonzentration (mg/l) zum Messzeitpunkt: 100 % CNI +
EC-MPS. Darstellung des Median. IMPDH n=13.
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Pharmakodynamische Messungen der IMPDH-Aktivitit nach Gabe von EC-MPS bei
Everolimus- behandelten Patienten

Die Summationsgraphik zum Verlauf der IMPDH-Aktivitdt unter Kombinationstherapie von EC-
MPS und mTOR ist in Abbildung 13 dargestellt. Eine Stunde nach Einnahme von Everolimus
und EC-MPS ist zunéchst ein leichter Anstieg der IMPDH-Aktivitét zu beobachten. Nach 1,5
Stunden fiel die IMPDH-Aktivitét signifikant ab (p=0,027) und erreichte nach 2 Stunden ihre
geringste Aktivitit (22,2 punmol x s x mol”' x AMP; Spannweite: 4,2 — 70,5 punmol x s x mol
' x AMP). Bereits 3 Stunden nach Medikation begann der Wiederanstieg der IMPDH-Aktivitit
von 26,49 punmol x s™' x mol”' x AMP und nach 5 Stunden wurde erstmalig das Ausgangsniveau
von 50,3 punmol x s x mol”' x AMP (Spannweite: 13,1 — 130,5 ppunmol x s x mol”’ x AMP)
erreicht. Nach nochmaligem Abfall der IMPDH-Aktivitit, 6 Stunden nach Medikation, nahm die
Aktivitdt, 9-12 Stunden nach Einnahme, wieder zu. Die nach 12 Stunden gemessene IMPDH-

Aktivitit entsprach wieder dem Ausgangsniveau.
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Abb. 12: Verlauf der IMPDH-AKktivitit (ppnmol x s x mol’ x AMP) versus der dosisnormaliserierten MPA
Blutkonzentrationen (mg/l) im Tagesverlauf (0-12 Stunden nach Medikation) zum Messzeitpunkt: CNI-frei,
d.h. 7 Tage nach Absetzen der CNI unter dem Einfluss von Everolimus + EC-MPS. Darstellung des Median;
IMPDH n=13.
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Die nachfolgende Tabelle zeigt einen Uberblick aller wichtigen pharmakodynamischen Parame-

ter der IMPDH-Aktivitit:

100 % CNI CNI-frei
n=13 n=13
(min - max) (min - max)
IMPDH A0 (ppmol x s x mol™' x AMP) (14 06_3 ’132 49) (14 ;12_,; 6.4)
IMPDH A,,;, (pumol x s-1 x mol-1 x AMP) (14 83—7’1200 2) 4 12_2’720 5)
IMPDH A, (ppmol x s-1 x mol-1 x AMP) (30 38_2’1375 0) 27 31_’(9)5 2)
IMPDH t,,;,, (h nach Medikation) 1,5 2
765,4 553,9
IMPDH AECq. 12 (pumol x s-1 x mol-1 x AMP) - 350 3151 7 (0869 - 808.7)

Tab. 5: Uberblick pharmakodynamischer Messungen der IMPDH-AKktivitit. A Aktivitit; t Zeit; AEC Fliche
unter der Enzym-Aktivitits- Kurve. Messzeitpunkte: 100 % CNI + EC-MPS und CNI-frei, d.h. 7 Tage nach
Absetzen der CNI-Medikation unter dem Einfluss von Everolimus + EC-MPS. Angabe des Median; n=13.
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IMPDH-AEC 121

Die Fliache unter der Aktivititskurve als MaB fiir die IMPDH-Aktivitdt war unter der vollen
CNI-Medikation im Median mit 765,4 ppmol x s-1 x mol-1 x AMP (Spannweite: 328,3 — 1251,7
pumol x s-1 x mol-1 x AMP) signifikant héher (p=0,017) als unter der CNI-freien Therapie
(553,87 pumol x s-1 x mol-1 x AMP; Spannweite: 286,9 — 808,7 pumol x s-1 x mol-1 x AMP).

1.2507 o

1.000+

IMPDH-AEC 0-12h nmol mg-1 protein h-1
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250+
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Abb. 13: IMPDH-AEC. 15, in ppmol x s-1 x mol-1 x AMP. Messzeitpunkte: 100 % CNI + EC-MPS und CNI-frei,
d.h. 7 Tage nach Absetzen der CNI-Medikation unter dem Einfluss von Everolimus + EC-MPS. n=13.
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5.3.3 Korrelationsanalysen

Nach  Spearman  durchgefiihrte  Korrelationsberechnungen  zwischen dem  MPA-
Blutkonzentration (mg/l) und der IMPDH-Aktivitit (ppmol x s-1 x mol-1 x AMP) zeigten weder
unter einer CNI-Medikation (100%) noch unter einer CNI-freien Medikation zum Zeitpunkt des
Talspiegels signifikante Korrelationen (p>0,05). Bei Betrachtung der Tagesverldufe (0-12 h) zu
den Messzeitpunkten: CyA 100% und unter der CNI-freien Medikation zeigte sich jedoch eine
gute inverse Beziehung (siche Abbildung 12 und 13). Signifikante Korrelationen wurden 7 Tage
nach Umstellung auf eine CNI-freie Therapie zwischen der dosisnormalisierten MPA-Spiegel im
Blut (kg x d/dl) und der Proliferationsrate der Lymphozyten (%) beobachtet (Spearman-Rho Ko-
effizient: -0,7; p=-0,04). Eine weitere signifikant positive Korrelation zeigte sich 7 Tage nach
Absetzen der CNI zwischen der IMPDH-AKktivitit zum Zeitpunkt A (pumol x s-1 x mol-1 x
AMP) und der Proliferationsrate der Lymphozyten (%) (Spearman-Rho Koeffizient: 0,60;
p=0,03).
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Abb. 15 (A): Signifikante Korrelation zwischen dem dosisnormalisiertem MPA-Talspiegel (0h) in mg/dl und
Proliferationsrate der Lymphozyten in %, 7 Tage nach Absetzen der CNI-Medikation unter dem Einfluss

von Everolimus + EC-MPS.
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Abb. 15 (B): Signifikante Korrelation zwischen der IMPDH-Aktivitéiit (Oh) in ppmol x s-1 x mol-1 x AMP und
der Lymphozytenproliferationsrate in %, 7 Tage nach Absetzen der CNI-Medikation unter dem Einfluss von

Everolimus + EC-MPS.
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5.4 IL-2 und TNF-a Expression in CD3" Lymphozyten

Im nachfolgenden werden die Einfliisse der Umstellung der Immunsuppressiven Therapie von
Ciclosporin A/Tacrolimus und EC-MPS zu Everolimus und EC-MPS auf den prozentualen An-
teil IL-2 und TNF-a positiver T-Lymphozyten dargestellt.

5.4.1 Anteil IL-2" und TNF-o" T-Lymphozyten unter dem Einfluss der CNI- Medikation
Wie die Abbildung 16 zeigt, war der prozentuale Anteil IL-2 und TNF-o exprimierender T-
Lymphozyten unter Tac im Median tendenziell etwas geringer (IL-2: 15,00 % mit einer Spann-
weite von 5,54 % - 37,2 % und TNF-a: 7,48 % mit einer Spannweite von 4,05 % - 35,07 %) als
unter CyA (IL-2: 25,69 %; Spannweite von 0,8 % - 71,8 % und TNF-a:

23,60 %; Spannweite von 4,61 % - 50,12 %). Da die beschriebenen Unterschiede jedoch nicht
statistisch signifikant waren (p>0,05), erfolgt im weiteren Verlauf eine gemeinsame Analyse der

Calcineurin-Inhibitoren (siche Abbildung 17).
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Abb. 14: Vergleich des Anteils IL-2 und TNF-a positiver CD3" Zellen % unter dem Einfluss von Ciclosporin
A bzw. Tacrolimus. Messzeitpunkt: 100 % CyA /Tac + EC-MPS. CyA (n=8); Tac (n=5).
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Die Abbildung 17 zeigt im Allgemeinen sowohl unter Therapie als auch ohne Immunsuppressi-
on, dass der Anteil IL-2 exprimierender T-Lymphozyten im Median héher (20,12 %, Spannweite
von 0,8 % - 61,3 %) als der Anteil der TNF—a exprimierender Zellen (Median bei 9,36 %,
Spannweite von 4,05 % - 44,94 %) und somit niedriger als die unbehandelte Kontrollgruppe zum
Studienbeginn war. Nach Reduzierung der CNI-Dosis um 50 %, zeigte sich im Median sowohl
ein Anstieg des Anteils IL-2 als auch TNF-a exprimierender T-Lymphozyten, die 7 Tage nach
Absetzen der CNI ihre maximale Expression erreichte und tiber dem Niveau der Kontrollgruppe
lag (IL2: 43,67 %; Spannweite von 6,06 % - 52,62 % und TNF—a: 29,58 % mit einer Spannweite
von 5,93% - 47,77%). In der Langzeitbeobachtung (FU) nahm sowohl im Median der prozentua-
le Anteil IL-2 (24,31 % mit einer Spannweite von 7,58 % - 42,60 %) als auch der prozentuale
Anteil TNF-a produzierender T-Lymphozyten (24,58 %, Spannweite von 6,1 % - 41,76 %) wie-

der ab, lagen aber liber dem Ausgangniveau.
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Abb. 15: Anteil IL-2 und TNF-a positiver CD3" Lymphozyten in %. Messzeitpunkte: 100 % CNI + EC-MPS,
50 % CNI + Everolimus + EC-MPS, sowie CNI-frei, d.h. 7 Tage nach Absetzen der CNI-Medikation unter dem
Einfluss von Everolimus + EC-MPS, Folgeuntersuchungen (FU): Everolimus + EC-MPS 9-11 Monate nach Thera-

pieumstellung. n=9.
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5.4.2 Korrelationsanalysen

Signifikante Korrelationen zwischen der IL-2 Expression und TNF-o. positiver CD3" Zellen zeig-
ten sich, wie in Abb. 18 (A) zu sehen ist, unter der Kombinationstherapie mit 100 % CNI und
EC-MPS (Spearman-Rho Koeffizient= 0,91; p=0,02). Weitere signifikante Korrelationen lieBen
sich nach Reduzierung der CyA Dosis um 50 % und Aufnahme von Everolimus in das Therapie-
schema (Spearman-Rho Koeffizient=0,97; p=0,00) sowie im Langzeitverlauf 9-11 Monate nach
Umstellung zu einer CNI-freien Therapie beobachten (Spearman-Rho Koeffizient=0,83;
p=0,01), siche Abb. 18 (B, D). Keine signifikante Korrelationen zeigten sich 7 Tage nach Abset-
zen der CyA/Tac Medikation (Spearman-Rho Koeffizient= 0,310; p>0,05). Zwischen den pro-
zentualen Anteil IL-2 bzw. TNF-a positiver CD3" Zellen und dem prozentualen Anteil CD25
oder CD71 positiver CD3" Zellen konnten wihrend des gesamten Untersuchungszeitraumes kei-

ne signifikanten Korrelationen beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 18: (A): Korrelationen zwischen den prozentualen Anteilen IL-2 und TNF-o positiver CD3" Zellen.
Messzeitpunkte: 100 % CNI + EC-MPS. Berechnung nach Spearman (p=0,02). n=9.
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Abb. 18 (B): Korrelationen zwischen den prozentualen Anteilen IL-2 und TNF-a positiver CD3" Zellen.
Messzeitpunkt: 50 % CNI + Everolimus + EC-MPS. Berechnung nach Spearman (p=0,00). n=9.
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Abb. 18 (C): Korrelationen zwischen den prozentualen Anteilen IL-2 und TNF-a positiver CD3" Zellen.
Messzeitpunkt: 7 Tage nach Absetzen der CNI unter dem Einfluss von Everolimus + EC-MPS. Berechnung

nach Spearman (p>0,05). n=9.
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Abb. 18 (D): Korrelationen zwischen den prozentualen Anteilen IL-2 und TNF-a positiver CD3" Zellen.

Messzeitpunkt: Folgeuntersuchungen: Everolimus + EC-MPS 9-11 Monate nach Therapieumstellung. Berechnung

nach Spearman (p=0,01), n=9.
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5.5 Lymphozyten-Proliferationsrate

Im nachfolgenden werden die Einfliisse der Umstellung der Immunsuppressiven Therapie von
Ciclosporin A/Tacrolimus und EC-MPS zu Everolimus und EC-MPS auf die Proliferationsrate
der Lymphozyten dargestellt.

5.5.1 Lymphozytenproliferationsrate unter dem Einfluss der CNI-Medikation

Bei Patienten (n=8) mit CyA als Ausgangsmedikation, wurden im Median eine tendenziell ge-
ring hohere Proliferationsrate (2,08 % mit einer Spannweite von 0,49 % - 8,30 %) der Lympho-
zyten gemessen, als bei Patienten (n=5) mit Tacrolimus-Medikation (Median 0,86 %; Spannwei-
te 0,24 % - 15,96 %) (siehe Abbildung 19). Da die beschriebenen Unterschiede jedoch nicht sta-
tistisch signifikant waren (p>0,05), erfolgt im weiteren Verlauf eine gemeinsame Analyse der

Calcineurin-Inhibitoren.
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Abb. 16: Vergleich der Proliferationsrate von T-Lymphozyten in % unter dem Einfluss von Ciclosporin A

bzw. Tacrolimus. Messzeitpunkt: 100 % CNI + EC-MPS. CyA (n=8), Tac (n=5).
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Betrachtet man den in Abb. 20 dargestellten Verlauf der Proliferationsrate von Lymphozyten, so
lasst sich zu Studienbeginn eine Proliferationsrate im Median von 0,89 % mit einer Spannweite
von 0,24 % - 8,30 % feststellen. Nach Reduzierung der CyA Dosis um 50 % und Aufnahme von
Everolimus in das Therapieschema, blieb die Proliferationsrate mit 1,50 % im Median (Spann-
weite von 0,53 % - 11,22 %) auf einen konstant niedrigen Niveau. Im weiteren Verlauf, d.h. 7
Tage nach Absetzen der CyA/Tac Medikation (0,89 %; Spannweite von 0,36 % - 11,33 %) und
im Langzeitverlauf (1,65 %; Spannweite: 0,87 % - 9,32 %) konnten keine signifikanten Verdnde-
rungen beobachtet werden. Im gesamten Verlauf lag die Proliferationsrate deutlich unter derjeni-

gen der Kontrollgruppe (11,80 %; Spannweite: 5,80 % - 30,10 %).
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Abb. 17: Proliferationsrate der Lymphozyten in %. Messzeitpunkte: 100 % CNI + EC-MPS, 50 % CNI + Evero-
limus + EC-MPS, CNI-frei, d.h. 7 Tage nach Absetzen der CNI Medikation unter dem Einfluss von Everolimus +
EC-MPS, Folgeuntersuchungen (FU): Everolimus + EC-MPS 9-11 Monate nach Therapieumstellung. n=9.
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5.6 CD25 bzw. CD71 Expression auf CD3" Lymphozyten

Im nachfolgenden werden die Einfliisse der Umstellung der Immunsuppressiven Therapie von
Ciclosporin A/Tacrolimus zu Everolimus auf den prozentualen Anteil CD25 bzw. CD71 expri-

mierender T-Lymphozyten dargestellt.

