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1. Einleitung

1.1 Die Funktionen der menschlichen Niere

Die paarig angelegten Nieren haben eine wichtige Entgiftungs- und Stoffwechselfunktion (1).
Ihre Aufgaben sind die Entgiftung, die Regulation des Fliissigkeits- und Salzhaushaltes sowie
die Regulation des Saure-Base-Gleichgewichtes. Giftstoffe und harnpflichtige Substanzen wie
Kreatinin, Harnstoff und Harnséure werden aus dem Blut gefiltert und anschlieend mit dem
Urin ausgeschieden. Die Niere ist weiterhin an der komplexen Regulation des Blutdrucks
mafgeblich beteiligt. Ist der Blutdruck zu niedrig, werden Organe eventuell nicht ausreichend
mit Sauerstoff und Nihrstoffen versorgt. Ist der Blutdruck zu hoch, werden auf Dauer die
BlutgefiBe und die Organe geschéddigt. Ursachen der arteriellen Hypertonie sind unter
anderem die Storung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems und die Stoérung des
sympathischen =~ Nervensystems (2). Diese Pathomechanismen bedingen eine
Volumenretention, eine gesteigerte Inotropie und eine erhohte Vasokonstriktion. Des
Weiteren kommt es durch epitheliale Dysfunktion zur Ausbildung von GefiBBwandplaques,
die Gefilverengungen hervorrufen konnen. Mogliche entstehende Komplikationen sind
Atherosklerose, Myokardinfarkt, Myokardinsuffizienz, Apoplex und Niereninsuffizienz (3).
Die Niere ist auch am Knochenstoffwechsel beteiligt. In der Niere gebildetes aktives 1,25-
Dihydroxycholecalciferol ermdglicht dem Korper, Kalzium und Phosphat iiber den Darm zu
resorbieren und unter anderem in die Knochen einzulagern. Eine verminderte intestinale
Phosphat- und Kalziumresorption bei Mangel an aktivem Vitamin D hat eine gesteigerte
Sekretion von Parathormon zur Folge. Klinisch zeigt sich folglich ein sekundirer
Hyperparathyreoidismus sowie eine moglicherweise renale Osteopathie (4). Zudem produziert
die Niere das Hormon Erythropoetin (EPO), welches die Bildung der Erythrozyten anregt.
Unterbleibt der Stimulus zur Produktion von EPO, treten Stérungen in der Erythropoese auf.

Dies kann zu einer renalen Andmie fiihren (5-6).

Die Filtrationsleistung der Nieren kann durch die glomeruldre Filtrationsrate (GFR)
quantifiziert werden. Eine Abnahme der Nierenfunktion spiegelt sich in einer erniedrigten
GFR wider und wird als Niereninsuffizienz bezeichnet. Als Folge kann es zu den oben

genannten Krankheitsbildern kommen. Das irreversible Endstadium der chronischen



Niereninsuffizienz wird als terminale Niereninsuffizienz bezeichnet. Diese ist durch das

dauerhafte Versagen der Nierenfunktionen gekennzeichnet (6-7).

1.2 Die terminale Niereninsuffizienz

Ein Nierenschaden ist gekennzeichnet durch den Verlust von Nephronen auf Grund der
Zerstorung von Glomeruli und Tubuli, die Fibrose von Nierengewebe und atherosklerotische
Veranderungen der groflen und kleinen Nierengefdle. Die Niereninsuffizienz kann in eine

akute und eine chronische Verlaufsform eingeteilt werden.

Eine akute Niereninsuffizienz kann innerhalb von Stunden bis Tagen auftreten. Die Ursachen
einer akuten Niereninsuffizienz sind vielfaltig (8). Wir unterscheiden eine pri-, intra- und
postrenale akute Niereninsuffizienz. Eine Ursache der prirenalen Niereninsuffizienz ist
beispielsweise die Minderperfusion der Niere mit Blut. Diese kann in einer Ischdmie als Folge
einer Obstruktion der zufithrenden Gefdf3e, einer Hypotonie oder Hypovoldmie oder in einer
Zirkulationsstorung des Blutes bei Herzinsuffizienz begriindet sein. Mogliche Ursache einer
akuten intrarenalen Niereninsuffizienz sind eine rasch progrediente Glomerulonephritis
(RPGN) oder systemische Erkrankungen, die mit einer RPGN einhergehen, beispielsweise der
systemische Lupus erythematodes (SLE). Weiterhin konnen toxisch oder ischdmisch bedingte
Tubulusnekrosen und tubulédre Verstopfung mit Uraten oder Haimolyseprodukten die Funktion
einschrinken (9). Die haufigste Ursache einer postrenalen Niereninsuffizienz ist eine
Obstruktion der ableitenden Harnwege durch Nierensteine oder Tumoren, beispielsweise der

Prostata. Seltener mindert die Verlegung der Harnblase die Nierenfunktion.

Die chronische Niereninsuffizienz (Chronic Kidney Disease, CKD) ist ein langsam
voranschreitender Verlust der Nierenfunktionen. Arterieller Hypertonus ist eine prominente
Begleiterkrankungen und zugleich neben dem Diabetes mellitus héufigste Ursache des
chronischen Nierenversagens (10-11). Beiden gemein ist eine Minderdurchblutung im
Endstromgebiet. Diese Erkrankungen treten héufig in Kombination mit abdomineller
Adipositas und laborchemisch nachgewiesener Dyslipiddmie auf. Dieses Krankheitsbild wird
als metabolisches Syndrom bezeichnet (12). Patienten mit einem metabolischen Syndrom
oder mit vorangegangener schwerer akuter Niereninsuffizienz weisen ein erhdhtes Risiko fiir
eine CKD auf. Nikotinabusus hat einen negativen Einfluss auf den Krankheitsverlauf.
Autoimmunerkrankungen wie beispielsweise der SLE oder toxische Nebenwirkungen von