5.6.1 CD25 bzw. CD71 Expression auf CD3" Lymphozyten unter dem Einfluss der CNI-
Medikation
Wie in Abbildung 21 zu erkennen ist, zeigten die Patienten unter Einnahme von CyA (n=8) im
Median einen etwas geringeren prozentualen Anteil an CD25 positiven (Median: 23,50 %,
Spannweite: 12,20 % - 41,32 %) und CD71 positiven (Median: 11,45 %, Spannweite: 8,34 % -
30,4 %) T-Zellen, als Patienten die Tacrolimus (n=5) einnahmen (CD25" CD3" Zellen: Median:
27,92 % mit einer Spannweite von 20,58 % - 35,51 % sowie CD71" CD3" Zellen: Median: 16,40
% mit einer Spannweite von 10,26 % - 27,10 %). Die beschriebenen Unterschiede waren stati-
stisch nicht signifikant (p>0,05). Im weiteren Verlauf erfolgt daher eine gemeinsame Analyse

der Calcineurin-Inhibitoren.
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Abb. 18: Vergleich des Anteils CD25 oder CD71 positiver CD3" Zellen unter dem Einfluss von Ciclosporin A
bzw. Tacrolimus. Messzeitpunkt: 100 % CyA/Tac + EC-MPS. CyA (n=8); Tac (n=5).
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Wie in Abbildung 22 zu sehen ist, lag zum Studienbeginn bei den beobachteten Patienten (n=9)
der Anteil an CD25 positiven CD3" Zellen hoher (Median von 23,06 % mit einer Spannweite
von 12,20 % - 33,33%), als der CD71 positiven CD3" Zellen (Median 11,49 %, Spannweite von
8,67 % - 30,40 %). Nach Senkung der CNI-Dosis um 50 % und Aufnahme von Everolimus in
das Therapieschema, beobachteten wir sowohl einen Anstieg des Anteils CD25 positiver CD3"
Zellen auf 29,14 % (Spannweite: 17,41 % - 35,44 %) als auch des Anteils CD71 positiver CD3"
Zellen auf 14,21 % (Spannweite: 11,62 % - 23,47 %). Im weiteren Verlauf, d.h. 7 Tage nach
Absetzen der CyA/Tac Medikation (CD25: 27,69 % mit einer Spannweite von 7,63 % - 42,83 %;
CD71: 17,25 % mit einer Spannweite von 4,32 % - 31,62 %) und im Langzeitverlauf (CD25:
24,41 % mit einer Spannweite von 7,79 % - 46,05 %; CD71: 10,78 % mit einer Spannweite von
3,76 % - 23,81 %) konnten keine wesentlichen Verdnderungen beobachtet werden. Im gesamten
Verlauf lag der Anteil CD25 bzw. CD71 positiver CD3" Zellen unter denen der Kontrollgruppe.

Die im gesamten Studienzeitraum beobachteten Unterschiede waren statistisch nicht signifikant

(p>0.05).
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Abb. 19: Anteil CD25 bzw. CD71 positiver CD3" Zellen in %. Messzeitpunkte: 100 % CNI + EC-MPS, 50 % +
Everolimus + EC-MPS, CNI-frei, d.h. 7 Tage nach Absetzen der CNI Medikation unter dem Einfluss von Everoli-

mus + EC-MPS, Folgeuntersuchungen (FU): Everolimus + EC-MPS 9-11 Monate nach Therapieumstellung. n=9.
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5.6.2 Korrelationsanalysen

Zwischen der Expansion der Oberflichenmolekiilen CD25 bzw. CD71 CD3" Lymphozyten,
konnten wéhrend des Untersuchungszeitraumes zu zwei Messzeitpunkten signifikant positive
Korrelationen beobachtet werden. Signifikante Korrelationen bestanden 7 Tage nach Absetzen
der CNI (Spearman Rho-Koeffizient= 0,87; p=0,02) sowie 9-11 Monate nach Therapieumstel-
lung (Spearman Rho-Koeffizient= 0,85; p=0,04)

Zu den tiibrigen Messzeitpunkten wurden keine signifikante (p>0,05) Korrelationen festgestellt
(100 % CNI + ECMPS: Spearman Rho-Koeffizient= 0,4; CNI Dosis um 50 % reduziert + Evero-
limus + ECMPS: Spearman Rho-Koeffizient=0,63).
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Abb. 23 (A): Korrelationen zwischen dem prozentualen Anteil CD25 bzw. CD71 positiver CD3" Zellen. Mess-
zeitpunkt: 100 % CNI + EC-MPS. Berechnung nach Spearman (p>0,05). n=9
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Abb. 23 (B): Korrelationen zwischen dem prozentualen Anteil CD25 bzw. CD71 positiver CD3" Zellen. Mess-
zeitpunkt: 50 % CNI Dosis + Everolimus + EC-MPS. Berechnung nach Spearman (p<0,05). n=9
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Abb. 23 (C): Korrelationen zwischen dem prozentualen Anteil CD25 bzw. CD71 positiver CD3" Zellen. Mess-
zeitpunkt: 7 Tage nach Absetzen der CNI unter dem Einfluss von Everolimus + EC-MPS. Berechnung nach Spear-

man (p=0,02). n=9

70



Ergebnisse

50,007

40,00

30,007

20,00

% CD25+ CD3+ Zellen

10,007

0,007

0,00

I
5,00

T T T
10,00 1500 20,00
% CD71+ CD3+ Zellen

I
25,00

Abb. 23 (D): Korrelationen zwischen dem prozentualen Anteil CD25 bzw. CD71 positiver CD3" Zellen. Mess-

zeitpunkt: Folgeuntersuchungen: Everolimus + EC-MPS 9-11 Monate nach Therapieumstellung. Berechnung nach

Spearman (p=0,04). n=9.
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5.7 Klinische Parameter

5.7.1 Nierenfunktion

Kreatinin

Zu Beginn der Studie lag das Serum-Kreatinin bei 2,23 + 0,36 mg/dl und nahm mit Wechsel zu
einer CNI-freien Therapie ab (1,99 + 0,48 mg/dl; p>0,05). Im weiteren Verlauf (FU) blieben die
Kreatininwerte im Serum mit 1,95 £ 0,5 mg/dl konstant (p>0,05). Wie in Abbildung 24 zu sehen
ist, fiel bei Patienten, die CyA als Ausgangsmedikation erhielten, mit der Umstellung auf eine
CyA—freie Therapie mit Everolimus und EC-MPS, das Kreatinin im Serum signifikant um 0,5
mg/dl ab (CyA 100 %: 2,36 + 0,38 mg/dl; CyA-frei: 1,88 £+ 0,50 mg/dl; p=0,008). Im weiteren
Verlauf (FU) blieben das Kreatinin im Serum konstant (1,88 + 0,38 mg/dl; p>0,05). Im gesamten
Beobachtungszeitraum, d.h. von Studienbeginn (CyA 100 %) bis 9-11 Monate nach Therapie-
umstellung (FU) nahm das Kreatinin im Serum jedoch bei allen CyA-Patienten signifikant ab
(p=0,02). Bei Patienten, die Tac als Ausgangsmedikation erhielten, blieb das Kreatinin im Serum
nach Umstellung auf eine Tac-freie Therapie mit Everolimus und EC-MPS im wesentlichen un-

verandert (Tac 100 %: 2,02 + 0,21 mg/dl; Tac-frei: 2,19 + 0,43 mg/dl).

Kreatinin mg/d|

----#---- CNI

—a— CyA
CNI100% CNI-frei FU e S -1«

Abb. 20: Verlauf des Serum-Kreatinin in mg/dl wiihrend der Umstellung der immunsuppressiven Therapie
von CyA/Tac und EC-MPS auf Everolimus und EC-MPS. Messzeitpunkte: 100 % CyA/Tac + EC-MPS, CNI-
frei, d.h. 7 Tage nach Absetzen der CNI-Medikation unter dem Einfluss von Everolimus + EC-MPS sowie FU:
Everolimus + EC-MPS 9-11 Monate nach Therapieumstellung. CNI + EC-MPS: n=13; CyA: n=8; Tac: n=5. Dar-

stellung des Mittelwertes + Standardabweichung.
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Kreatinin-Clearance

Wie die Abbildung 25 zeigt, nahm insgesamt die Kreatinin-Clearance von Beginn der Studie
unter der vollen CNI-Dosis bis zur Umstellung auf eine CNI-freie Therapie um rund 7,3 ml/min
zu (CNI 100 %: 45,50 + 18,83 ml/min; CNI-frei: 53,23 £ 23,74 ml/min; p>0,05). Zum Messzeit-
punkt 9-11 Monate nach Therapieumstellung blieb die Clearance im Wesentlichen unverdndert
(51,54 + 24,82 ml/min). Bei Patienten mit CyA als Ausgangsmedikation, zeigte sich nach Um-
stellung der Therapie von CyA plus EC-MPS auf Everolimus plus EC-MPS eine signifikante
Zunahme der Kreatinin-Clearance um 17,7 ml/min (CyA 100 %: 42,29 + 22,34 ml/min; CyA-
frei: 59,96 + 27,78 ml/min; p=0,01). 9-11 Monate nach Therapieumstellung (FU) blieb die Krea-
tinin-Clearance mit 59,00 + 26,95 ml/min unverdndert. Im gesamten Beobachtungszeitraum, d.h.
von Studienbeginn (CyA 100 %) bis 9-11 Monate nach Therapieumstellung (FU) nahm die
Kreatinin-Clearance bei den CyA behandelten Patienten signifikant zu (p=0,036). Bei Patienten
mit Tacrolimus, fiihrte die Umstellung der Therapie zu einer leichten, nicht signifikanten Ab-
nahme der Kreatinin-Clearance (Tac 100 %: 50,64 + 11,66 ml/min; Tac-frei: 42,46 + 10,23
ml/min). Die weitere Beobachtung der Clearance zeigte 9-11 Monate nach Therapieumstellung
(FU) eine weitere nicht signifikante Abnahme auf Werte von 36,62 = 10,94 ml/min und lag da-

mit unter dem Ausgangsniveau.
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Abb. 21: Verlauf Kreatinin-Clearance in ml/min wiihrend der Umstellung der immunsuppressiven Therapie
von CyA/Tac und EC-MPS auf Everolimus und EC-MPS. Messzeitpunkte: 100 % CyA/Tac + EC-MPS, CNI-
frei, d.h. 7 Tage nach Absetzen der CNI-Medikation unter dem Einfluss von Everolimus + EC-MPS sowie FU:
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Everolimus + EC-MPS 9-11 Monate nach Therapieumstellung. CNI + EC-MPS: n=13; CyA: n=8; Tac: n=5. Dar-

stellung des Mittelwertes + Standardabweichung.

5.7.2 Fettstoffwechsel

Cholesterin

Alle Patienten zeigten nach Umstellung der Therapie von den CNI 100 % zu einer CNI-freien
Therapie, einen signifikanten Anstieg des Gesamt-Cholesterins im Blut im Mittel um 24,6 mg/dl
(CNI 100 %: 213,61 + 41,33 mg/dl auf CNI-frei: 238,23 + 47,33 mg/dl; p=0,023). Wie die
Abbildung 26 zeigt, blieb 9-11 Monate nach Therapieumstellung (FU) das Cholesterin im Serum
unverdndert (240,36 + 33,75 mg/dl). Auch im gesamten Studienzeitraums war ein signifikanter
Anstieg des Cholesterin im Serum zu beobachten (p=0,01). Bei den mit CyA behandelten Patien-
ten zeigte sich zu Beginn der Studie (100 % CyA) bis nach Therapieumstellung (CyA-frei) eine
Zunahme des Cholesterins um 22,4 mg/dl (CyA 100 %: 224,63 + 38,98 mg/dl; CyA-frei 247,00
+ 33,94 mg/dl). Nach zusétzlicher Therapie mit Statinen bei 3 von 8 CyA-Patienten nahm im
Langzeitverlauf (FU) das Gesamt-Cholesterin im Blut im Mittel wieder ab (239,42 + 41,66
mg/dl). Bei den mit Tac behandelten Patienten wurde nach Umstellung auf eine CNI freie The-
rapie (Tac-frei) zunichst ein Anstieg des Cholesterins im Serum um 28,2 mg/dl beobachtet (Tac
100 %: 196,00 + 42,84 mg/dl; Tac-frei: 224,20 + 65,61 mg/dl). Im Gegensatz zu den mit CyA
behandelten Patienten, wurde 9-11 Monate nach Therapieumstellung, ein weiterer Anstieg des

Gesamt-Cholersterin im Blut im Mittel um 17,7 mg/dl gemessen (FU 241,86 + 19,39 mg/dl).
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Abb. 22: Verlauf des Cholesterins in mg/dl wihrend der Umstellung der immunsuppressiven Therapie von
CyA/Tac und EC-MPS auf Everolimus und EC-MPS. Messzeitpunkte: 100 % CyA/Tac + EC-MPS, CNI-frei,
d.h. 7 Tage nach Absetzen der CNI-Medikation unter dem Einfluss von Everolimus + EC-MPS sowie FU: Everoli-
mus + EC-MPS 9-11 Monate nach Therapieumstellung. CNI + EC-MPS: n=13; CyA: n=8; Tac: n=5. Darstellung

des Mittelwertes + Standardabweichung.

Triglyceride

Bei Untersuchung der Triglyceride im Serum blieben die Werte aller CNI behandelten Patienten
nach Umstellung auf eine CNI-freie Therapie zundchst konstant (CNI 100 %: 239,30 + 120,36
mg/dl; CNI-frei: 235,00 + 87,28 mg/dl). Im Langzeitverlauf (FU) nahmen die Triglyceridwerte
im Blut im Mittel um 24,5 mg/dl ab (210,53 + 68,95 mg/dl). Die beschriebenen Unterschiede
waren statistisch nicht signifikant (p>0,05). Wie die Abbildung 26 zeigt, nahm bei Patienten, die
CyA als Ausgangsmedikation erhielten, die Triglyceridkonzentrationen nach Wechsel der
immunsuppressiven Therapie im Mittel um 11,75 mg/dl ab (CyA 100 %: 224,00 + 122,60 mg/dl;
CyA-frei: 212,25 + 66,90 mg/dl). Messungen, 9-11 Monate nach Therapieumstellung (FU),
zeigten eine weitere signifikante Abnahme der Werte im Mittel um 46,63 mg/dl (165,62 + 30,19
mg/dl; p=0,04). Bei Patienten, die Tacrolimus erhielten, stieg die Triglyceridblutkonzentration
sowohl nach Wechsel der immunsuppressiven Therapie von 263,80 + 126,27 mg/dl (Tac 100 %)
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auf 271,40 + 111,04 mg/dl (Tac-frei) als auch im Langzeitverlauf (FU) auf 282,37 + 46,76

mg/dl. Die zuletzt beschriebenen Unterschiede waren statistisch nicht signifikant (p>0,05).
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Abb. 23: Verlauf der Triglyceride in mg/dl wihrend der Umstellung der immunsuppressiven Therapie von
CyA/Tac und EC-MPS auf Everolimus und EC-MPS. Messzeitpunkte: 100 % CyA/Tac + EC-MPS, CNI-frei,
d.h. 7 Tage nach Absetzen der CNI-Medikation unter dem Einfluss von Everolimus + EC-MPS sowie FU: Everoli-
mus + EC-MPS 9-11 Monate nach Therapieumstellung. CNI + EC-MPS: n=13; CyA: n=8; Tac: n=5. Darstellung

des Mittelwertes + Standardabweichung.

LDL-Cholesterin

Wie in Abbildung 28 zu sehen, nahm bei allen Patienten, die LDL-Cholesterin-Konzentrationen
im Blut nach Absetzen der vollen CNI-Dosis von 122,07 + 33,18 mg/dl auf 151,38 + 34,89
mg/dl signifikant zu (p=0,01) sowie 9-11 Monate nach Therapieumstellung (FU: 153,54 + 36,42
mg/dl) (p>0,05). Uber den gesamten Messzeitraum nahm die LDL-Cholesterin-Konzentration
signifikant zu (p=0,001). Die mit CyA behandelten Patienten, zeigten nach Absetzen der CNI
eine Zunahme der LDL-Konzentration im Blut um 9,6 mg/dl (CyA 100 %: 133,50 + 32,53
mg/dl; CyA-frei: 143,13 + 33,91 mg/dl). Im weiteren Verlauf (FU) nahm die LDL-Konzentration
im Blut weiter zu (159,31 + 36,44 mg/dl). Auch im gesamten Beobachtungszeitraum nahm die
LDL-Konzentration signifikant (p=0,01) zu. Unter den mit Tac behandelten Patienten, zeigte

sich nach dem Wechsel der immunsuppressiven Therapie auf Everolimus und EC-MPS
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(Tac-frei) eine deutliche Zunahme der LDL-Konzentration im Blut von 60,8 mg/dl (Tac 100 %:
103,80 + 27,82 mg/dl; Tac-frei: 164,6 + 35,84 mg/dl). Im weiteren Verlauf (FU) fiel die LDL-
Konzentration auf 138,16 + 38,69 mg/dl ab, lag aber iiber dem Ausgangsniveau.
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Abb. 24: Verlauf des LDL-Cholesterins in mg/dl wihrend der Umstellung der immunsuppressiven Therapie
von CyA/Tac und EC-MPS auf Everolimus und EC-MPS. Messzeitpunkte: 100 % CyA/Tac + EC-MPS, CNI-
frei, d.h. 7 Tage nach Absetzen der CNI-Medikation unter dem Einfluss von Everolimus + EC-MPS sowie FU:
Everolimus + EC-MPS 9-11 Monate nach Therapieumstellung. CNI + EC-MPS: n=13; CyA: n=8; Tac: n=5. Dar-

stellung des Mittelwertes + Standardabweichung.