Medikamenten oder Schwermetallen gelten ebenso als mdgliche Krankheitsursachen (6). Sie



werden jedoch seltener diagnostiziert. Die oben beschriebenen Krankheiten konnen allein
einen progressiven Funktionsverlust der renalen Filtration hervorrufen, wobei ein Auftreten in
Kombination die Prognose erheblich verschlechtert (6). Definitionsgemil3 spricht man bei
einer persistierenden GFR unter 15 ml/min von einem irreversiblen dauerhaften Ausfall der
Nieren, der einer chronischen Nierenersatztherapie bedarf. Der Patient kann {iber den
langwierigen Krankheitsverlauf einer chronischen Niereninsuffizienz diesen Wert erreichen

oder akut in dieses Stadium eintreten.

1.3 Nierentransplantation als Therapie der terminalen Niereninsuffizienz

Bei einer glomeruldren Filtrationsrate unter 15 ml/min wird eine Nierenersatztherapie
eingeleitet. Zu den etablierten Methoden der Nierenersatztherapie zéhlen die Hdmo- oder
Peritonaldialyse oder die Nierentransplantation (NTX). Das Blutreinigungsverfahren Dialyse
nutzt das Prinzip der Osmose. Durch einen Konzentrationsausgleich kleinmolekularer
Substanzen mit dem Dialysat werden im Blut angereicherte Giftstoffe herausgefiltert. Eine
Dialysebehandlung beeintrichtigt die korperliche Leistungsfahigkeit, soziale Integration
sowie zeitliche und ortliche Flexibilitit der Patienten. Zudem ist sie kostenaufwendig (6, 13).
Durch eine NTX kann die Lebensqualitit der Patienten verbessert und die
Sterblichkeitsrate deutlich reduziert werden (6-7). Ferner liegen die Gesamtkosten einer
NTX und deren Anschlusstherapie im Vergleich deutlich niedriger als die einer
Dialysetherapie. Aus den genannten Griinden ist die NTX die Therapie der Wahl (13-15). In
den sieben Landern, welche mit der Vermittlungsstelle fiir Organspenden ,,Eurotransplant*
kooperieren, besteht ein Mangel an Spenderorganen. Die durchschnittliche Wartezeit fiir eine
Spenderniere betrug im Jahr 2010 54 Monate bis zum Zeitpunkt der Transplantation. Ende
des Jahres 2010 warteten noch 10768 Patienten auf eine Spenderniere (16). Die Durchfiihrung
einer Lebendspende ist gesetzlich geregelt und ermoglicht in circa 20% der Transplantationen
in Deutschland die Organspende. Organe von Hirntoten werden nach Blutgruppe, Wartezeit
und Ubereinstimmung des Humanen-Leukozyten-Antigens (HLA) an den passenden
Empfanger vermittelt (6, 17-18). Der Anteil der postmortalen Organspenden an der
Gesamtzahl aller Organspenden in den Eurotransplant-Staaten betrug im Jahr 2010 75% (16).
Dies verdeutlicht, dass man nicht auf Spenderorgane von Hirntoten verzichten kann. Auf
Grund der langen Wartezeiten und des hohen Bedarfs ist man dazu {ibergegangen, Organe mit
erweiterten Spenderkriterien zu akzeptieren (19). Das Alter des Spenders spielt neben dem

Zustand des Organs eine wichtige Rolle fiir den Erfolg der NTX. Ausschlusskriterien fiir eine



Organspende sind beispielsweise das Vorliegen von bestimmten Infektionskrankheiten (z.B.

HIV) und das Vorliegen eines metastasierenden Krebsleidens des Spenders (6).

1.4 Rejektion des transplantierten Organs

Als Rejektion bezeichnet man primér die immunologische Reaktion auf das Transplantat und
sekundir dessen Funktionsverlust. Pathophysiologisch erfolgt eine Immunantwort des
Empfingers auf die Antigene des Spenderorgans. Daraus resultieren pathologische
Umbauvorginge im Transplantatgewebe und moglicherweise der Untergang von Nephronen.
Eine Einteilung der Rejektion kann im Bezug auf den Zeitpunkt ihres postoperativen

Eintretens oder der Art des Verlaufs erfolgen.

1.4.1 Zeitliche Einteilung

Die hyperakute Rejektion tritt unmittelbar nach der Transplantation auf, nach Minuten oder
Stunden. Das Komplementsystem wird durch blutgruppenspezifische Antikoérper und HLA-
Antigene des Spenders aktiviert. Infolge dessen kommt es zu einer Fibrinablagerung in den
GefidBen des Transplantats und schlieBlich zur Thrombose. Die Thrombose fiihrt letztendlich
dazu, dass das Gewebe abstirbt und eine Transplantatektomie erfolgen muss (20-21). Heute
wird diese Art der Rejektion nur noch duflerst selten beschrieben, da sie durch einen vor der
Transplantation durchgefiihrten ,,crossmatch®“-Test so gut wie ausgeschlossen werden kann

(22).

Die akzelerierte Rejektion tritt wenige Tage nach der Transplantation auf. Ahnlich der
hyperakuten Rejektion kommt es hier zu einer Minderdurchblutung des Transplantats.
Klinische Anzeichen dieses Rejektionstyps sind primdre Non-funktion bzw. eine
Nierenfunktionsverschlechterung.  Frithere Transplantationen, Bluttransfusionen oder
Schwangerschaften sind Ursache fiir die Bildung der Spender-spezifischen Antikorper (6).
Besonders bei Zweittransplantatempfingern, die aus immunologischen Griinden bereits eine
Niere verloren haben, zirkulieren praformierte Antikorper im Blut. Diese Antikdrper sind
gegen HLA-Antigene des Spenders gerichtet und konnen die akzelerierte Rejektion
verursachen (21, 23). Eine Spenderspezifitit kann schon im Vorfeld iiber ,,crossmatch“-Tests
nachgewiesen werden und ist ein Grund, eine Transplantation nicht durchzufiihren (22).

Prozesse, die zur Ausbildung dieses Krankheitsbildes fiihren, schidigen das Spenderorgan



letztendlich soweit, dass dessen Funktion langfristig beeintrachtigt und das Langzeitiiberleben

reduziert ist (24).

Akute Rejektionen treten meist ein bis vier Wochen nach Transplantation ein. Sie zeigen ein
vielfdltiges pathohistologisches Bild, dass nach den Banff-Kriterien klassifiziert wird (25).
Kriterien fiir eine Rejektion sind Infiltration mit mononukledren Zellen, das Vorliegen einer
Tubulitis, einer Arteriitis und einer vaskuldren AbstoBungsreaktion. Je nach Ausmal} des
Befundes wird die akute Rejektion in verschiedene Schweregrade Typ I-1II eingeteilt (25).
Die Ursachen sind oft auf eine unzureichende Immunsuppression oder Non-Compliance des
Patienten zuriickzufiihren. Gezielte Reinstruierung des Patienten und rechtzeitige
Neudosierung der Immunsuppressiva sind Versuche, den drohenden Transplantatverlust zu
verhindern (20). Bei histologischem Nachweis einer akuten AbstoBung ist die Steroid-Bolus-
Therapie zurzeit die Mallnahme, {iber eine intensivierte Immunsuppression die Reaktion des
Korpers zu verhindern (26). Im Anschluss an diese kurzzeitige Medikation sollte die bisherige
Immunsuppressiva-Kombination umgestellt werden, um eine erneute darin begriindete

Abstofungsreaktion zu vermeiden.

Eine chronische Rejektion tritt Monate bis Jahre nach der Transplantation auf. Die genauen
Ursachen sind bis heute nicht eindeutig geklart. HLA-Antikorper, sowie spezifische und
unspezifische Entziindungsmechanismen und -mediatoren sind an der Immunreaktion
beteiligt. Im Fall einer durchgefiihrten Transplantation und der Bildung von Spender-
spezifischen Antikdrpern im Empfinger kann eine Transplantatglomerulopathie die Folge
sein. Glomeruli, Interstitium, Tubuli sowie zu- und abfiihrende Gefille sind von den
pathologischen Verdnderungen betroffen und fiihren dann zum Nephronenverlust und zur
interstitiellen Fibrose. Die interstitielle Fibrose stellt neben der Intimafibrose der Gefdlle und
seltener der Transplantatglomerulopathie histologisch das Kardinalsymptom der chronischen

AbstoBung dar (20-21).

1.4.2 Einteilung nach dem Verlauf

Es wird zwischen der zelluldren und der humoralen Rejektion unterschieden. Es kommt aber
immer hiufiger zu Uberschneidungen dieser beider Typen, auf Grund dessen eine klare
Abgrenzung zwischen den AbstoBungsformen nicht immer moglich ist (27). In vielen Féllen

ist die therapeutische Konsequenz dadurch erschwert.



Das zelluldre Abwehrsystem besteht aus Makrophagen, Lymphozyten und Granulozyten (20-
21). Ursache der zelluliren und humoralen Rejektion ist die Unvertrdglichkeit zwischen
Spender- und Empfangergewebe auf Grund von Gewebeunterschieden (Miss-matching) und
deren Erkennen durch Lymphozyten. Diese Unterschiede werden iiber die Klasse -I- und -II-
Molekiile des Major Histocompatibility Complex (MHC I und II) definiert. Die MHC-Gene
sind auf dem kurzen Arm des sechsten Korperchromosoms lokalisiert. MHC-Molekiile
bestehen aus polymorphen Glykoproteinen, die auf der Zelloberfliche der Gewebe exprimiert
sind. Zu MHC I zdhlen HLA-A, -B und —C. Zu MHC II zdhlen HLA-DP, DQ und DR. Dabei
definiert die Bezeichnung A, B, C oder DP-R die genaue Lokalisation auf dem
Chromosomenarm. MHC I und II sichern das Erkennen der Antigene durch die T-
Lymphozyten. MHC I werden von den meisten Gewebe und Zellen exprimiert. Hingegen
werden MHC II von einer geringeren Anzahl an Zelltypen exprimiert (6, 28). Zu MHC-II-
exprimierenden Zellen zdhlen B-Lymphozyten, Makrophagen, Monozyten und follikuldre
dendritische Zellen (DZ). Jedoch kénnen MHC II bei Bedarf auf weiteren Zellen exprimiert
werden, beispielsweise T-Lymphozyten, Endothelzellen, Nierentubuluszellen und Beta-Zellen
des Pankreas (29). Sobald ein Transplantat in den Korper eingebracht wird, erkennen die
Zellen des Immunsystems die Fremdantigene. Antigen-présentierende Zellen (APC) des
Spenders oder des Empfangers prisentieren den T-Helferzellen fremde Antigene. Die
Antigen-spezifische Interaktion von T-Zell-Rezeptor, kostimulatorischen Molekiilen und
Alloantigenen initiiert im Folgenden die Aktivierung der T-Lymphozyten. Wihrend dieses
Prozesses werden die T-Lymphozyten komplexen intrazelluliren Verdnderungen
unterworfen, die in einer klonalen Expansion von aktivierten zytotoxischen T-Lymphozyten
und T-Helferzellen gipfeln (30). Eine Rekrutierung T-Zell-abhingiger Effektorzellen, zum
Beispiel Natiirlicher Killerzellen (NK) und Makrophagen, schlief3t sich an. Die Effektorphase
ist gekennzeichnet durch den Spenderantigen-spezifischen Zelltod durch zytotoxische T-
Lymphozyten. Eine Hauptrolle in den Mechanismen der TransplantatabstoBung spielen
Zytokine, die von T-Helferzellen freigesetzt werden. Sie stimulieren autokrin und parakrin die
Immunantwort. Dies fiihrt zu ausgeprigten Entziindungsprozessen im Transplantat mit
anschlieBendem Zelluntergang. T-Lymphozyten sind zentral an der Koordination der
Immunantwort und damit auch an der TransplantatabstoBung beteiligt. Auf Grund dessen sind

sie ein entscheidender Ansatzpunkt der immunsuppressiven Therapie (31-32).