HDL-Cholesterin
Bei allen Patienten lie3 sich nach Absetzen der CNI eine Zunahme des HDL-Cholesterins im
Blut von 47,46 £ 16,20 mg/dl (CNI 100 %) auf 51,15 + 14,22 mg/dl (CNI-frei) beobachten
(siche Abbildung 29). 9-11 Monate nach Therapieumstellung (FU) stieg die HDL-Cholesterin-
Konzentration im Blut weiter auf Werte im Mittel von 54,10 + 16,24 mg/dl an. In der CyA
Gruppe lieBen sich wihrend des gesamten Studienzeitraumes keine wesentlichen Verdnderungen
der HDL-Konzentration im Blut messen. So blieb die HDL-Cholesterin-Konzentration von
Studienbeginn bis nach Wechsel der immunsuppressiven Therapie unverdandert (CyA 100 %:
50,75 + 19,17 mg/dl; CyA-frei: 51,75 £ 17,58 mg/dl). Im Langzeitverlauf nahm die HDL-
Cholesterin-Konzentration im Serum leicht zu (FU: 54,17 + 15,59 mg/dl). In der Tac Gruppe
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wurde eine Zunahme der HDL-Konzentration um 8 mg/dl wéhrend der Umstellung von Tac und
EC-MPS (Tac 100 %: 42,20 + 9,39 mg/dl) auf Everolimus und EC-MPS (Tac-frei: 50,20 + 7,98
mg/dl) beobachtet. Messungen, 9-11 Monate nach Therapieumstellung (FU) zeigten eine weitere

Zunahme der HDL-Cholesterin-Konzentration im Blut um 4,2 mg/dl (54,00 £+ 19,13 mg/dl).
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Abb. 25: Verlauf des HDL-Cholesterins in mg/dl wihrend der Umstellung der immunsuppressiven Therapie
von CyA/Tac und EC-MPS auf Everolimus und EC-MPS. Messzeitpunkte: 100 % CyA/Tac + EC-MPS, CNI-
frei, d.h. 7 Tage nach Absetzen der CNI-Medikation unter dem Einfluss von Everolimus + EC-MPS sowie FU:
Everolimus + EC-MPS 9-11 Monate nach Therapieumstellung. CNI + EC-MPS: n=13; CyA: n=8; Tac: n=5. Dar-

stellung des Mittelwertes + Standardabweichung.

5.7.3 Entziindungsparameter
Bei allen Patienten lieB sich wihrend der Umstellung von den Calcineurin-Inhibitoren und EC-
MPS (CNI 100 %) auf eine CNI-freie Therapie mit Everolimus und EC-MPS ein signifikanter
Abfall der Leukozytenzahl im Blut messen (p=0,016). Insbesondere bei Patienten, die CyA als
Ausgangsmedikation erhielten, konnte ein signifikanter Abfall nach Absetzen der CNI beobach-
tet werden (p=0,008). Bei Patienten mit Tacrolimus als Ausgangsmedikation wurden im gleichen
Beobachtungszeitraum keine Verdnderungen der Leukozytenzahl im Blut registriert. Im Lang-
zeitverlauf, d.h. 9-11 Monate nach Therapieumstellung auf eine CNI-freie Medikation mit Eve-
rolimus und EC-MPS (FU) lag bei allen Studienteilnehmern, unabhéngig von der
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Ausgangsmedikation, die Leukozytenzahl im Blut wieder im Ausgangsbereich.

In Hinblick auf das C-reaktive Protein befanden sich zum Studienbeginn unter allen Studienteil-
nehmern 11 von 13 Patienten (CyA: 6/8 Patienten; Tac: 5/5 Patienten) im erforderlichen Refe-
renzbereich (CRP<0,5mg/dl). Sieben Tage nach Absetzen der CNI wurde bei allen Studienteil-
nehmern ein nicht signifikanter Anstieg des CRP’s im Mittel um 0,23mg/dl beobachtet. Dabei
stieg vor allem bei den Tac behandelten Patienten das C-reaktiven Proteins im Mittel um 0,54
mg/dl (p>0,05) an. Bei den CyA behandelten Patienten hingegen, blieb das CRP im Mittel un-
verdndert. Wéhrend 9-11 Monate nach Umstellung (FU) unter allen Studienteilnehmern sowie
bei den Tac Patienten ein Riickgang des CRP’s gemessen wurde (p>0,05) und somit die Zahl der
Studienteilnehmer mit normalen CRP nahm wieder zunahm (10/13 Patienten; CyA: 5/8 Patien-
ten; Tac: 5/5 Patienten), blieb bei den mit CyA behandelten Patienten das CRP wéhrend des ge-

samten Untersuchungszeitraumes im Mittel unverdndert auf hohem Niveau.

Messzeitpunkt
CNI100% | CNI-frei | FU

Leukozyten

insgesamt 6,48 (4,20 - 10,49) | 5,67 (4,30-10,34) | 6,23 (4,06 - 8,46)
CyA 7,03 (4,87 -10,49) | 5,88 (4,48 -10,34) | 6,26 (4,30 - 8,46)
Tac 5,62 (4,20 - 7,88) 5,34 (4,30 - 7,10) 6,19 (4,06 - 8,13)
CRP

insgesamt 0,48 (0,05 - 2,98) 0,71 (0,10 —2,67) 0,55 (0,07- 3,16)
CyA 0,70 (0,05 - 2,98) 0,74 (0,16 - 1,77) 0,74 (0,10 - 3,16)
Tac 0,13 (0,10- 0,24) 0,67 (0,10-2,67) | 0,25(0,70 - 0,41)

Tab. 6: Entziindungsparameter: Leukozytenzahl in /ng und C-reaktive Protein (CRP) in mg/dl wihrend der
Umstellung der immunsuppressiven Therapie von CyA/Tac und EC-MPS auf Everolimus und EC-MPS.
Messzeitpunkte: 100 % CyA/Tac + EC-MPS, CNI-frei, d.h. 7 Tage nach Absetzen der CNI-Medikation unter dem
Einfluss von Everolimus + EC-MPS sowie FU: Everolimus + EC-MPS 9-11 Monate nach Therapieumstellung.

Darstellung des Mittelwertes, Minimum und Maximum. Insgesamt: n=13, CyA: n=8, Tac: n=5.

5.7.4 Anamie

Wie die Tabelle 7 zeigt, nahm wihrend der Umstellung der immunsuppressiven Therapie von
CNI (CNI 100%) zu einer CNI-freien Therapie und Aufnahme von Everolimus in das Therapie-
schema bei allen Patienten, trotz einer begleitenden Anti-andmischen Therapie bei insgesamt 7

von 13 Patienten mit Erythropoietin bzw. Eisenpriparaten, der Himoglobin-Wert im Blut
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signifikant ab (p=0,001). Im Zeitraum 9 bis 11 Monate nach Therapieumstellung (FU) wurde bei
weiteren 5 Patienten (CyA: 7/8 Patienten; Tac: 5/5 Patienten) mit Andmie eine Therapie mit Ery-
thropoietin (7/12 Andmiepatienten) und/oder Eisenprdparaten (11/12 Andmiepatienten) eingelei-
tet, die im Langzeitverlauf wieder zu einem tendenziellen Anstieg der Hdmoglobin-Werte im

Mittel um 0,8 g/dl fiihrte.

Messzeitpunkt
CNI 100 % | CNI-frei | FU
Hiimoglobin
insgesamt 11,66 (9,00 - 13,20) | 10,77 (8,30 - 12,10) | 11,52 (10,40 - 13,15)
CyA 11,40 (10,50 - 13,20) | 10,57 (9,10 - 12,10) | 11,91 (10,45 - 13,15)
Tac 12,02 (9,00 - 13,20) | 11,04 (8,30 - 12,00) | 10,96 (10,40 - 11,73)

Tab. 7: Himoglobin in g/dl wihrend der Umstellung der immunsuppressiven Therapie von CyA/Tac und
EC-MPS auf Everolimus und EC-MPS. Messzeitpunkte: 100 % CyA/Tac + EC-MPS, CNI-frei, d.h. 7 Tage nach
Absetzen der CNI-Medikation unter dem Einfluss von Everolimus + EC-MPS sowie FU: Everolimus + EC-MPS 9-
11 Monate nach Therapieumstellung. Darstellung des Mittelwertes, Minimum und Maximum. Insgesamt: n=13,

CyA: n=8, Tac: n=5.

5.8 Komplikationen/Nebenwirkungen

In der Tabelle 8 sind alle Ereignisse zusammengefasst, die im gesamten Beobachtungszeitraum
mit Beginn der ersten Gabe von Everolimus dokumentiert wurden. Wahrend des Beobachtungs-
zeitraumes traten vor allem respiratorische Nebenwirkungen, wie Bronchititen mit 16 registrier-
ten Ereignissen bei insgesamt 10 Patienten oder Bronchopneumonien mit 4 registrierten Ereig-
nissen bei insgesamt 3 Patienten, auf. Mit 12 Ereignissen bei 12 Patienten stellen die Andmien
ein weiteres hdufig dokumentiertes Ereignis dar. Weitere hdufige unerwartete Ereignisse waren
gastrointestinale Nebenwirkungen, insbesondere Diarrhoen, Harnwegsinfekte, Odeme und Hy-
percholesterindmien. Insgesamt wurden wihrend des gesamten Studienzeitraumes 8 notwendige
Hospitalisationen dokumentiert. Griinde hierfiir waren mit jeweils zwei notwendigen Hospitali-
sationen, Diarrhoen und Bronchopneumonien sowie mit jeweils einer notwendigen Hospitalisa-
tion Harnwegsinfekt und tiefe Beinvenenthrombose. Weiterhin wurde wéhrend des gesamten
Beobachtungszeitraums wegen einer progredienten Proteinurie eine Biopsie durchgefiihrt, die
eine Rejektion zu Tage brachte. Bei einem anderen Patienten fiihrte eine progrediente Proteinurie

zum vorzeitigen Absetzen der Everolimus Medikation. Ein weiterer Grund, der zum
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vorzeitigen Absetzen der mTOR-Inhibitoren fiihrte, war eine Everolimus induzierte Pneumonitis.

Im Untersuchungszeitraum ist kein Patient verstorben und kein Transplantverlust aufgetreten.

Anzahl der Anzahl der
Ereignisse Patienten
absolut Prozent % absolut
Renale Funktion
Erhohtes Kreatinin 4 30,77 4
Proteinurie 4 30,77 4
interstitielle Nephritis 1 7,69
Gastrointestinale Nebenwirkungen
Diarrho 9 69,23 * % 7
Ubelkeit 4 30,77 4
Erbrechen 1 7,69 1
Sodbrennen 1 7,69 1
Respiratorische Nebenwirkungen
Bronchopneumonie 4 30,77 * * 3
Bronchitis/ respiratorischer Infekt 16 123,08 * 10
Hiimatologischen Nebenwirkungen
Leukopenie 2 15,38 2
Aniémie 12 92,31 12
Opportunistische Infektionen
Herpes simplex 3 23,08 3
Soor 1 7,69 1
Harnwegsinfekt 6 46,15 * 2
Endokrine / Metabolische Stérungen
Hyperlipiddmie 1 7,69 1
Hypercholesterindmie 5 38,46 5
Hypertriglycerindmie 1 7,69 1
Hyperurikdmie 3 23,08 2
Storungen im Elektrolythaushalt
Hypocalcdmie 2 15,38 2
Hypokalidmie 2 15,38 2
Hyperkalidmie 3 23,08 3
Hypernatridmie 1 7,69 1
Hypophosphatdmie 1 7,69 1
Hypermagnesédmie 1 7,69 1
Azidose 2 15,38 2
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Anzahl der Anzahl der
Ereignisse Patienten
absolut Prozent % absolut

kardiovaskulire Nebenwirkungen
arterielle Hypertonie 3 23,08 3
arterielle Hypotonie 1 7,69 1
tiefe Venenthrombose 1 7,69 1
Mitral-/Trikusspidalinsuffizienz 2 15,38 1
pulmonale Hypertonie 1 7,69 1
Odeme 6 46,15 5
Thrombophlebitis 2 15,38 2
Haut- /Schleimhauterkrankungen
Akne 4 30,77 4
Analfissur 1 7,69 1
Aphten 3 23,08 2
Dermatitis 5 38,46 4
Gingivitis 1 7,69 1
Paradontitis 1 7,69 1
Juckreiz 1 7,69 1
Héamorrhoiden 1 7,69 1
Wundheilungsstorungen 1 7,69 1
Epistaxis 2 15,38 2
Muskuloskelettale System
Ischalgie 1 7,69 1
Lumbargo 3 23,08 3
Achillessehnenruptur 1 7,69 1
Meniskusruptur 1 7,69 1
Andere
Ovarialzysten 1 7,69 1
Kopfschmerz 1 7,69 1
Otitis externa 2 15,38 2
Rejektion 1 7,69 1
Therapieabbruch wegen Nebenwirkungen 2 15,38 2
Hospitalisationen 8 61,54 7

talisation. n=13.

Tab. 8: Anzahl der registrierten Ereignisse wiihrend des gesamten Studienzeitraumes unter der immunsup-
pressiven Therapie mit 100 % CNI + EC-MPS, 7 Tage nach Absetzen der CNI-Medikation unter dem Ein-
fluss von Everolimus und EC-MPS sowie 9-11 Monate nach Absetzen nach Umstellung. Darstellung der An-
zahl der absoluten registrierten Ereignisse, Prozentualer Anteil (%) in Bezug auf die Gesamtpatientenzahl,

*Sternchen: Anzahl der notwenigen Hospitalisationen: **: 2 notwendige Hospitalisationen, *: 1 notwendige Hospi-
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6 Diskussion

Die Calcineurin-Inhibitoren Ciclosporin A und Tacrolimus spielen eine bedeutende Rolle in der
Verbesserung der Uberlebensrate von Transplantaten, insbesondere tragen sie zur Reduzierung
von akuten Rejektionen bei (54). Eine hdufige Nebenwirkung beider Medikamente ist die Ne-
phrotoxizitdt, die klinisch relevant und oft dosislimitierend ist (27). Um die CNI-induzierte Ne-
phrotoxizitdt zu minimieren oder zu umgehen, werden in der Praxis CNI entweder reduziert und
mit neuen Immunsuppressiva kombiniert, iiber einen definierten Zeitraum ausgeschlichen oder
génzlichen vermieden (54). Eine Reduktion oder eine Elimination der CNI jedoch, kann das Ri-
siko einer akuten AbstoBung erhohen. Gerade wegen ihrer geringen therapeutische Breite, ihrer
grofen intra- und interindividualen Variabilitdt (Pharmakokinetik) und ihrer ausgedehnten Inter-
aktionen mit anderen Substanzen, werden fiir CNI die Uberwachung der Blutspiegel zur Opti-
mierung der Therapie, empfohlen (55). Somit soll auf der einen Seite der Verlust des neuen Or-
gans verhindert werden und auf der anderen Seite, die CNI-induzierte Nephrotoxizitit iiberwacht
werden. Aufgrund der Limitationen der pharmakokinetischen Parameter beziiglich der Beurtei-
lung der Effektivitat, die sich darin duBlern, dass sich z.B. bei gleichen Blutspiegeln in verschie-
denen Patienten Rejektionen einerseits und Uberimmunsuppression andererseits zeigen, hat zum
Konzept des pharmakodynamischen Monitorings gefiihrt (46, 56).

Im Rahmen dieser Pilotstudie wurden iiber einem Zeitraum von 12 Monaten die Auswirkungen
der Umstellung der immunsuppressiven Therapie von den Calcineurin-Inhibitoren Ciclosporin
A/Tacrolimus und EC-MPS zu Everolimus und EC-MPS sowohl auf die pharmakokinetischen

als auch die pharmakodynamischen Parameter untersucht.