Die zelluldre Organabstoung kann weiterhin auf zwei verschiedene Arten klassifiziert

werden, dem direkten und dem indirekten Weg. Welcher dieser Pfade beschritten wird, hingt



von der T-Zell-Aktivierungsart nach Antigenerkennung ab. Der direkte Weg bezieht den
MHC-Komplex mit ein, der auf der Oberfliche der APC des Spenders liegt und mit dem T-
Zell-Rezeptor der Empfinger-T-Zelle interagiert und dadurch eine T-Zell-Aktivierung
auslost. Auf Grund der angeborenen Fahigkeit der T-Zell-Rezeptoren ist es ihnen stets
moglich, die intakten allogenen MHC-Komplexe zu erkennen. Der indirekte Aktivierungsweg
basiert auf den Spender-Antigenen, die durch Empfinger-APCs aufgenommen, in
Peptidfragmente umgewandelt und den Empfénger-T-Lymphozyten préasentiert werden. Nach
einer NTX wandern Spender-APCs vom Spenderorgan zu sekunddren lymphatischen
Organen. Auf dieser Strecke stimulieren die Spender-APCs die Empfénger-T-Lymphozyten
auf dem direkten Weg. Die Empfinger-T-Lymphozyten infiltrieren das Transplantat und
induzieren eine inflammatorische Reaktion. Wenn die Spender-APCs erschopft sind, erhalten
die Empfinger-APCs die Immunantwort aufrecht, indem sie die bearbeiteten Antigene, die sie

aus dem Spenderorgan festgehalten haben, weiterprasentieren (6).

Neue T-Zell-spezifische immunsuppressive Therapien haben im letzten Jahrzehnt zu einem
drastischen Riickgang der zelluliren AbstoBungsraten sowie zur besseren Kontrolle von
zelluldren AbstoBungsreaktionen gefiihrt. Im Gegensatz dazu sprechen Antikdrper-vermittelte
humorale AbstoBungen meist nicht auf herkdmmliche immunsuppressive Behandlungen an

und fiihren daher zum Transplantatverlust.

1.5 B-Lymphozyten in der Transplantationsmedizin

Mit dem steigenden Interesse an der bis dahin wenig erforschten humoralen AbstoBung nach
einer Nierentransplantation sind die B-Lymphozyten in den Fokus der Wissenschaft geriickt

und werden im Folgenden eingehend betrachtet (6).

1.5.1 Reifung von B-Lymphozyten

Es existieren zwei Subpopulationen von B-Lymphozyten. Die Bl-Zellen gehéren zum
angeborenen Immunsystem und entwickeln sich im pridnatalen und fetalen Stadium. Sie sind
selbsterneuernd und bilden einen Teil des immunologischen Gedéichtnisses (,,natural
memory*), das in der Phase des Ubergangs von primir angeborener zu primir erworbener
Immunitdt bedeutsam ist. Hingegen gehoren die B2-Zellen zum erworbenen Immunsystem
und reifen erst wihrend der postnatalen Phase im Knochenmark. Die Entwicklungsfolge

beginnt mit den pluripotenten hdmatopoetischen Stammzellen und der Differenzierung zu



pro-myeloischen lymphoiden Zellen. Anschlieend vollziehen sie eine Reifung iiber die Pro-
B-Lymphozyten hin zu Pra-B-Lymphozyten. In diesem Stadium werden durch die Expression
von Immunglobulin M (IgM) B-Zell-Rezeptoren gebildet, welche fiir das Erkennen fremder
Antigene notwendig sind. Die unreifen B-Lymphozyten verbleiben ein bis drei Tage im
Knochenmark, ehe sie in die Milz wandern. Dort differenzieren sie zu follikuldren- oder
Marginalzonen-B-Lymphozyten und verbleiben in der Milz (20). Fiir die Proliferation der B-
Lymphozyten ist das von T-Helfer-Lymphozyten ausgeschiittete Interleukin 4 von groBer
Bedeutung. Es sorgt im Zuge der Differenzierung fiir einen Klassenwechsel der Antikorper

hin zu IgA, 1gG und IgE.

Da die humorale Immunantwort des Transplantatempfingers zum groflen Teil auf
proliferativen Prozessen der B-Lymphozyten basiert, kann eine medikamentdse Hemmung
zentraler intrazelluldrer Prozesse wie der Signaltransduktion, Nukleotid-Synthese und
Proteintranslation deutliche Auswirkungen auf die B-Zell-Proliferation haben (33-34).

Die Gabe immunsuppressiver Substanzen kann jedoch bei Fehldosierung intrinsische oder
extrinsische Prozesse auslosen, die zur Induzierung der Apoptose fiihren. Abhédngig vom
geforderten Wirkungsprofil des jeweiligen Medikamentes, muss man die Folgen der

immunsuppressiven Behandlung einzuschétzen wissen.

1.5.2 Aktivierung von B-Lymphozyten

Uber den B-Zell-Rezeptor aufgenommene Antigene werden in die Zelle transportiert, in
Peptidfragmente gespalten und auf MHC II geladen. Diese Komplexe werden auf der
Oberflache der B-Lymphozyten présentiert, welche nun in lymphatischen Geweben mit T-
Helferzellen interagieren konnen, um eine suffiziente humorale Immunantwort auf T-Zell-
abhéngige Antigene zu etablieren. Auf Grund der hohen Dichte von B- und T-Lymphozyten
in den sekundidren lymphatischen Organen ist hier die Wahrscheinlichkeit eines
Aufeinandertreffens von spezifischen T-Helfer- und B-Lymphozyten am groBten. Zur
Aktivierung werden zwei Signale benotigt. Signal 1 erhalten die B-Lymphozyten durch die
Bindung des MHC II- Peptid-Komplexes an den T-Zell-Rezeptor. Signal 2 erhalten sie {iber
die Bindung des CD40-Liganden auf den T-Helferzellen an das konstitutiv exprimierte
kostimulatorische Molekiill CD40. Die Aktivierung der B-Lymphozyten fiihrt zur klonalen
Expansion. Weiterhin wird auf dem Antigen-prisentierenden B-Lymphozyten eine verstérkte

Expression des fiir T-Lymphozyten kostimulatorischen Molekiils B7 ausgelost. Dieses



Molekiil wird in zwei Untereinheiten unterteilt. B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86) wirken
zusammen und dienen als Ligand fiir CD28 und das zytotoxische T-Lymphozyten Antigen 4
(CTLA-4) (35-37). Eine Beeinflussung der Exprimierung von CD80 hitte einen fehlenden
Stimulus und somit eine Unterbrechung des Aktivierungsprozesses der Abwehrkaskade zur
Folge. Als zusitzliche Folge der CD40L-CD40-Interaktion produzieren die T-Helferzellen
verstirkt Zytokine, wie z.B. IL-4 als Wachstumsfaktor fiir B-Lymphozyten. Auf jenen wird
durch die Aktivierung eine Expression von Interleukin-Rezeptoren wie beispielsweise IL-4R
induziert. All diese Vorginge fiihren letztlich zur Entstehung von Antigen-prdsentierenden

Zellen, Antikorper-sezernierenden Plasmazellen sowie B-Gedéchtnis-Zellen (20).

1.5.3 Immunglobuline

Der terminale Differenzierungsgrad der B-Lymphozyten ist die Antikdrper-produzierende
Plasmazelle. Antikorper (= Immunglobuline, Ig) lassen sich in fiinf Klassen unterteilen. Diese
sind IgM, IgD, IgG, IgE und IgA. Jeder Isotyp hat seine spezifische Antigenbindungsstelle,
die sich an dem N-terminalen Abschnitt zwischen Leicht- und Schwerketten befindet. Diese
beiden Polypeptidkettenarten sind kovalent aneinander gebunden und allen Immunglobulinen
gemein. Die C-Termini der schweren Ketten bilden die Fc-Region des Igs und sind fiir die
Effektorfunktion des jeweiligen Isotyps verantwortlich. Das dimere IgA wird auf den
Schleimhduten der Atemwege, der Augen und des Magen-Darm-Traktes sezerniert und
schiitzt den Menschen vor Pathogenen. IgD, IgE und IgG gleichen sich in ihrer monomeren
Struktur, haben jedoch unterschiedliche Aufgaben. IgD wirkt bei der durch
Antigenstimulation ausgelosten Vermehrung und Differenzierung von B-Lymphozyten als
Antigenrezeptor. IgE ist unter anderem fiir den Schutz gegen Parasiten verantwortlich und
induziert durch Quervernetzung mit sich selbst die Histaminausschiittung. Dies fiihrt zu
allergischen Reaktionen. IgG ist der Marker fiir eine durchgemachte Infektion oder erfolgte
Impfung. Seine Verweildauer im Blut betrdgt bis zu drei Wochen. Zudem aktivieren zwei
iiber ein Antigen gebundene Antikorper dieses Typs das Komplementsystem. Gleiches wird
auch durch die Anheftung von Antigenen an das IgM-Pentamer verursacht. Auf Grund der
vielen Bindungsstellen an diesem Molekiil erkennt es Antigene zuerst und ist daher
Kennzeichen fiir eine akute Infektion. Im Zuge einer TransplantatabstoBung infiltrieren
Plasmazellen das Spenderorgan und produzieren IgM. Im weiteren Verlauf wird durch T-Zell-

Stimulation ein Klassenwechsel ausgeldst, bei dem die IgM-Sezernierung zu Gunsten der von
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IgG eingestellt wird. IgG sind die hauptsdchlichen Effektormolekiile der humoralen

Immunabwehr (20).