6.1 Pharmakokinetik CN-Inhibitor: Ciclosporin A/Tacrolimus versus

mTOR-Inhibitor: Everolimus
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass sich sowohl zu Studienbeginn unter der vollen
CNI Medikation als auch nach Reduzierung der CyA bzw. Tac - Dosis um 50 % und Aufnahme
von Everolimus in das Therapieschema, keine Verdnderungen der dosisnormaliserten CyA-
Blutkonzentrationen (C0) messen lieBen. Messungen der Tac-Blutkonzentrationen zeigten je-
doch einen tendenziellen Anstieg nach Aufnahme von Everolimus in das Therapieschema.
Unsere Beobachtungen stehen hierbei im Einklang mit Ergebnissen anderer Studien. So wurde

bereits gezeigt, dass eine Kombinationstherapie mit Ciclosporin A und Everolimus die
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Pharmakokinetik von CyA nicht beeinflusst (57-59). Auch Kovarik et al. (60) beobachteten in
ithrer Studie, das eine Komedikation mit CyA zu einer erhohten Bioverfligbarkeit von Everoli-
mus fiihrt, nicht jedoch zu einer verdnderten CyA Pharmakokinetik. In Bezug auf Everolimus
lieBen sich unter der Kombinationstherapie mit CyA tendenziell, jedoch nicht signifikant hohere
dosisnormalisierte Everolimus-Blutkonzentrationen messen als unter der CyA-freien Therapie.
Die Ursache fiir die unter der CyA-Therapie messbare hohere dosisnormalisierte Everolimus-
Blutkonzentration ist die gemeinsame Biotransformation von CyA und Everolimus iiber das Zy-
tochrom P450-Isoenzym CYP3A4 bzw. 3AS5. Weiterhin sind sie beide Substrate fiir das P-
Glykoprotein und bieten somit theoretisch die Voraussetzung zur Interaktion (57, 61). CyA und
Everolimus konkurrieren um das P450-Isoenzym und beeinflussen somit gegenseitig ihre Clea-
rance. Die CyA fungiert dabei als moderater CYP 3A4 bzw. 3AS Inhibitoren fiir Everolimus.
Unsere Beobachtungen bestdtigen eine unter der CyA-Co-Medikation reduzierte Clearance fiir
Everolimus und mit der Folge einer scheinbar erhdhten Bioverfiigbarkeit an Everolimus. Unsere
Ergebnisse zeigten, dass beim Absetzen von CyA mit einer Abnahme der Gesamtexposition von
Everolimus zu rechnen ist. Aufgrund der Unterschiede der Dosierung von CyA und Tacrolimus
und damit der am metabolisierenden Enzym konkurrierenden Stoffmenge, ist bei beiden Sub-
stanzen mit unterschiedlichen Effekten zu rechnen. Das ist in Everolimus-Dosierungspldnen zu
berticksichtigen und beeinflusst auch den Spiegelverlauf von Tac bei Einfithrung von Everoli-
mus. So konnte beobachtet werden, dass wihrend der Konversionsphase bei Reduzierung der
CNI Dosis um 50 % etwa gleichbleibende dosisnormalisierte CyA-Blutkonzentrationen aber
tendenziell eine Zunahme der Tacrolimus-Blutkonzentration auftraten. Folglich ist daher zu be-
achten, dass gerade in der Umstellungsphase sowohl die CNI-Spiegel als auch die Everoli-
musspiegel durch ein intensiviertes therapeutisches Drug Monitoring zu beobachten sind und
durch gleichzeitige Dosisverdnderungen der Interaktionspartner mit nicht dosisproportionalen

bei der Dosisanpassung gerechnet werden muss.
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6.2 Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von EC-MPS

Ziel dieser Arbeit war weiterhin, den Einfluss des Wechsels der immunsuppressiven Therapie
von CNI und EC-MPS zu Everolimus und EC-MPS auf die pharmakokinetischen Parameter
MPA und MPAG sowie auf den pharmakodynamischen Parameter IMPDH, zu untersuchen.

Im Gegensatz zum therapeutischen Drug Monitoring der CNIs und mTOR-Inhibitoren, das auf
einer Messung der Talspiegel und damit einmaligen Blutentnahme im Tagesverlauf beruht, kann
die Exposition fiir die MPA-Therapie nicht {iber einmalige Spiegelmessungen mit hinreichender
Sicherheit beschrieben werden. Daher wurden zur Beurteilung der MPA-Pharmakokinetik und
Pharmakodynamik sowohl unter der Kombinationstherapie CNI und EC-MPS als auch nach
Umstellung auf eine CNI-freie Therapie mit Everolimus und EC-MPS, mehrere Blutproben, in
definierten Zeitabstdnden innerhalb von 0-12 Stunden nach Medikation entnommen, so dass Ta-
gesprofile hinsichtlich der MPA und MPAG-Blutkonzentration sowie der IMPDH-Aktivitit,
dargestellt werden konnten. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten, dass die Zeitverldu-
fe von MPA und MPAG &hnlich waren, wobei sich der Verlauf von MPAG weitgehend als zeit-
verzogerte Kurve von MPA prisentierte. So zeigte sich im Tagesverlauf sowohl unter dem Ein-
fluss der vollen CyA-Dosis und EC-MPS als auch unter der CyA-freien Therapie mit Everolimus
und EC-MPS ein Anstieg der MPA-Blutkonzentration nach 2,5 bzw. 3 Stunden sowie nach 9 bis
12 Stunden. Die maximale MPAG-Blutkonzentration stellte sich unter der vollen CyA-Dosis und
EC-MPS Therapie hingegen zeitverzogert nach 4 Stunden bzw. 9 Stunden im Vgl. zu der CyA-
freien Therapie, dar. Diese Beobachtungen konnen durch den enterohepatischen Kreislauf von
MPA erkliart werden. Der erste Anstieg von MPA spiegelt die Reabsorption von EC-MPS im
Diinndarm wider. Nach der Aufnahme im Diinndarm wird MPA durch die Uridine-Diphosphat-
Glucuronosytransferase (UGT), die hauptsédchlich in der Leber als auch im gastrointestinalen
Trakt zu finden ist, metabolisiert. Dabei entsteht MPAG (62, 63). MPAG wird nun zu 85 % tiber
die Nieren ausgeschieden, der Rest wird in die Galle abgegeben. Mit Hilfe des Multidrug-
restistance-asssociated protein 2 (MRP2) gelangt es wieder in den Diinndarm. Dort wird es durch
Bakterien deglucuronidiert, so dass erneut MPA entsteht, sofort reabsorbiert und dem Kreislauf
wieder zugefiihrt wird (64). Dieser enterohepatische Kreislauf findet sich im zweiten Anstieg der
MPA-Konzentration nach 9-12 Stunden wieder und trigt zu 10-60 % zur Gesamtexposition an
MPA bei (62). Der durch den enterohepatischen Kreislauf auftretende zweite Peak und seine

Variabilitdt sowohl hinsichtlich des Ausmales als auch des zeitlichen Auftretens ist ein
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wichtiger Grund fiir die Unsicherheit bei der Beurteilung von Talspiegeln als surrogat-Marker
fiir die Gesamtexposition im Dosisintervall.

In der vorliegenden Arbeit war es nicht moglich, einen Vergleich zwischen den mit CyA und
Tac behandelten Patienten in Bezug auf die MPA-Blutkonzentration vorzunehmen, da in der
Gruppe der mit Tac behandelten Patienten der Datensatz nur eines Patienten vorlag, dagegen in
der CyA Gruppe, Datensétze von 8 Patienten.

Vor und nach Umstellung der immunsuppressiven Therapie von CyA auf Everolimus wurde kein
qualitativer Unterschied im Verlauf der MPA sowie MPAG Blutkonzentration im Tagesprofil (0-
12 h) beobachtet. Es zeigte sich jedoch unter der Kombinationstherapie mit CyA im Vgl. zur
Kombinationstherapie mit Everolimus eine tendenziell quantitativ geringere MPA-
Blutkonzentration im Tagesverlauf (AUCy.1on). Umgekehrt lieBen sich signifikant niedrigere
MPAG-Blutkonzentrationen im Tagesverlauf (AUCy.12n) unter einer CyA-freien Therapie mit
Everolimus ermitteln im Vgl. zu den Ausgangsmessungen vor dem Absetzen des CyA. Die unter
der CyA-Therapie gemessenen tendenziell geringeren MPA-Blutspiegel zeigen, dass zwischen
den CNI und EC-MPS Wechselwirkungen bestehen und mit dem enterohepatischen Kreislauf
von MPA/MPAG interferieren. CyA beeinflusst das MRP2 Protein und verhindert die MRP2
vermittelte MPAG Sekretion in die Galle und damit die im Diinndarm stattfindende Deglucuro-
nidierung von MPAG. Die Folge ist ein Abfall des MPA-Blutspiegels (65, 66, 67). Gleichzeitig
steigt die Konzentration von MPAG an. Die unter der CyA-Therapie geringer gemessene MPA-
Blutkonzentrationen, stehen im Einklang mit anderen Studienergebnissen (65, 68). Hier wurde
gezeigt, dass die MPA-Exposition signifikant geringer bei Patienten war, die eine Kombination
aus MMF und CyA erhielten, im Vergleich zu den Patienten, die MMF in Kombination mit ei-
nem MTOR-Inhibitor (SRL/TAC) oder allein erhielten (69-76). Die Beeinflussung der MPA-
Blutspiegel wiederum, hat auch Auswirkungen auf die IMPDH-Aktivitét. In dieser Arbeit wurde
auch gezeigt, dass mit einem geringeren MPA-Blutspiegel unter der vollen CNI-Dosis und EC-
MPS Kombinationstherapie im Vgl. zu der CNI-freien Medikation, eine hohere IMPDH-
Aktivitdt einhergeht. So lie sich unter der Kombinationstherapie mit CNI und EC-MPS eine
signifikant hohere IMPDH-AKktivitdt im Tagesverlauf messen als im Vgl. zu der Kombinations-
therapie mit Everolimus und EC-MPS.

Bei Vergleich der Kurvenverldufe von MPA und IMPDH zeigte sich sowohl unter CyA als auch

unter Everolimus ein &hnlich zeitverzogerter Verlauf. Diese Beobachtungen verdeutlichen die
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Reversibilitit und damit die Abhédngigkeit vom Verteilungsverhalten der Wirkung von MPA.
MPA hemmt die IMPDH, die die Umwandlung von Inosin-5-Monophosphat in Xanthosin-5-
Monophosphat katalysiert. Es ist das Geschwindigkeit-bestimmende Enzym der de-novo-
Synthese von Guanosinnukleotiden. Wird die IMPDH durch MPA gehemmt, kommt es wieder-
um zur Hemmung der Purinbiosynthese und die Proliferation von Lymphozyten unterbleibt.
Untersuchungen zu mdoglichen Korrelationen im Rahmen dieser Arbeit sollten zeigen, ob iiber
die Messung der IMPDH-Aktivitdt Riickschliisse auf die Proliferationsrate der Lymphozyten und
damit auch auf das Risiko einer moglichen akuten Rejektion moglich sind. Es wurde beobachtet,
dass zwischen dem MPA-Talspiegel und der Lymphozytenproliferation nach Absetzen der CyA
ein signifikant negativer Zusammenhang besteht. In dieser Arbeit konnte auch gezeigt werden,
dass unter der Kombinationstherapie mit Everolimus und EC-MPS signifikant positive Korrela-
tionen zwischen dem dosisnormalisiertem MPA-Talspiegel (Oh) und der Proliferationsrate der
Lymphozyten sowie zwischen der IMPDH-Aktivitit und der Lymphozytenproliferationsrate
bestehen. Das lisst den Schluss zu, je hoher die IMPDH-Aktivitit ist, desto mehr Purinnukleoti-
de stehen fiir die Lymphozytenproliferation zur Verfiigung, die Folge ist eine hohere Proliferati-
onsrate. Damit ist noch nicht erkldrt, warum dieser Zusammenhang sich unter einer CNI-
basierten Therapie nicht so deutlich darstellt. Mdglicherweise spielt hier der MPA-unabhéngige
antiproliferative Effekt der CNI vermittelt durch die Zytokinhemmung eine groBere Rolle. Ein-
schrinkend ist zu vermerken, dass wir nur zum Zeitpunkt der Talspiegel die Proliferation gemes-
sen haben und die MPA-Talspiegel nicht mit der MPA-AUC korrelieren (77).

Im Rahmen einer Kombinationstherapie mit CyA kommt es durch die bekannte Wechselwirkung
mit EC-MPS und die durch sie bewirkte Reduzierung der MPA-AUC bei vielen Patienten nur zu
einer unzureichenden MPA-Exposition (78). Hierbei hat sich in einigen Studien gezeigt (72, 79)
dass eine Erhohung der MPA-AUC iiber 30 pg*h ml™' mit einer effektiven Rejektionprophylaxe
einhergeht. Auch Van Gelder et al. (81) zeigten an 154 nierentransplantierten Patienten, dass das
Auftreten akuter Rejektionen signifikant mit der Hohe der MPA-AUC im Zusammenhang steht.
In einer Gruppe mit niedrigen MPA-AUC-Zielspiegeln traten 27,5 % Biopsie gesicherte Rejek-
tionen, hingegen in der Gruppe mit mittleren MPA-AUC-Zielspiegeln bzw. hohen Zielspiegeln
nur in 14,9 % bzw. 11,5 % Rejektionen auf. Weiterhin wurde in der vorliegenden Arbeit inner-
halb der Studienpopulation eine hohe interindividuelle Spannweite der MPA-AUCsSs .11 trotz
fester bzw. einheitlicher EC-MPS Dosierung beobachtet. Diese hohe interindividuelle Variabili-

tat der MPA-AUC,.12n sowie die durch CyA-induzierte Reduzierung der MPA-AUC,. 2 stellen
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einen guten Grund fiir die Durchfiihrung eines therapeutischen Monitorings dar, um die indivi-
duelle Immuntherapie zu optimieren und somit eine Verbesserung der Transplantatfunktion zu
bewirken (81). Fiir die Durchfiihrung des Monitoring wire die Bestimmung der freien MPA-
Konzentration optimal. In den iiblich eingesetzten Dosierungen wird MPA zu 97 % an Albumin
gebunden (82). Jedoch ist nur der nicht gebundene Anteil pharmakologisch aktiv. Die Messung
des nicht gebundenen Anteils ist aber routineméfig nicht moglich. Auch erweist sich ein TDM
von EC-MPS als schwierig, da bei dem mikroverkapselten EC-MPS es zu einer verzdgerten
Freisetzung von MPA im Diinndarm anstatt wie bei MMF zu einer raschen Freisetzung im Ma-
gen kommt. Die Folge ist eine im Vgl. zu MMF zeitverzdgerte messbare maximale Plasmakon-
zentration an MPA. Diese hohe interindividuelle Variabilitdt der Absorption durch die wech-
selnde Freigabe von EC-MPS vom Magen bis zum Diinndarm hat eine hohe interindividuelle
Variabilitdt der pharmakokinetischen Profile zur Folge, die ein TDM erschweren (77). Eine an-
dere Moglichkeit wire die Messung der MPA-AUC,. 12, Profile, die sich in der Praxis jedoch als
sehr zeitaufwendig und kostspielig erweisen. Eine Losung wire wie bereits in der FDCC—Studie
durchgefiihrt, eine punktuelle, reduzierte Bestimmung der MPA Gesamtexposition (78). Eine
andere Losung wire eine intensives PD-Monitoring, die Messung der IMPDH-Aktivitdt (AEC,.
12n). Sommerer et al. (80) beobachteten bei ihren Patienten, die eine niedrige IMPDH-Aktivitét
aufwiesen, eine erhohte Rate an Infektionen, trotz dhnlicher MPA-Exposition. Obwohl mit Eta-
blierung einer geeigneten Methode der IMPDH-Aktivitdtsmessungen methodische Grenzen in
den letzten Jahren tiberwunden werden konnten, hat die Bestimmung der IMPDH-Aktivitét aber

bisher noch keinen Eingang in die klinische Routine gefunden (53).