1.5.4 Antikorper-vermittelte Gewebeschadigung

Die haufigste Effektorfunktion der Antikorper nach einer NTX ist die Aktivierung des
Komplementsystems iiber den klassischen Weg (38). Dies wird durch die Interaktion
zwischen der Fc-Region der IgG oder IgM und einem Antigen ausgelost. Das Hauptziel der
in das Spenderorgan eingedrungenen Antikorper sind die Zellen des Endothels.
Komplementeffekte verursachen im Zuge der Antikorper-vermittelten Rejektion (Antibody-
mediated Rejection, AMR) eine Endothelaktivierung. Dadurch wird die Schutzfunktion der
Grenzschicht mit ihren antikoagulatorischen und antiinflammatorischen Eigenschaften
gemindert. Hinzu kommt die Bildung prokoagulatorischer und proinflammatorischer
Substanzen, was zur Einwanderung alloreaktiver T-Lymphozyten, NK-Zellen und Phagozyten
fiihrt (20). Diese Immunzellen tragen zur Schidigung der Spenderniere in erheblichem Maf3e
durch eine direkte Einwirkung auf dessen Geféfle bei. Der Mechanismus der Opsonierung und
anschlieBenden Phagozytose ist ein weiterer Bestandteil der Antikérper-vermittelten
Immunantwort. Die Erkennung der Spender-spezifischen Antigene durch Antikdrper erlaubt
den Phagozyten die Aufnahme und Eliminierung korperfremder Zellen. Eine andere Fahigkeit
der Immunglobuline ist die Zell-vermittelte Zytotoxizitét. Als Effektorzellen dienen dabei die
angelockten NK-Zellen oder die zytotoxischen T-Lymphozyten (39). Zusétzlich besteht die
Moglichkeit einer AMR, bei der die Immunglobuline nicht gegen HLA-Antigene gerichtet
sind. Auch die Interaktion mit dem Angiotensin II Typ 1 Rezeptor kann eine Antikdrper-
vermittelte  TransplantatabstoBung  verursachen (40). Die  Gesamtreaktion aus
Komplementaktivierung, Opsonierung/ Phagozytose und Zytotoxizitit wird durch Antikdrper
ausgelost, welche von Plasmazellen produziert werden. Dies demonstriert die zentrale Rolle
der B-Lymphozyten in der Immunabwehr und damit auch bei AbstoBungsvorgingen nach

einer NTX.

1.5.5 Klinische Manifestation und Nachweis einer Antikdrper-vermittelten
Rejektion

Die Ausdifferenzierung von B-Lymphozyten in Plasmazellen mit der anschliefenden
Antikorperproduktion ist verantwortlich fiir die AMR. Diese Komplikation tritt bei ca. 7% der

Nierentransplantat-Empfanger auf (41). Drei Symptome werden klinisch beim Auftreten einer
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AMR beschrieben: der morphologische Beweis einer akuten Abstoung, der
immunpathologische Nachweis einer Antikorper- und Komplementreaktion sowie der
serologische Nachweis von Antikdrpern gegen HLA-Antigene des Spenders. Eine genaue
Einteilung erfolgt in eine akute oder eine chronische AMR (42). Daneben werden die
Ablagerung der Komplementkomponente C4d in den peritubuldren Kapillaren sowie die
Anzahl der zirkulierenden Spender-spezifischen Antikdrper beobachtet (8, 43). Bei Bestehen
einer B-Zell-Infiltration liegen zwei bestimmte Zelltypen vor. Diese tragen die
Oberflachenmolekiile CD38 und CD20, welche fiir Plasmazellen und B-Lymphozyten stehen.
Das Vorkommen von CD38-positiven Zellen korreliert nachweisbar mit der Anwesenheit von
Spender-spezifischen Antikorpern und C4d in den peritubuldren Kapillaren (44). Organe, die
abgestolen wurden, weisen zudem einen hohen Grad an Infiltration mit CD20-positiven
Zellen auf. Die verstreute Anreicherung der C4d-Komponente des Komplementsystems im
Transplantat kann ein moglicher Beleg einer vorliegenden AMR sein, allerdings ist nur etwa
ein Drittel der AMR C4d-positiv (45). In Transplantatbiopsien ist ein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem C4d-Nachweis und der Expression des B-Zell-aktivierenden
Faktors der Tumornekrosefaktorenfamilie (B cell activating factor of the TNF family, BAFF)
belegt worden (46). In Studien wurde eine Korrelation zum Bestehen einer
Transplantatglomerulopathie nachgewiesen (47). Die Transplantatglomerulopathie kann eine
immunologische oder nicht-immunologische Atiologie aufweisen. Mit Hilfe von Biopsien
werden als mogliche Folgen die interstitielle Fibrose oder die Tubulusatrophie entdeckt. Die
Ursache des endgiiltigen Organversagens sind daraus folgende Mikrozirkulationsstérungen im

Gewebe.

Um zu verhindern, dass es zu einer zelluldr vermittelten oder humoralen Immunreaktion
gegen das transplantierte Organ kommt, miissen die Patienten einer immunsuppressiven

Therapie unterzogen werden.

1.6 Immunsuppressive Therapie nach einer Nierentransplantation

Nach einer Nierentransplantation erhalten die Patienten immunsuppressive Medikamente zur
Protektion vor einer Organrejektion (17). Diese Medikamente setzen an unterschiedlichen
Punkten der Immunabwehr an und blockieren zentrale Abldufe in der Zelle, beispielsweise die
Zellteilung, die Zellkommunikation und die kostimulatorischen Signalwege. Die Entwicklung
der heute standardisiert verwendeten Immunsuppressiva fokussierte sich auf die Verhinderung

der T-Zell-vermittelten zelluldren AbstoBung.
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Ein einziges Immunsuppressivum allein wére in hohen Dosen mdglicherweise in der Lage,
eine Transplantatrejektion zu verhindern, wiirde dabei aber fiir den Patienten unvereinbare
Nebenwirkungen erzeugen. Man versucht daher, iiber die Kombination unterschiedlicher
Wirkstoffe die AbstoBungsreaktion des Korpers zu unterdriicken (17). Der gleichzeitige
Einfluss verschiedener Immunsuppressiva auf unterschiedliche Wirkmechanismen der
Immunabwehr erlaubt die Reduzierung der einzelnen Wirkstoffdosen. Bisher bekannte
Kombinationen erzielen derweil gute bis sehr gute Ergebnisse, weisen aber dennoch weiterhin
erhebliche Nebenwirkungen auf. Daher ist man stets bemiiht, die standardisierten
Immunsuppressiva-Kombinationen durch neue zu ersetzen, alternative Wirkmechanismen
anzusprechen oder alte Kombinationsmoglichkeiten durch neue ,Mitglieder zu
komplementieren. Ob diese neuen Therapieoptionen dieselben Ergebnisse in der
Rejektionsprophylaxe erreichen oder in Wechselwirkung mit den anderen Komponenten eine
deutliche Steigerung der Wirksamkeit mit sich bringen, sollen laufende und zukiinftige

klinische Studien zeigen (48).

Die besten klinischen Erfahrungen fiir eine Initialtherapie hat man mit einer Kombination aus
einem Glucocorticoid, einem Calcineurin- und einem Proliferationsinhibitor gemacht (17).
Zudem wird heute meist eine Induktionstherapie mit Antikérpern vor der Transplantation
eingeleitet (49). Die Erhaltungstherapie beruht auf geringer dosierten IS-Kombinationen (17,
50).

1.6.1 Standard-Immunsuppressiva

Der Gebrauch von antiinflammatorischen und immunsuppressiven Glucocorticoiden,
beispielsweise Prednisolon, ist nach NTX mit vielfachen Nebenwirkungen verbunden. Dazu
zdhlen Bluthochdruck, Hyperlipiddmie, Kataraktbildung, Osteoporose, Verhaltensdnderungen
und Wachstumsverzogerungen bei Kindern (20, 51). Diese lange Liste an bekannten

Nebenwirkungen kann bei Patienten auch zu mangelnder Compliance fiihren.

Calcineurininhibitoren (CNI) sind beispielsweise Tacrolimus und Cyclosporin A. Diese
Substanzen hemmen die Aktivitit des Enzyms Calcineurin, das bei der Signalweiterleitung in
der T-Zelle eine wichtige Rolle spielt (Abb. 1). Durch die Storung der Signaliibertragung wird
die Aktivitdt und Vermehrung der T-Lymphozyten und damit die Abwehrreaktion inhibiert
(17). Die Verwendung dieser Wirkstoffe ist verbunden mit Nephro-, Neuro- und
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Hepatotoxizitit, Diabetes mellitus und Bluthochdruck [16, 42-43]. Auch eine erhohte Rate
von Tumoren ist beschrieben worden (52-53). Auf Grund dieser groBen Anzahl an moglichen
Komplikationen ist man daher stets bemiiht, die Exposition von CNIs zu verringern oder ganz
zu vermeiden (54-55). Dennoch sind die CNIs als IS nicht wegzudenken, da sie die Zahl der

akuten Rejektionen erheblich reduzieren.

Der hiufigste Vertreter der Proliferationsinhibitoren ist die Mycophenolsdure (MPA). Das
Immunsuppressivum wird in Form eines Esters, dem Mycophenolat-Mofetil, vom Patienten
oral eingenommen. Nach Aufnahme wird es im Koérper zur MPA umgewandelt. Diese hemmt
die Inosinmonophosphat-Dehydrogenase (IMPDH) nicht-kompetitiv und reversibel (Abb. 1).
Die IMPDH synthetisiert Guanin-enthaltende Nukleotide, welche die Basis der Purinsynthese
in den T- und B-Lymphozyten bilden. Sie ist somit ein Schliisselenzym der de novo
Purinsynthese. Unter MPA-Administration fehlen den Immunzellen diese Bausteine fiir die
DNA-Replikation, was folglich die Hemmung der Zellteilung bedeutet (33, 56-57). Viele
Studien haben die eindeutige Uberlegenheit von MPA gegeniiber Azathioprin in Bezug auf
eine Reduktion von Rejektionen gezeigt, vor allem in Kombination mit Cyclosporin A (17,
58-61). MPA wirkt toxisch auf die Blutbildung und hédufig werden gastrointestinale
Symptome beobachtet.

Eine andere Moglichkeit, in die Zellteilung einzugreifen, ist die Inhibition des Proteins
mammalian Target of Rapamycin (mTOR) durch Everolimus oder Sirolimus (Abb. 1).
Hierbei wird die Translation von Proteinen durch eine Phosphorylierung von Cyclinen
unterbrochen, die an der Mitose beteiligt sind (17, 62). Im Lymphozyten bindet Everolimus
intrazelluldr an das Immunophilin FKBP12 (12-kDa FKS506-binding protein) und hemmt
dadurch die Aktivitdit der mTOR-Kinase. Auf diese antiproliferative und zugleich
antiangiogenetische Wirkung sprechen auch Tumorzellen an, was ein erwiinschter
Nebeneffekt ist (63). Obwohl die mTOR-Inhibitoren keine direkte nephrotoxische Wirkung
aufweisen, machen Nebenwirkungen wie Wundheilungsstérungen, Andmie, Lymphddeme
und  Fertilititsstorungen  bei  Minnern  eine  dauerhafte  Behandlung  mit

Proliferationsinhibitoren schwierig (64-66).

Die immunsuppressive Wirkung von Antikoérpern beruht auf dem Prinzip der spezifischen
Oberflachenrezeptorblockade auf T- und B-Lymphozyten. Tritt bei Bindung eine
Zellaktivierung auf, so ist dies mit einer Zytokinfreisetzung verbunden, welche besonders

nach Gabe der ersten Dosis bestimmte systemische Symptome hervorruft (51). Bei T-
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Lymphozyten-depletierenden Antikdrpern kommt es zu deutlich vermehrtem Auftreten von
opportunistischen Infektionen und malignen Tumoren als Nebenwirkung. Zudem besteht nach

jeder Transplantation das Risiko einer posttransplantiren lymphoproliferativen Erkrankung
(PTLD) (67).
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Abb. 1 Immunsuppressive Substanzen und deren Wirkung auf Aktivierungswege der zell-vermittelten
Immunantwort (Halloran PF, Immunosuppressive drugs for kidney transplantation, N Eng J Med., 2004)

1.6.2 Neue Immunsuppressiva

In der Transplantationsmedizin ist man stets daran interessiert, neue IS zu entwickeln. Diese
sollen mit neuen Wirkmechanismen spezifisch in die Signalwege des Immunsystems
eingreifen und so eine identische oder bessere Immunsuppression als die konventionellen IS

erreichen. Ziel ist die Entwicklung neuer IS, deren Nebenwirkungsprofil geringer ist als das

der konventionellen IS.