6.3 Pharmakodynamik Ciclosporin A versus Tacrolimus

6.3.1 IL-2 und TNF-a Expression in CD 3" Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Vergleich zwischen dem AusmalB3 der Hemmung von Ci-
closporin A und Tacrolimus auf die IL-2 und TNF-a Expression CD3" Zellen vorgenommen. In
der Literatur beschriebene Untersuchungen zur Wirksamkeit einer Kombinationstherapie mit
CNI und MMF zeigten, dass unter zusétzlicher Einnahme von MMF der Anteil IL-2 positiver T-
Lymphozyten sowohl in Kombination mit CyA als auch mit Tac stérker gesenkt werden konnte,
im Vergleich zu einer CNI-Monotherapie (83). Ein Projekt unserer Arbeitsgruppe um Kamar et

al. (45, 84) zeigte, dass MMF jedoch keinen Effekt auf die Bildung der Zytokine wie IL-2 und
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TNF-a hat. Deshalb lésst sich dieser Effekt eher iiber die hemmende Wirkung auf die klonale
Expansion aktivierter Lymphozyten erkldren. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten
keine signifikanten Unterschiede in der Hohe des Anteils an IL-2 und TNF-a exprimierenden T-
Lymphozyten zwischen den mit CyA und Tac behandelten Patienten. Dennoch scheint tendenzi-
ell die IL-2 und TNF-a Synthese unter der Tac-Medikation geringer zu sein als unter CyA. Im
Unterschied zu CyA, welches an das Immunophilin ,,Cyclophilin® bindet, bildet Tac einen Kom-
plex mit dem Immunophilin ,,FK-506-binding-protein 12, der eine hohere Affinitét zu Calci-
neurin besitzt, als der Ciclosporin A/Cyclophilin-Komplex (28). In einer Studie von Barten et al.
(85) wurde ein Wechsel der immunsuppressiven Therapie von CyA zu Tac vorgenommen.
Pharmakodynamische Messungen und T-Zell-Funktionsmessungen mittels Durchflusszytome-
trie, zeigten bereits nach einmaliger Tac-Gabe einen Abfall der Zytokinexpression (IL-2 und

TNF-a), die nach dreitdgiger Tac-Medikation das Signifikanzniveau erreichte.

6.3.2 Lymphozyten-Proliferationsrate

In der vorliegenden Arbeit wurden weiterhin Vergleiche zwischen dem Ausmall der Hemmung
von CyA und Tac auf die Proliferationsrate von Lymphozyten unternommen. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen in
ithrer Stirke der Hemmung der Lymphozytenproliferationsrate. Dennoch scheint unter der Tac
Medikation die Lymphozytenproliferationsrate geringer im Vgl. zu CyA sein. Die Ergebnisse
erreichten jedoch nicht das Signifikanzniveau und sind mdglicherweise aufgrund der geringen
Fallzahl nur als eine Tendenz zu werten. Dass Tac eine vermutlich stirkere Wirkung auf die
Hemmung der Lymphozytenproliferationsrate hat, wurde in anderen Studien bereits beschrieben.
Bei Barten et al. (85) wurde nach dreitdgiger Tac-Medikation von 3 mg/d, im Vergleich zu der
CyA-Medikation, eine signifikant geringe Proliferationsrate der Lymphozyten gemessen. Unsere
Arbeitsgruppe um Bohler et al. (45) erzielte in Con A stimuliertem Blut unter Tac-Medikation
eine stdrkere Hemmung der Proliferationsrate im Vergleich zu der CyA-Medikation. Die Starke
der Hemmung war dabei dosisabhiingig. Wihrend unter Tac mit einer Konzentration von 0,01
pg/ml eine 82 %-ige Hemmung erzielt wurde, bendtigte man unter CyA fiir eine 75 %-ige
Hemmung, Konzentrationen von 1,0 ug/ml. Somit zeigte Bohler et al. eine auf molekularer Basis
starkere Wirkung von Tac versus CyA. Eine mdgliche Erklirung ist beispielsweise, die hohe
Affinitdt des Tac-FKBP-12 Komplexes an Calcineurin. Die Folge ist eine Hemmung der 1L-2

abhéngigen Proliferation der Lymphozyten.
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6.3.3 CD25 und CD71 Expression auf CD3" Lymphozyten

Ferner wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass der Anteil CD25 als auch CD71 positiver T-
Lymphozyten sowohl unter der CyA als auch unter Tac-Medikation sich nicht unterschieden.
Entsprechend unserer Ergebnisse zeigte auch Barten et al. (85, 86), dass die Umstellung der
CyA-Medikation auf eine Tac-Medikation keinen Einfluss auf die Hohe des Anteils CD25 posi-
tiver Zellen hat. Gewiss ist unsere Beobachtung in Anbetracht der geringen Fallzahl kritisch zu
betrachten. Hier sind weitere pharmakodynamische Untersuchungen mit einer groBBeren Patien-

tenkohorte notwendig, um eine eindeutigere Aussage treffen zu konnen.

6.4 Pharmakodynamik CNI + EC-MPS versus mTOR + EC-MPS

6.4.1 IL-2 und TNF-a Expression in CD 3" Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass der prozentuale Anteil, der mit PMA und Iono-
mycin stimulierten IL-2 und TNF-a exprimierenden T-Lymphozyten, nach Umstellung auf eine
CNI-freie Therapie mit Everolimus und EC-MPS anstieg. Die beobachteten Unterschiede waren
moglicherweise aufgrund der geringen Fallzahl und recht groBBen Streuung nicht signifikant. Zu-
dem wurden die pharmakodynamischen Untersuchungen zum Zeitpunkt des Talspiegels be-
stimmt und damit zum Zeitpunkt des geringsten pharmakologischen Effekts. Diese Ergebnisse
lassen vermuten, dass eine Kombinationstherapie mit einem CNI die IL-2 und TNF-a exprimie-
renden Zellen wirksamer zu hemmen scheinen, als eine Kombinationstherapie mit einem mTOR-
Inhibitor. Die in dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse in Bezug auf die durch CNI bewirkte ver-
mutlich stirkere Hemmung des prozentualen Anteils IL-2 und TNF-a positiver CD3 Lymphozy-
ten, lassen sich mit der in der Literatur beschriebenen Wirkungsweise der CNI erkldren. Bei CyA
und Tac steht die Hemmung der Synthese von Zytokinen, durch Regulation der Aktivitdt NFAT-
regulierter Gene, insbesondere von IL-2 und des TNF-a in T-Lymphozyten, im Vordergrund (87,
88). Everolimus als mTOR-Inhibitor hemmt die Zellproliferation ohne dabei einen Einfluss auf
die IL-2 Synthese zu nehmen (45). Das in der vorliegenden Arbeit beobachtete Ergebnis, wird
auch durch andere Studienergebnisse gestiitzt (45, 47, 85, 89). So beobachtete unsere Arbeits-
gruppe um Bohler et al. (45) in einem ex vivo vs. in vitro Vergleich unter Einsatz von CyA oder
Tac, eine Reduzierung des prozentualen Anteils IL-2 und TNF-a exprimierender Zellen, wih-

rend der mTOR-Inhibitor Sirolimus keinen Einfluss auf die Zytokinsynthese hatte. Van den Berg
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et al. (89) zeigten an 13 nierentransplantierten Patienten sowie an 21 lebertransplantierten Patien-
ten, die mit CNI behandelt wurden im Vgl. zur Kontrollgruppe, ebenfalls eine signifikante Re-
duktion des prozentualen Anteils an IL-2 produzierenden T-Zellen (23 % versus 59,0 %). Weite-
re Beobachtungen unserer Arbeit waren, dass 9-11 Monate nach Therapieumstellung der prozen-
tuale Anteil IL-2 und TNF-o exprimierender Zellen entgegen unserer Erwartungen wieder leicht
abnahm. Eine Riickumstellung auf CNI z.B. aufgrund einer mTOR-Unvertraglichkeit als Ursa-
che, kann ausgeschlossen werden. Mogliche Griinde hierfiir konnen die kleine Fallzahl, die sehr
grofle Spannweite und hohe intra- und interindividuelle Variabilitit des Assays sowie die beson-

ders zum Tragen kommende Fluktuation in der Assay-Durchfiihrung, sein.

Korrelationen zwischen dem prozentualen Anteil IL-2 und TNF-a positiver CD3" Zellen

In der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Korrelationsberechnungen fiir die Zytokinabhangigkei-
ten, zeigten signifikante positive Zusammenhinge zwischen den prozentualen Anteilen IL-2 und
TNF-a positiver CD3" Zellen unter der vollen CNI (CyA/Tac)-Dosis, nach Aufnahme von Eve-
rolimus in das Therapieschema und gleichzeitiger Reduzierung der CyA Medikation um 50 %
sowie 9-11 Monate nach Therapieumstellung auf eine CNI-freie Therapie. Die sowohl unter CNI
als auch unter mTOR-Inhibitoren bestehende Korrelation zwischen IL-2 und TNF- a positiver
CD3" Zellen lisst sich durch ihre Regulation des nuklediren Transkriptionsfaktors sowie ihrer
gleichen Stimmulation erkldren. Wie bereits beschrieben, kommt es nach Aktivierung von T-
Lymphozyten zu einem Anstieg an intrazellulirem Calcium. Das dadurch aktivierte Calcineurin
dephosphoryliert NFAT, das nun in den Zellkern gelangen kann, um dort die Transkription u.a.
von IL-2 und TNF- a zu initiieren. Durch die CNI CyA und Tac kommt es zu einer Hemmung
von Calcineurin, die Dephosphorylierung des hoch phosphorylierten Transkriptionsfaktors
NFAT wird unterbunden. Die Folge ist eine Inaktivierung des NFAT und somit die gemeinsame
Synthese von IL-2 und TNF-a in aktivierten Lymphozyten. Dass die Proteinkinase mTOR eben-
falls einen Einfluss auf die Phosphorylierung von NFAT hat, beschrieb die Arbeitsgruppe um
Yang et al. (90). Sie zeigten, dass die Proteinkinase mTOR sowohl an der Gleichgewichtsregu-
lierung an phosphorylierten NFAT im Zytosol als auch im Nucleolus beteiligt ist. mTOR
phosphoryliert im Zytosol NFAT. Nach Aktivierung der T-Lymphozyten gelangt das durch Cal-
cineurin wieder dephosphorylierte NFAT in den Nucleolus. Nach Transkription bewirkt mTOR
eine erneute Rephosphorylierung des NFAT, so dass nun NFAT-P zuriick ins Zytosol gelangen

kann. Yang et al. zeigten weiterhin, das Rapamycin, als mTOR-Inhibitor die
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Rephosphorylisierung von NFAT u.a. im Nucleolus hemmt. Die Folge ist ein Anstieg an
dephosphorylierten NFAT im Nucleolus, die Transkription von IL-2 und TNF-a kann gleicher-
maflen weiterhin stattfinden. IL-2 stellt den wichtigsten Wachstumsfaktor fiir T-Zellen dar.
Durch IL-2 werden B-Lymphozyten zur Antikérperbildung stimuliert und es werden zytolytische
Reaktionen z.B. durch NK-Zellen ausgeldst. Somit spielt IL-2 eine entscheidende Rolle bei Ab-
stoBungsreaktionen. TNF-a ist ein multifunktionales Zytokin des Immunsystems, das sowohl
von aktivierten Monozyten als auch Makrophagen und Lymphozyten gebildet wird. Es kann die
Zelldifferenzierung, Ausschiittung anderer Zytokine anregen sowie Apoptose und Zellprolifera-
tion von Zellen bewirken. Ferner scheint TNF-a die Expression der IL-2 Rezeptoren in aktivier-
ten T-Lymphozyten zu steigern (91). Starke IL-2 als auch starke TNF-o Expressionen in stimu-
lierten T-Zellen erhohen das Risiko, eine AbstoBungsreaktion auszuldsen. Rink und Kirchner
(92) fanden zudem eine positive Beziehung zwischen einem hohen TNF-a Spiegel und einem
erhohten Sterblichkeitsrisko. Andere Studien lieferten Beweise dafiir, dass TNF-a eine Rolle bei
der Entstehung von Tumoren spielt (93, 94). So ist TNF-a zum Beispiel an der Entstehung von
Nierenzellkarzinomen oder Melanomen beteiligt (95). Aus den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit und in der Literatur beschriebenen Erkenntnissen iiber die Rolle der Zytokine IL-2 bei
Abstofungsreaktionen und TNF-a bei der Entstehung von Tumoren, resultiert die Frage, ab wel-
chem prozentualen Anteil IL-2 und TNF-a exprimierender T-Lymphozyten, sowohl unter einer
CNI- als auch unter einer mTOR-Inhibitoren Medikation, mit einer erhohten Rate an Absto-
Bungsreaktionen zu rechnen ist oder sie die Entstehung von Tumoren begiinstigen. In dieser Stu-
die wurde nur eine AbstoBungsreaktion registriert. Untersuchungen der Hohe der IL-2 und TNF-
a exprimierender T-Lymphozyten zum Zeitpunkt der Rejektion, 9-11 Monate nach Therapieum-
stellung, zeigten bei dem betroffenen Patienten im Median die stdrkste IL-2 Expression im Vgl.
zu den anderen Patienten. Auch die H6he der TNF-a exprimierender T-Lymphozyten lag bei
diesem Patienten liber dem Median. Durch pharmakodynamische Messungen von IL-2 und TNF-
a, konnten wihrend der Umstellung von CNI auf einen mTOR-Inhibitor zusétzliche Informatio-
nen zum mdglichen Risiko einer AbstoBungsreaktion bzw. Tumorentstehung der einzelnen Pati-
enten gewonnen werden. Dazu sind jedoch weitere pharmakodynamische Untersuchungen und

Studien mit einer hoheren Fallzahl und eine ldngere Beobachtungszeit erforderlich.
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6.4.2 Lymphozyten-Proliferationsrate

Unsere Arbeitsgruppe um Bohler zeigte bereits, dass mit ConA stimuliertem Blut gesunder Kon-
trollgruppen Proliferationsraten von 18 % aufwiesen (45). Die in der vorliegenden Arbeit ge-
wonnenen Ergebnisse zeigten keine Verdnderungen der Lymphozytenproliferationsrate wéihrend
des gesamten Beobachtungszeitraums. Die Ergebnisse der Arbeit zeigten jedoch, dass sowohl
unter der Kombinationstherapie mit CNI als auch unter der Kombinationstherapie mit einem
mTOR-Inhibitors die Lymphozytenproliferationsrate auf einem quantitativ sehr niedrigen Ni-
veau lag, so dass insgesamt von einer deutlichen Hemmung der Proliferation ausgegangen wer-
den kann. Die beobachteten Ergebnisse der Hemmung der Lymphozytenproliferationsrate, lassen
sich durch den Wirkmechanismus der verabreichten Substanzgruppen erklaren. Die CNI hem-
men in der frithen Phase der Aktivierung die Produktion von IL-2 durch T-Zellen und nachfol-
gend die IL-2 vermittelte Lymphozytenproliferation. Everolimus hingegen hemmt direkt die
Zellproliferation tiber die Blockade von mTOR, was zu einer verminderten Progression aus der
G-1 in die S-Phase des Zellzyklus fiihrt. In dieser Phase erfolgt die Replikation der Lymphozy-
ten- DNA, die so vermindert stattfindet. Die Folge ist eine reduzierte Lymphozytenproliferation.
MPA als aktiver Metabolit des EC-MPS ist hingegen ein Inhibitor der IMPDH, die die Purin-
nukleotid-Synthese katalysiert. Durch Hemmung der IMPDH-AKktivitit stehen die fiir die T- und
B- Lymphozytenproliferation bendtigten Purine limitiert zur Verfiigung, die Proliferationsrate ist
folglich vermindert.

Dass CNI (47, 85), mTOR-Inhibitoren (96) und EC-MPS (97, 98) einen hemmenden Einfluss auf
die Proliferationsrate der Lymphozyten haben, wurde bereits mehrfach in der Literatur beschrie-
ben. Stalder et al (47) zeigten an 8 stabilen nierentransplantierten mit CyA und EC-MPS behan-
delten Patienten, eine signifikant geringere Lymphozytenproliferationsrate im Vergleich zur ge-
sunden Kontrollgruppe (12 % versus 40 %). Auch die schon erwihnte Studie von Barten et al.
(85) beobachte bereits 2 Stunden nach einmaliger Gabe von CyA eine signifikant geringere Pro-
liferationsrate der mit Con A stimulierten Lymphozyten im Vgl. zur Kontrollgruppe. Dass MMF
einen hemmenden Einfluss auf die Proliferationsrate besitzt, zeigte die Arbeitsgruppe um Kamar
et al. (97). Sie demonstrierten an fiinf Lebertransplantierten Patienten nach Gabe von 1 mg MMF
einen signifikanten Abfall der T-Lymphozytenproliferationsrate.

Die in dieser Arbeit beobachteten Ergebnisse zeigten weiterhin, dass nach Umstellung von CNI
auf Everolimus bei unseren Patienten in Bezug auf die Hemmstérke der Proliferationsrate von

Lymphozyten keine Unterschiede festgestellt wurden. Andere Studien zeigten ebenfalls, dass ein
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Wechsel von CyA, als einen Vertreter der CNI, zu Sirolimus (45, 85, 99) bzw. zu Everolimus
(96) zu keinen wesentlichen Verdnderungen der Proliferationsrate fiihrte. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit weisen darauf hin, dass sowohl die CNI als auch Everolimus in der einge-
setzten Dosis in etwa die gleiche Wirkstirke in Bezug auf die Hemmung der Proliferationsrate
von Lymphozyten besitzen und somit bezogen auf die antiproliferative Wirkung von einer dhnli-
chen Potenz fiir die Rejektionsprophylaxe ausgegangen werden kann. Der Anstieg der MPA-
AUC nach Therapiewechsel ist hier auch nicht mit einer Zunahme der antiproliferativen Potenz
verbunden, weil die effektive Hemmkonzentration bereits mit geringer MPA-AUC iiberschritten
wurde. Weitere Untersuchungen mit mehr Studienteilnehmern sind notwendig, um den pradikti-

ven Wert in Bezug auf das Auftreten von Rejektionen zu bestimmen.

6.4.3 CD25 und CD71 Expression auf CD3" Lymphozyten

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der prozentuale Anteil CD25 bzw. CD71 positiver T-Zellen
sowohl unter der Kombinationstherapie mit CNI und EC-MPS als unter der Kombinationsthera-
pie mit Everolimus und EC-MPS keinen signifikanten Unterschied zeigte. Es wurde aber beo-
bachtet, dass unter der CNI und EC-MPS Therapie der prozentuale Anteil CD25 bzw. CD71
positiver T-Zellen tendenziell geringer war als unter der Everolimus und EC-MPS Medikation.
Das Ergebnis der vermutlich stirkeren Hemmung der CD25 bzw. CD71 exprimierenden T-
Zellen unter CNI und EC-MPS, kann durch die unterschiedlichen Wirkungsweisen der CNI und
mTOR-Inhibitoren erkldren werden. CNI hemmen zum einen direkt die IL-2 Synthese und zum
anderen kommt es durch Hemmung des Calcineurin zu einer verminderten Synthese der -
Untereinheit des IL-2 Rezeptor (CD25) (28). CNI verhindern somit, dass iiber die Interaktion
zwischen dem Zytokin IL-2 und dem IL-2 Rezeptor, die IL-2 getriggerten molekularen Vorgén-
ge eingeleitet werden. Everolimus und MPA haben keinen direkten Einfluss auf die IL-2 Synthe-
se. IL-2 kann in Wechselwirkung mit dem IL-2 Rezeptor treten, CD71 wird exprimiert und iiber
das RAS/MAP-Kinasen-System (Mitogen-aktivierte-Protein-Kinasen) konnen ungehindert be-
stimmte Gene, die einen Einfluss auf die Proliferation oder Differenzierung haben, aktiviert wer-
den (100-102).

Der in dieser Arbeit beobachtete etwas stirkere Einfluss der Kombinationstherapie von CNI und
EC-MPS auf den Anteil CD25 bzw. CD71 exprimierender T-Lymphozyten 146t vermuten, dass
eine Kombinationstherapie mit CNI und EC-MPS, eine geringfiigig potentere Immunsuppression

darstellt. In diesem Zusammenhang spielen alloreaktive Interleukin-2 abhéngige, aktivierte T-
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Lymphozyten eine wichtige Rolle (103). Die durch CNI bewirkte Hemmung der IL-2 Synthese
und der verminderten Expression des IL-2 Rezeptors auf der Zelloberfliache, kann die Bildung
zytotoxischer Lymphozyten und humoraler Antikorper unterbunden oder zumindest abge-
schwicht werden, die sich sonst gegen die allogenen Organe der Spender richten wiirden und zur
moglichen TransplantabstoBung beitragen konnten.

In der vorliegenden Arbeit wurde auch gezeigt, dass der der prozentuale Anteil CD25 exprimie-
render Lymphozyten wihrend des gesamten Beobachtungszeitraums quantitativ hoher als der
Anteil CD71 exprimierender T-Lymphozyten lag. Die beobachteten Unterschiede waren auf-
grund der geringen Fallzahl statistisch nicht signifikant und sind nur als Tendenz zu betrachten.
Die Proliferation von T-Lymphozyten ist unter anderem von dem Vorhandensein der Wach-
stumsfaktoren IL-2 und Transferrin abhingig. Ruhende Zellen besitzen nur schwach bindende
IL-2 Rezeptoren in Form der - und y Untereinheit. Erst nach Aktivierung der Zellen, wie in
dieser Arbeit mit Con A, werden auf ihre Zelloberfliche die Oberflichenantigene CD25 und
CD71 exprimiert, die den Rezeptor zu hochaffinen IL-2 Rezeptoren komplettiert. CD25, die a-
Kette des IL-2 Rezeptors, wird ein bis fiinf Tage nach Aktivierung auf T-Zellen exprimiert und
bleibt fiir einige Tage CD25 positiv (104, 105). Die Interaktion zwischen den IL-2 Rezeptoren
und IL-2 ist Bedingung fiir die Induktion des Transferrinrezeptors (CD71) und somit fiir den
Beginn der Proliferation (106). Dies konnte erkldren, warum der Anteil CD25 exprimierender
Lymphozyten hoher lag, als der Anteil an CD71 exprimierender T-Zellen. Die Ergebnisse des
beobachteten moglichen stirkeren Einfluss der CNI im Vgl. zu dem mTOR-Inhibitor auf die
Expression CD25 bzw. CD71 positiver Lymphozyten stehen im Einklang mit den Beobachtun-
gen aus unserer Arbeitsgruppe um Bohler et al. (45). Ein Vergleich zwischen den CNI und
mTOR-Inhibitoren in Bezug auf ihre Hemmstirke CD25 bzw. CD71 positiver Lymphozyten
zeigte, eine unter mTOR-Inhibitoren geringer ausgepriagte Wirkung.

Neben den CNI hat auch EC-MPS einen Einfluss auf den Anteil CD25 bzw. CD71 positiver Zel-
len (45, 47, 85). Dies wurde in verschiedenen Studien nachgewiesen (98, 107-108). Kamar et al.
(97) beispielsweise, zeigten an fiinf nierentransplantierten Patienten, das MMF, bereits eine
Stunde nach Einnahme zu einer signifikanten Abnahme des prozentualen Anteils der CD25 und
CD71 positiven T-Lymphozyten um 40 % bzw. 53 % fiihrte. Als Ursache vermutete man eine
Hemmung der Purinsynthese durch MPA. Es entsteht ein Mangel an Purinen, der in vitro eine

Abnahme der Glykosid-Konzentration an der Oberfldche von Zellen bewirkt (109). Da CD25
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ebenfalls ein Glykosid ist, wird auch seine Expression, durch die verminderte Synthese der

CD25-mRNA, reduziert (110).

Korrelationen zwischen dem prozentualen Anteil CD25 bzw. CD71 positiver CD3" Zellen
Interessant sind auch die in dieser Arbeit unter einer CNI-freien Therapie mit Everolimus und
EC-MPS beobachteten signifikanten Korrelationen zwischen den Oberflichenantigen CD25 und
CD71 sieben Tage nach Absetzen der CyA Medikation sowie 9-11 Monate nach Therapieum-
stellung. Wie bereits beschrieben, wurde wihrend des Studienzeitraumes nur eine AbstoBungsre-
aktion unter den Studienteilnehmern registriert. Genaue Untersuchungen des Anteils CD25 so-
wie CD71 positiver T-Lymphozyten zeigten bei diesem Patienten zum AbstoBungszeitpunkt mit
34,11 % versus 26,04 % (Median aller Patienten) einen iliberdurchschnittlich hohen Anteil an
CD25 positiven T-Lymphozyten sowie mit 23,14 % versus 10,8 % (Median aller Patienten) ei-
nen iiberdurchschnittlichen Anteil CD71 positiver T-Lymphozyten.

Wie bereits beschrieben fiihrt Everolimus, trotz fehlendem Einfluss der IL-2 und IL-2-Rezeptor-
Interaktion, dennoch zu einem Teil zur Bildung und Differenzierung von T-Lymphozyten. Die-
ser Fall zeigt, dass pharmakodynamische Messungen des prozentualen Anteils CD25 oder CD 71
positiver T-Lymphozyten auch nach Umstellung auf eine CNI-freie Therapie mit Everolimus
und EC-MPS hilfreich und sinnvoll sein konnen, um das mit einem erhohten Anteil an CD25
und somit CD71 positiven Lymphozyten mogliche assoziierte Risiko einer Transplantatabsto-

Bung, zu iiberwachen.

6.5 Nierenfunktion

Kreatinin/Kreatinin-Clearance

Die vorliegende Arbeit beschiftigte sich auch mit der Frage, welchen Einfluss die Umstellung
der immunsuppressiven Therapie von CyA/Tac und EC-MPS auf Everolimus und EC-MPS auf
die Nierenfunktion hat.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass zu Studienbeginn bei Patienten der CyA-Gruppe ein hoheres
Kreatinin im Serum gemessen wurde, als bei Patienten der Tac Gruppe (p>0,05).

Eine Elimination der CNI fiihrte bei den mit CNI- behandelten Patienten zu einem signifikanten
Abfall des Serum-Kreatinins (p=0,02). Jedoch bei genauerer Differenzierung der Patientengrup-

pen nach ihrer Ausgangsmedikation, zeigten sich wihrend des Beobachtungszeitraumes
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hinsichtlich des Serum-Kreatinins Unterschiede. Bei Patienten der CyA-Gruppe lieen sich nach
7 Tage nach Umstellung der immunsuppressiven Therapie auf eine CyA-freie Therapie mit Eve-
rolimus und EC-MPS ein signifikanter Abfall des Kreatinins um 0,5 mg/dl messen. Auch {iiber
den gesamten Studienzeitraum betrachtet nahm das Serum-Kreatinin bei den mit CyA behandel-
ten Patienten signifikant ab. Hingegen bei Patienten der Tac-Gruppe wurden keine signifikanten
Anderungen in Bezug auf das Kreatinin im Serum festgestellt. Zur weiteren Beurteilung der Nie-
renfunktion wurde die Kreatinin-Clearance untersucht. Es zeigte sich in der vorliegenden Arbeit,
dass die Umstellung der immunsuppressiven Therapie von CNI und EC-MPS zu Everolimus und
EC-MPS zu einer Zunahme der Clearance fiihrte. Bei genauerem Vergleich der einzelnen verab-
reichten CNI, zeigten sich jedoch Unterschiede. Bei den mit CyA behandelten Patienten, wurde
nach Umstellung der Therapie auf Everolimus und EC-MPS, eine signifikante Zunahme der
Kreatinin-Clearance um 17,7 ml/min gemessen. Bei Patienten der Tac-Gruppe, zeigte sich ein
anderes Bild. Hier kam es nach Umstellung der Therapie zu einer nicht signifikanten Abnahme
der Kreatinin-Clearance.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Umstellung von einem CNI, insbesondere CyA zu einem
mTOR-Inhibitor zu einer signifikant besseren Nierenfunktion fithren kann. Somit kdnnten CyA
behandelte Patienten von einer Konversion auf Everolimus profitierten. Das Hauptproblem von
CNI ist, das sie nephrotoxisch sind und zu fibrotischen Verdnderungen beispielsweise durch die
Expression von TGF-8 an der Transplantatniere fithren. Die Folge ist eine im Langzeitverlauf
zunehmende Verschlechterung der Nierenfunktion (111, 112). Einige Studien zeigten, dass sich
bei Patienten unter einer Tac-Therapie signifikant geringere TGF-8 Spiegel finden lassen, als bei
Patienten unter einer CyA-Medikation (113, 114). Dies konnte auch, die in dieser Arbeit zu Stu-
dienbeginn quantitativ gemessenen niedrigeren Kreatininwerte sowie die hohere Kreatinin-
Clearance der Tac behandelten Patienten, erkliren. Ahnliche Ergebnisse wie in dieser Arbeit,
wurden auch von anderen Autoren beschrieben. Artz et al. (32) nahmen eine Randomisierung
von 124 nierentransplantierter Patienten vor. Eine Gruppe erhielt als immunsuppressive Therapie
Tac und die andere Gruppe CyA. Beide Gruppen wurden zu Beginn der Studie, 3 und 6 Monate
auf verschiedene Parameter hin untersucht. Dabei zeigten sich in der mit Tac behandelten Grup-
pe nach 6 Monaten signifikant geringere Serumkreatininwerte im Vgl. zu der mit CyA behandel-
ten Gruppe. Das Ergebnis der nach Therapieumstellung von CNI und EC-MPS zu Everolimus
und EC-MPS, resultierenden verbesserten Nierenfunktion, steht im Einklang mit der derzeitigen

Literatur. Bemelmann et al. (115) untersuchte an 264 nierentransplantierten die Auswirkungen
97



Diskussion

des Wechsels der Kombinationstherapie von CyA/MPS/Prednisolon zu CyA/Prednisolon sowie
Everolimus/Prednisolon auf verschiedene klinische Parameter. So beobachtete er in der Everoli-
mus-Gruppe ein signifikant geringeres Serum-Kreatinin im Vgl. zu der CyA-Gruppe. In der der-
zeitigen Literatur finden sich noch nicht hinreichend Daten zur Beurteilung eines Regimewech-
sels von einem CNI zu Everolimus. Diese Studie sollte hierzu einen entsprechenden Beitrag lei-
sten. Es ist hilfreich, Studien in denen ein Wechsel von CNI zu SRL vorgenommen wurde, zur
Auswertung heranzuziehen. Bei der Umstellung der immunsuppressiven Therapie von CNI zu
einem mTOR-Inhibitor, zeigte Dominguez et al. (116) anhand von 20 nierentransplantierten Pa-
tienten, bereits nach 6 Monaten unter den mit SRL behandelten Patienten signifikant geringere
Kreatininwerte im Serum im Vgl. zu den mit CNI behandelten Patienten (210 + 56 pmol/l versus
233 + 34 pumol/l). Von Giron et al. (117) wurde ein Jahr nach Therapieumstellung von CNI zu
Everolimus eine Abnahme der Kreatininwerte im Serum beobachtet, die jedoch nicht das Signi-
fikanzniveau erreichte.

Die in der Arbeit vorliegenden Ergebnisse hinsichtlich der signifikant niedrigeren Serum-
Kreatininwerte und signifikant hoheren Kreatinin-Clearance von Everolimus im Vgl. zu Ci-
closporin A behandelten Patienten, konnen von anderen Studien bestétigt werden. Flechner et al.
(118) zeigten in einer prospektiven randomisierten Studie mit 61 nierentransplantierten Patien-
ten, dass die mit SRL behandelten Patienten 3, 6 und 12 Monate nach Transplantation, signifi-
kant geringere Kreatininwerte im Serum aufwiesen im vgl. zu der CyA-Gruppe. Auch die Krea-
tinin-Clearance war 6 und 12 Monate nach TX in der SRL-Gruppe signifikant besser. Anhand
von 78 nierentransplantierten Patienten zeigten Kreis et al. (119) in einer randomisierten Multi-
center Studie, dass unter den Patienten, die mit SRL behandelt wurden, durchweg geringere
Kreatininwerte im Serum im Vgl. zu den mit CyA behandelten Patienten, gemessen wurden.

Die in der Arbeit vorliegenden Ergebnisse hinsichtlich der unveridnderten Nierenfunktion bei der
Umstellung von Tac auf Everolimus stehen trotz der geringen Fallzahl im Einklang zu der in der
Literatur beschriebenen Beobachtungen. Die Beobachtungen anderer Studien weisen darauf hin,
dass die Umstellung von Tac auf einen mTOR-Inhibitor keine Verdnderung der Nierenfunktion
herbeifiihrt. Witzke et al. (120) verglichen die Auswirkungen der Konversion von CNI zu SRL.
In der CNI-Gruppe wurde eine weitere Differenzierung zwischen Tac und CyA vorgenommen.
Nach Eliminierung der CNI lieBen sich in der Tac-Gruppe keine Verdnderungen der Nierenfunk-

tion feststellen. Auch Larson et al. (121) konnte im direkten Vergleich der Immunsuppressiva
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Tacrolimus und Sirolimus nach einem Jahr keine Unterschiede in der Nierenfunktion beobach-
ten.

6.6 Fettstoffwechsel

Ziel dieser Arbeit war es weiterhin, den Einfluss der Umstellung der immunsuppressiven Thera-
pie von CNI zu einem mTOR-Inhibitor auf den Fettstoffwechsel zu untersuchen. Die in der vor-
liegenden Arbeit vorgenommene Umstellung der immunsuppressiven Therapie von CNI auf
Everolimus bewirkte bei allen Patienten wihrend des gesamten Studienzeitraumes einen signifi-
kanten Anstieg der Cholesterin- und LDL- (low density lipoprotein) Konzentration im Blut so-
wie einen quantitativen, jedoch nicht signifikanten Anstieg der HDL- (high density lipoprotein)
Konzentration im Blut. Bei genauerer Betrachtung und Differenzierung des Einflusses der ver-
schiedenen CNI CyA und Tac auf die Blutfettwerte, zeigte sich zu Studienbeginn unter der Tac-
Medikation im Vgl. zur CyA-Medikation quantitativ geringere Cholesterin-, HDL- und LDL-
Blutkonzentrationen. Weiterhin fiihrte der in dieser Arbeit vorgenommene Wechsel der immun-
suppessiven Therapie von CyA zu Everolimus bzw. Tac zu Everolimus, bei der mit CyA behan-
delten Gruppe, wihrend des gesamten Untersuchungszeitraume zu einem signifikanten Anstieg
der LDL-Konzentration im Blut. Die beschriebenen Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass CNI,
insbesondere CyA im Vergleich zu Everolimus ein fiir den Patienten signifikant gilinstigeres Li-
pidprofil bewirken. Bei Betrachtung der Triglyceride im Blut, zeigte sich in dieser Arbeit ein
anderes Bild. Hier flihrte die Umstellung der immunsuppressiven Therapie im gesamten Studi-
enzeitraum bei den mit CyA behandelten Patienten iiberraschenderweise zu einem signifikanten
Abfall der Triglyceridwerte im Blut.

Diese beobachteten Effekte konnen durch die von mTOR-Inhibitoren bewirkte verminderte Syn-
these der Apo B enthaltenden Lipoproteine VDL (very low density lipoprotein), IDL (inter-
mediate density lipoprotein) und LDL erklart werden. Sie stellen weiterhin einen wichtigen Li-
ganden fiir den LDL Rezeptor dar. Eine Abnahme der Lipoproteine fiihrt so zu einer Downregu-
lierung des LDL-Rezeptors, der bei der Regulation der LDL-Plasma-Konzentration eine ent-
scheidende Rolle spielt (122-124). Die Folge ist nicht nur eine verminderte Aufnahme von LDL
in die Leber und einem daraus resultierenden Anstieg der LDL-Blutkonzentration, sondern auch
eine verzogerte Clearance des LDL-Cholesterins aus dem Blut, die wiederum zu einem Anstieg
der Cholesterin-Plasma-Konzentration fiihrt. Weiterhin fithren mTOR-Inhibitoren zu einer ver-

mehrten Expression von Liver-X-Rezeptoren. Liver-X-Rezeptoren regulieren u.a. die
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Stoffwechselgene, wie die des Cholesterinmetabolismus. Sie verhindern die Uberladung der Zel-
le mit Cholesterin, in dem sie den Cholesterin-Efflux aus der Zelle erhohen. Weiterhin steigern
sie den HDL-Plasma-Spiegel (124-126).

In der Literatur werden der Einfluss der CNI und mTOR-Inhibitoren auf die verschiedenen Pa-
rameter des Fettstoffwechsels kontrovers diskutiert. Das Ergebnis des Anstiegs der Cholesterin-
konzentration im Blut nach Wechsel der immunsuppressiven Therapie von CNI auf Everolimus
steht im Einklang mit der Literatur. Studien zeigen, dass mTOR-Inhibitoren zu einem Anstieg
der Cholesterinkonzentration im Blut fithren. In der Mehrzahl der Studien wurde jedoch ein
Wechsel der Immunsuppressiven Therapie von CNI auf SRL vorgenommen (119-120, 127). Ent-
sprechend des Regimewechsels in der vorliegenden Arbeit von CNI auf Everolimus, lassen sich
derzeit nicht hinreichend Daten finden. Daher ist es hilfreich, Studien in denen ein Wechsel von
CNI zu SRL vorgenommen wurde, zur Auswertung heranzuziehen.

In einer von Biichler et al (129) durchgefiihrten prospektiven randomisierten Studie mit 145 nie-
rentransplantierten Patienten wurde nach 3 Monaten und 12 Monaten Fettparameter kontrolliert
und hinsichtlich des immunsuppressiven Regimes ausgewertet. Dabei lieBen sich bei den Patien-
ten der CyA-Gruppe zu allen Zeitpunkten signifikant geringere Cholesterinkonzentrationen im
Vgl. zur SRL-Gruppe messen. Im Unterschied zu den Ergebnissen dieser Arbeit, fiihrte in der
retrospektiven Studie von Ayala et al. (130) der Wechsel der immunsuppressiven Therapie von
CNI zu Everolimus einen Monat, sechs Monate und 12 Monate nach Umstellung bei sechs nie-
rentransplantierten Patienten zu keinen Verdnderungen der Cholesterinkonzentration im Blut.
Hier ist sicherlich die geringe Fallzahl (6 Patienten) kritisch zu bemerken. Die in der vorliegen-
den Arbeit gewonnenen Ergebnisse der Auswirkungen der Therapieumstellung auf die Triglyce-
ride, werden in der Literatur findbaren Studien kontrovers diskutiert. Weitere Messungen von
Ayala et al. (130) zeigten innerhalb der ersten sechs Monate nach Umstellung einen nicht signi-
fikanten Abfall der Tg-Konzentration um 12,5 %. Nach 12 Monaten jedoch nahm die Konzentra-
tion im Blut wieder zu und lag iiber dem Ausgangsniveau. Andere Studien jedoch, die einen
Wechsel des Therapieschemas von CNI zu SRL oder ein Gruppenvergleich zwischen den CNI
und SRL durchfiihrten, beschrieben unter SRL Medikation quantitativ hohere Triglycerid-
Konzentrationen im Blut im Vgl. zu den CNI (1119, 127-128). Um die kontrovers zur Literatur
stehenden Ergebnisse der vorliegenden Arbeit richtig beurteilen zu kdnnen, ist es hilfreich die
Beobachtungen von Tendrich et al. (131) heranzuziehen. In dieser retrospektiven Studie mit 55

herztransplantierten Patienten flihrte die Gabe von SRL zu einer signifikanten Erhéhung der
100



Diskussion

Triglyceridkonzentration im Blut, wéhrend die Gabe von Everolimus keine signifikanten Verdn-
derungen der Konzentrationen bewirkte. Die Ergebnisse von Tendrich’s et al. sowie die Beob-
achtungen aus dieser Arbeit lassen vermuten, dass die Umstellung von CNI zu Everolimus zu
keiner relevanten Erhhung der Triglyceridkonzentration im Blut fiihrt bzw. keinen Einfluss hat.
Bei getrennter Betrachtung der Auswirkung der CNI Tacrolimus und Ciclosporin A wurde in
dieser Arbeit gezeigt, dass gerade Patienten mit einer CyA-Medikation, in Bezug auf die Trigly-
ceridkonzentration im Blut, signifikant von einem Wechsel der Immuntherapie auf niedrig do-
siertes Everolimus profitieren wiirden. Hingegen bei Patienten mit vorheriger Tac-Medikation,
die Umstellung auf Everolimus zu keiner Verschlechterung der Triglyceride im Blut fiihrt.

Der wihrend der Langzeitbeobachtung gemessene leichte Anstieg der Triglyceridkonzentration
in dieser Patientengruppe, kann moglicherweise durch eine zusitzliche Steroidgabe, die bei zwei
Patienten 9 bis 11 Monaten nach Therapieumstellung erfolgte, bedingt sein. In einigen Studien
wurden weiterhin die Auswirkungen aller Immunsuppressiva auf die Lipidparameter LDL und
HDL untersucht. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, der signifikanten Zunahme der LDL-
Blutkonzentration nach Umstellung der Therapie, stehen im Einklang mit der bereits erwéhnten
Studie von Ayala et al. (130). Hier fiihrte der Wechsel der CNI-Therapie zu einer Everolimus-
Therapie zu einer Zunahme der LDL-Blutkonzentration. Ein quantitativer Anstieg der HDL-
Konzentration im Blut, wie in der vorliegenden Arbeit, konnte bei Ayala et al. nicht festgestellt
werden, es zeigte sich keine Verdnderung der HDL-Konzentration. Auch Biichler et al. (129)
konnte keinen Unterschied zwischen den mit CyA behandelten Patienten und den mit SRL be-
handelten Patienten in Bezug auf die LDL- und HDL-Konzentration feststellen. In unserer Arbeit
wurde sowohl unter CyA als auch unter Tac eine Zunahme der LDL- sowie der HDL-
Konzentration wihrend des gesamten Zeitraumes beobachtet. Jedoch bei Anwendung des
LDL/HDL-Quotienten, zur Risikobeurteilung bei Herzkreislauferkrankungen, sind wéhrend des
gesamten Beobachtungszeitraumes keine Verdanderungen des Quotienten festzustellen. So wiesen
Patienten nach Umstellung der immunsuppressiven Therapie auf Everolimus zwar erhdhte LDL-
Konzentrationen auf, die jedoch durch die gleichzeitige Zunahme der HDL-Konzentration zu
keinen Verdnderungen des Lipidprofils fiihrten.

Zusammenfassend deuten die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnisse darauf hin,
dass die Umstellung der immunsuppressiven Therapie von CNI auf Everolimus zu einer signifi-

kanten Erh6hung der Blutfettwerte, insbesondere Cholesterin und LDL, fiihrt. Bei Patienten mit
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schon bestehender Hyperlipiddmie kann die Umstellung zu einer Verschlechterung des Lipidpro-
fils fiihren. Eine nach erfolgreicher Transplantation auftretende Hyperlipiddmie, gehort zu den
héufigen Komplikationen und trégt zur kardiovaskular bedingten Morbiditdt und Mortalitét bei.

Zu den Risikofaktoren, die eine Hyperlipiddmie begiinstigen, zéhlen: das Alter des Empfangers,
Diabetes mellitus, Proteinurie sowie die im unterschiedlichem Mal3e die verschiedenen Immun-
suppressiva. Tritt eine Hyperlipiddmie auf, kann sie moglicherweise die Entwicklung einer Allo-
graft-Vaskulopathie und damit den Verlust des neuen Organs, ungiinstig beeinflussen (132-134).
Dass Immunsuppressiva, wie mTOR-Inhibitoren und CyA einen hyperlipidimiefordernden Ein-
fluss haben, konnte in groBen Studien immer wieder nachgewiesen werden. Der Pathomecha-
nismus konnte noch nicht vollstindig geklédrt werden, so dass die Herausforderungen fiir die Zu-
kunft der Transplantationsmedizin in der Entwicklung wirksamer und auf den Lipidstoffwechsel
neutral wirkende immunsuppressiver Wirkstoffe, liegt. Weiterhin sind prospektive Studien mit
langem follow-up an nierentransplantierten Patienten notwendig, um den Zusammenhang zwi-
schen verschiedenen Immunsuppressiva und Hyperlipiddmie auf das Transplantatiiberleben zu

kléren.

6.7 Entziindungsparameter

In unserer Arbeit wurde gezeigt, dass ein Wechsel der immunsuppressiven Therapie von den
CNI (CyA/Tac) und EC-MPS zu Everolimus und EC-MPS zu einem signifikanten Abfall der
Leukozytenzahl im Blut fiihrte. Dieses Ergebnis kann durch Holdaas et al. (135) gestiitzt werden.
Er beobachtete bei 20 de novo nierentransplantierten Patienten 7 Wochen nach Wechsel der im-
munsuppressiven Therapie von CyA zu Everolimus einen signifikanten Abfall der Leukozyten-
zahlen im Blut. Diese Beobachtungen konnten durch die Verédnderungen der Pharmakokinetik
von MPA wihrend der Umstellungsphase erklédrt werden. CyA hemmt, wie bereits beschrieben,
die MRP2 vermittelte Sekretion von MPAG in die Galle und damit die im Diinndarm stattfin-
dende Deglucuronidierung von MPAG, ein Abfall des MPA-Blutspiegels ist die Folge. Die
Konversion von CyA auf Everolimus fiihrt, wie Ergebnisse unserer Arbeit zeigten, zu einer Zu-
nahme der MPA-Konzentration bzw. signifikanten Abnahme der MPAG-Konzentrationen im
Blut sowie zu einer signifikant verminderten IMPDH-Aktivitdt. MPA ist ein Inhibitor der IMP-
Dehydrogenase II leukozytirer Zellen, das Schliisselenzym der Purinnukleotid-Synthese. Da

Leukozyten auf diesen Syntheseweg angewiesen sind, fiithrt eine Verringerung des Guanin-
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Nukleotid- Pools zu einer verminderten DNA-Synthese und somit zu einer antiproliferativen
Reaktion der Leukozyten (136).

Weiterhin konnten wir in unserer Arbeit zeigen, dass die Umstellung der immunsuppressiven
Therapie von CNI auf Everolimus zunichst zu einem minimalen Anstieg des C-reaktiven Prote-
ins flihrte und im Langzeitverlauf, 9-11 Monate nach Umstellung, tendenziell wieder leicht ab-
nahm. Sanchez et al. (137) beobachteten ebenfalls einen Monat nach Umstellung der immunsup-
pressiven Therapie auf Everolimus einen signifikanten Anstieg des C-reaktiven Proteins, das 3
und 6 Monate nach Umstellung wieder leicht abnahm. Seine Arbeitsgruppe sieht eine moglich
Ursache in einer durch Everolimus erhdhten Rate an neu aufgetretenen Eisenmangelandmien, die
ein chronisch entziindliches Milieu schaffen, das wiederum mit dem erhohten CRP-Level assozi-
iert ist. Auch in unserer Arbeit wurden wihrend des gesamten Beobachtungszeitraumes bei 12
von 13 Patienten eine Andmie registriert. Sie stellt mit 92,31 % die zweit haufigste dokumentier-
te Komplikation unserer Arbeit dar. CRP, als Marker eines gering gradigen systemisch chroni-
schen Entziindungsgeschehens, ist ein wichtiger Priadiktor fiir das Auftreten von Myokardinfark-
ten und Schlaganfillen bei gesunden Patienten (138). Selbst ein geringfiigiger erhéhter CRP-
Level ist pradiktiv fiir kardiovaskuldre Ereignisse. So beobachtete Ducloux et al. (139) einen
positiven Zusammenhang zwischen einem erhohten CRP-Level und einem erhéhten Auftreten
von kardiovaskuldren Ereignissen bei nierentransplantierten Patienten. Daher ist bei der Umstel-
lung von einem CNI zu einem mTOR-Inhibitor wie Everolimus eine engmaschige Kontrolle der
Patienten notwendig, um durch individuelle Dosisreduzierung oder Komedikation, die durch
einen erhohten CRP-Spiegel im Blut einhergehenden kardiovaskuldren Risiken, zu minimieren.

Somit kdnnen langfristig die Funktion und das Uberleben des Transplantates gesichert werden.

6.8 Animie

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass mit Umstellung der immunsuppressiven Therapie
von einem Calcineurininhibitor zu einer CNI-freien Therapie mit einem mTOR und EC-MPS zu
einem weiteren signifikanten Abfall (ausgehend von einem Hb-Wert unterhalb des Referenzbe-
reiches) der Himoglobin-Konzentration im Blut fiihrte. Unsere Beobachtungen stehen im Ein-
klang mit den Ergebnissen anderer Studien. So zeigten beispielsweise Bumbea et al. (140) an 43
nierentransplantierten Patienten, dass ein Wechsel der Immuntherapie von einem CNI zu einem

mTOR-Inhibitor: Sirolimus zu einem signifikanten Abfall der Himoglobin-Konzentration fiihrte.
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Im Langzeitverlauf, d.h. 1 Jahr nach Konversion, wurde bei Bumbea et al kein weiterer Abfall
der Hb-Konzentration registriert. In der vorliegenden Arbeit jedoch, zeigte sich 9-11 Monate
nach Konversion eine tendenzielle Zunahme der Hb-Konzentration. Wie bei Bumbea et al. kann
hier die notwendig gewordene Begleittherapie mit Eisenprédparate und Erythropoietin zur Stabili-
sierung bzw. zum Anstieg der Hb-Konzentration ursédchlich sein. In zahlreichen Studien konnte
gezeigt werden, dass der Wechsel von einem CNI zu einem mTOR-Inhibitor (Sirolimus) zu einer
Zunahme an registrierten Andmien fiihrte (141-143). Die Ursache ist hierfiir ist in einer durch
den mTOR induzierte Hemmung der S6 Kinase-Aktivitét, die eine Schliisselrolle bei der Trans-
lokation der mRNA in die Zelle, spielt. Durch die Hemmung unterbleibt die notwendige Aktivie-
rung der Zellproliferation. Die Folge ist z.B. eine verdnderte Erythrozytenzell-Entwicklung
(144), die letztendlich wie unsere Ergebnisse zeigten, zu einer Andmie und zu einem erhohten

Bedarf an Erythropoietin trotz Verbesserung der Nierenfunktion, fiihrte.

6.9 Komplikationen/Nebenwirkungen

In dieser Arbeit wurden im gesamten Beobachtungszeitraum alle unter den Studienpatienten auf-
getretenen Nebenwirkungen und Komplikationen registriert. In der vorliegenden Arbeit wurde
dabei festgestellt, dass sowohl vor als auch nach Umstellung der immunsuppressiven Therapie
unter den insgesamt 143 registrierten Ereignissen respiratorische Nebenwirkungen wie Bronchi-
tis und Bronchopneumonien (20 registrierte Ereignisse) am hadufigsten auftraten. Weiterhin traten
Andmien mit 12 registrierten Ereignissen am zweithdufigsten auf. Diese Beobachtungen stehen
im Einklang mit denen von Diekmann et al. (141). In ihrer Studie wurden ebenfalls wihrend des
Regimewechsels von CNI zu mTOR-Inhibitoren (Sirolimus) am hiufigsten Anédmien registriert.
Ursdchlich hierfiir wird der bereits beschriebene mTOR induzierte antiproliferative und apoptoti-
sche Effekt auf Blutzellen gesehen. Weiterhin wurde in unserer Studie zudem ein erhéhtes Auf-
treten von gastrointestinalen Nebenwirkungen wie Diarrhoen oder Harnwegsinfekten festgestellt.
Als weitere Nebenwirkungen traten eine Vielzahl unterschiedlichster Haut- und Schleimhauter-
krankungen (Dermatitis, Akne, Aphten, Gingivitis, Paradontitis) auf. Bereits van Gelder et al.
(145) registrierten unter einer Kombinationstherapie mit Sirolimus und MMF eine erhdhtes Auf-
treten von Ulzerationen. Eine Uberimmunsuppression oder eine fehlende antivirale Prophylaxe
wihrend des Studienzeitraumes konnen mogliche Erkldarungen hierfiir sein. Weiterhin traten kar-

diovaskuldre Nebenwirkungen, wie Odeme oder arterielle Hypertonie, hiufig auf. Wihrend des
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gesamten Studienzeitraumes kam es bei 7 Patienten zu 8 registrierten notwendigen Hospitalisa-
tionen und bei einem Patienten zu einer Rejektion. Bei einem anderen Patienten fiihrte eine pro-
grediente Proteinurie zu einem vorzeitigen Absetzen der Everolimus-Medikation. In einigen Stu-
dien konnte bereits gezeigt werden, dass ein Wechsel der Therapie von CNI zu Sirolimus trotz
verbesserter Nierenfunktion mit einem gehduften Auftreten einer Proteinurie assoziiert ist (146).
Diekmann et al. (141) fanden im Umkehrschluss, dass eine geringe Proteinurie (unter 800 mg/d)
sowohl wihrend der Umstellungsphase von CNI zu Sirolimus als auch 12 Monate nach Umstel-
lung ein signifikanter Prédiktor fiir ein positives Outcome in Bezug auf den Regimewechsel dar-
stellt. Das ldsst den Schluss zu, dass gerade Patienten mit einer geringen Proteinurie vor Umstel-
lung von einem Regimewechsel von einem CNI zu einem mTOR-Inhibitor wie Everolimus posi-
tiv (geringe Rejektionsraten) profitieren wiirden. Ein weiterer Grund fiir das Absetzen der Evero-
limus-Medikation eines Patienten war das Auftreten einer Everolimus induzierten Pneumonie.
Alexandru et al. (147) berichteten 2008 erstmalig von dem Auftreten einer Everolimus induzier-
ten Pneumonitis bei nierentransplantierten Patienten. Bis dahin wurden nur iiber dosisabhingige
Sirolimus induzierte Pneumonitiden berichtet. Insgesamt zeigt die vorliegende Arbeit, dass im
gesamten Beobachtungszeitraum vor Umstellung der immunsuppressiven Therapie bis 11 Mona-
te nach Umstellung auf Everolimus, eine gehédufte Zahl an Infektionen auftrat. Deshalb sollte
neben der Nachsorge nach Nierentransplantation, dem Erhalt der Organfunktion, auch ein
Hauptaugenmerk auf eine effektive Therapie der Begleiterkrankungen gerichtet sein. Denn durch
eine gezielte Uberwachung der Patienten, durch eine spezifische bzw. individuelle Therapie und
einer wohl iiberlegten Dosisanpassung, konnen diese beschriebenen Nebenwirkungen, unabhin-
gig von dem gewdhlten Immunsuppressivum, gut kontrolliert und behandelt werden, ohne dass

ein Wechsel der bestehenden immunsuppressiven Therapie vorgenommen werden muss.
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7 Zusammenfassung

Die Nierentransplantation stellt fiir Patienten mit einer terminalen Niereninsuffizienz das beste
Verfahren einer Nierenersatztherapie dar. Werden allogene Organe transplantiert, erfordert dies
eine lebenslange immunsuppressive Therapie. Hierflir steht der Transplantationsmedizin eine
Vielzahl von Wirkstoffen zur Verfiigung. Die Kombination aus einem Calcineurin-Inhibitor,
MPA und Methylprednisolon hat sich als eine sichere Therapie bewéhrt. Immunsuppressiva zei-
gen jedoch ein breites Spektrum an Nebenwirkungen. Hervorzuheben ist die Nephrotoxizitét der
CNI. Sie hat eine Verschlechterung der Nierenfunktion im Langzeitverlauf zur Folge und stellt

daher einen wichtigen Grund fiir den Wechsel der Basisimmunsuppression dar.

In dieser nicht randomisierten, Open-Label Pilotstudie wurden bei 13 stabilen nierentransplan-
tierten Patienten iliber einem Zeitraum von 12 Monaten die Auswirkungen der Umstellung der
immunsuppressiven Therapie von den Calcineurin-Inhibitoren CyA/Tac und EC-MPS auf Evero-
limus und EC-MPS auf pharmakokinetische sowie pharmakodynamische Parameter untersucht.
In dieser Studie wurde gezeigt, dass eine Umstellung von einem CN-Inhibitor: CyA auf den
mTOR-Inhibitor: Everolimus die Pharmakokinetik von CyA nicht beeinflusst. Jedoch lieen sich
unter der CyA-Therapie hohere Everolimus-Blutkontzentrationen messen, eine Folge der ge-
meinsamen Biotransformation von CyA und mTOR-Inhibitoren.

Gegenstand dieser Untersuchung war weiterhin die Messung der IMPDH-Aktivitit, um neue
Erkenntnisse iiber die pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Wechselwirkungen nach
Umstellung des Immunsuppressivum EC-MPS zu erhalten. Die Studie zeigte eine unter CyA
signifikant hohere IMPDH-AKktivitdt im Vgl. zur Everolimus-Therapie. Die Umstellung der Im-
munsuppressiven Therapie fiihrte zu keiner signifikanten Anderung der MPA-Blutkonzentration
jedoch wurden nach Absetzen von CyA signifikant geringere MPAG-Blutkonzentrationen ge-
messen.

Korrelationsanalysen zeigten signifikante negative Korrelationen zwischen dem dosisnormali-
siertem MPA-Talspiegel und der Lymphozytenproliferationsrate sowie signifikant positive Kor-
relationen zwischen der IMPDH-Aktivitdt zum Zeitpunkt CO und der Lymphozytenproliferati-
onsrate, 7 Tage nach Absetzen der CNI. Zwischen der MPA-Blutkonzentration und der IMPDH-
Aktivitdt konnte bei Betrachtung der Tagesverldufe (0-12 h) eine gute inverse Beziehung beo-

bachtet werden.
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Pharmakodynamische Messungen zeigten in dieser Studie wihrend der Umstellung von einem
CNI und EC-MPS zu Everolimus und EC-MPS keinen signifikanten Unterschied in dem Anteil
IL-2 sowie TNF- positiver T-Lymphozyten im Blut. Korrelationsanalysen zwischen dem prozen-
tualen Anteilen IL-2 und TNF-a positiver Lymphozyten zeigten jedoch vor, wihrend und 9-11
Monate nach Therapieumstellung auf einen mTOR-Inhibitor einen signifikant positiven Zusam-
menhang dieser Parameter.

Weitere pharmakodynamische Messungen in Bezug auf die Lymphozytenproliferationsrate oder
des prozentualen Anteils CD25 bzw. 71 positiver Lymphozyten, zeigten keine signifikanten Un-
terschiede wiahrend der Umstellungsphase von den CNI zu einem mTOR-Inhibitor. Korrelations-
analysen zeigten jedoch signifikant positive Korrelationen zwischen den beiden Oberflichenan-
tigenen CD25 und CD71 auf.

Die Umstellung der Therapie von CNI und EC-MPS auf Everolimus und EC-MPS fiihrte zu ei-
ner signifikanten Verbesserung der Nierenfunktion. Wéhrend das Serum-Kreatinin in den zuvor
mit CyA behandelten Patienten signifikant abfiel, nahm die Kreatinin-Clearance in der CyA-
Gruppe signifikant zu. Bezogen auf den Fettstoffwechsel zeigte diese Studie, dass die Umstel-
lung der Therapie zu einer signifikanten Zunahme der Cholesterin- und LDL- Konzentration im
Blut fiihrte, wihrend die Triglycerid-Konzentration der CyA behandelten Patienten im Langzeit-
verlauf signifikant abnahm.

Wihrend des gesamten Beobachtungszeitraumes wurden wihrend der Umstellungsphase sowie
im Langzeitverlauf nach Umstellung auf eine CNI-freie Therapie mit Everolimus vor allem re-
spiratorische Nebenwirkungen, wie Bronchitiden und Bronchopneumonien registriert, gefolgt
von Andimien und gastrointestinalen Nebenwirkungen (Diarrhoen, Ubelkeit). Weiterhin ist eine
Vielzahl von aufgetretenen Haut- und Schleimhauterkrankungen, wie Aphten oder Akne zu er-
wihnen. Bei den aufgetretenen Nebenwirkungen/Komplikationen fiihrte bei zwei Patienten je-
weils eine progrediente Proteinurie und eine Everolimus induzierte Pneumonitis zu einem vor-
zeitigen Absetzen der mTOR-Medikation. Insgesamt wurden neun notwendige Hospitalisationen
registriert sowie eine Rejektion. Wihrend der gesamten Studiendauer wurden keine Todesfille

beobachtet.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass unter der Kombinationstherapie mit CyA
und dem mTOR-Inhibitor: Everolimus Interaktionen bestehen, die zu einer erhohten Bioverfiig-

barkeit von Everolimus fiihren - ein Ereignis, das in Everolimus-Dosierungsplinen
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beriicksichtigt werden muss. Weiterhin wurde gezeigt, dass sich sowohl unter der Kombinations-
therapie CNI und EC-MPS, als unter der Kombinationstherapie Everolimus und EC-MPS ein
dhnliches immunologisches pharmakodynamisches Profil findet. Die Kombinationstherapie mit
Everolimus und EC-MPS fiihrt zu einer signifikant verbesserten Nierenfunktion. Everolimus und
EC-MPS konnten im Rahmen einer immunsuppressiven Therapie nach Nierentransplantation
ohne CNI angewandt werden, da sie von nierentransplantierten Patienten ausreichend gut tole-

riert wurden.
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9 Abkiirzungsverzeichnis

ALT
AP-1
APZ
AST
AUC
AEC
BMI
Cmax.
Cmin.
CMV
CNI
ConA
CRP
CyA
DAG
DNA
DMSO
DSO
EC-MPS
EDTA
ELK
ERK-Kinase
EtOH
FACS
FCS
FITC
FKB 12
FSC
FSH
GFR

Alanin-Aminotransferase
Aktivating protein 1
antigenprasentierende Zellen

Aspartat-Aminotransferase

Flache unter der Konzentrations- Zeit- Kurve

Flache unter der Enzym-Aktivititskurve
Body-Mass-Index

Maximale Konzentration

Minimale Konzentration
Cytomegalievirus
Calcineurin-Inhibitor

Concanavalin A

C-reaktive Protein

Cicloporin A

Diacyglycerin
Desoxyribonukleinséure
Dimehtylsulfoxid

Deutsche Stiftung Organtransplantation
Mycophenolat-Natrium
Ethylendiamin-tetraacetat

Ets — like- protein

Extracellular Signal Regulated-Kinase
Ethanol

fluorescence activated cell sorting
Fotales Kédlberserum

Flourescin isothicyanate
FK-506-binding-protein 12

forward scatter

follikelstimulierendes Hormon

glomeruldre Filtrationsrate
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GST
H,0
HDL
HLA
HPLC
IDL
IL-2
IMPDH
IONO
1P;
KHCO;3
LDL
LH
Lp(a)
MAP-Kinase
MeOH
MHC
MMF
MPA
MPAG
(m)TOR
NaEDTA
NFAT
NH4CL
NTX
Nz
PBS
PCNA
PD
PerCP
PI

PK

Glutathione S-Transferase
Aquadest

high density lipoprotein

Human Leukocyte Antigen
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
intermediate density lipoprotein
Interleukin 2
Inosin-Monophosphat-Dehydrogenase
Ionomycin

Inositol 1,4,5 Triphosphat
Kaliumhydrogencarbonat

low density lipoprotein
luteinisierende Hormon
Lipoprotein a

Mitogen-aktivierte Protein-Kinase
Methanol

Major Histocompatibility Complex
Mycophenolat-Mofetil
Mycophenolséure
Mycophenolat-Glucuronid
(mammalian) Target of Rapamycin
Natriumethylendiamintetraessigsiure
nukledre Faktor aktivierter T-Zellen
Ammoniumchlorid
Nierentransplantation

natiirliche Killerzellen

Phosphate Buffered Saline
Proliferating cell nuclear antigen
Pharmakodynamik

Peridinin chlorophyll protein
Propidium Iodid

Pharmakokinetik
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Abkiirzungsverzeichnis

PKC
PMA
PTH
RNA
RPMI 1640
SRL
SSC
B-NAG
Tac
TDM
Tg
TNF-a
TX
VDL

Proteinkinase C

Phorbol 12-myristat 13-acetat
Parathormon

Ribonnukleinsiure

Roswell Park Memorial Institute
Sirolimus

side scatter
N-Acetyl-B-D-Glucosaminidase
Tacrolimus

Therapeutisches Drug Monitoring
Triglyceride
Tumornekrosefaktor alpha
Transplantation

very low density lipoprotein
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