Zurzeit befindet sich CP-690 550 in der Erprobung in Phase—Ila-Studien zur Anwendung bei
Organtransplantationen sowie in Phase-III-Studien zur Behandlung der Rheumatoiden
Arthritis (68). CP-690 550 hemmt die Signaliibertragung von Zytokin-Rezeptoren, im
Speziellen die Janus-Kinase 3 (JAK3) und verhindert auf diesem Weg die Transkription von
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Genen. JAK3 wird nur in lympho-/ hdmatopoetischen Zellen exprimiert, wodurch

Nebenwirkungen auf andere Zellen unwahrscheinlich sind (69).

Belatacept ist ein Fusionsprotein, welches CD80 und CD86 auf der APC bindet und somit die
Interaktion mit CD28 verhindert. Diese Substanz blockiert dadurch das kostimulierende
Signal fiir die T-Zell-Aktivierung. Die Zulassung des Préparats erfolgte in Deutschland im
Juni 2011. Belatacept soll in Kombination mit MPA und Corticosteroiden eine Cyclosporin-

freie Rejektionsprophylaxe bilden (48, 70-71).

Die Antikorper-vermittelten humoralen AbstoBungsreaktionen stellen eine therapeutische
Herausforderung dar, da das medikamentdse Behandlungsspektrum dieser Rejektionsart noch
stark eingeschrinkt ist. Nach heutigem Kenntnisstand werden Patienten dieses
AbstoBungstyps einer Plasmapherese unterzogen, bekommen intravendse Immunglobuline
und Rituximab. Rituximab ist ein chimérer monoklonaler Antikérper, der sich gegen
Memory-B-Lymphozyten richtet und bisher das einzige bekannte B-Zell-spezifische
Immunsuppressivum ist (72). Er wird schon seit ldngerer Zeit in der Krebstherapie zur
Behandlung von Lymphomen und zur Therapie von Autoimmunerkrankungen wie der
rheumatoiden Arthritis eingesetzt (73-74). Die Ergebnisse der Plasmapherese und der
intravendsen Immunglobulin-Gabe sind nicht zufriedenstellend, zudem wird die Effektivitét

von Rituximab zurzeit kritisch diskutiert (75-77).

Ein neues Immunsuppressivum, das sich in der klinischen Erprobung bei transplantierten
Patienten befindet, ist der Proteinkinase-C-Inhibitor (PKC-Inhibitor) Sotrastaurin (78). Eine
Unterscheidung der Subtypen der PKC-Familie erfolgt iiber die Charakteristik der
Regulationsmechanismen und der Aminosduresequenzen. Die 12 verschiedenen Isoenzyme
sind unterteilt in klassische/-konventionelle (cPKC), neue (nPKC) und atypische PKC
(aPKC) (79). Mitglieder der PKC-Familie sind wichtige Rezeptoren fiir Phorbolester, eine
Klasse von Tumorpromotoren (80-81). Weiterhin sind die myristoylated alanine-rich C-kinase
substrate (MARCKS)-Proteine PKC-Substrate, die in vielen Zelltypen auftreten. Sie sind
involviert in entscheidende physiologische Prozesse wie Apoptose, Zytokinexpression und -
sekretion, Zellzyklus, Zellmigration und —adhésion sowie Aktivierung und Inhibition von
spezifischen T-Zell-differenzierenden Genen (82-83). Zudem spielen Isoformen der PKC eine

wichtige Rolle in der Aktivierung des Nuclear factor ‘kappa-light-chain-enhancer” of
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activated B-cells (NfkB) (84-85), einem Mediator von Rejektionsprozessen nach der soliden

Organtransplantation (86).

Die fiir zellulire Prozesse entscheidende Stellung der in einer Vielzahl an Zelltypen
exprimierten PKC-Isotypen wurde in den vergangenen Jahren in in vitro und in vivo
Untersuchungen mit knockout- und transgenen Médusen ermittelt. Es wurde nachgewiesen,
dass die Mitglieder der PKC-Familie wesentlichen Einfluss auf intrazellulire Signalwege
haben. Diese bilden die Basis fiir die Vermittlung von Entwicklung, Differenzierung,
Aktivierung und Uberleben von T- und B-Lymphozyten (87-89), sowie fiir die Aktivierung
von Makrophagen und DZ (90).

Die aufgezeigte zentrale Rolle in der Zellsignalisierung stellt die PKC als ein geeignetes Ziel
fir immunsuppressive Medikamente heraus. Die Entwicklung von PKC-spezifischen
Inhibitoren und das bessere Verstdndnis iiber den Wirkmechanismus von PKC-Isoformen in
einzelnen Immunzelltypen konnen zur Etablierung neuer Behandlungsmethoden gegen
Organrejektion fithren. Sotrastaurin ist ein neues Therapeutikum, welches potente und
selektiv inhibitorische Eigenschaften der cPKC und nPKC-Isoformen aufweist. Es ist der
erste oral verabreichte PKC-Inhibitor (91-92). Seine Effizienz und Vertrdglichkeit wurde in
zwel nicht verblindeten, randomisierten, multizentrischen Studien mit de novo
nierentransplantierten Patienten analysiert (93-94). Weitere klinische Studien zu Sotrastaurin

laufen derzeit.

Bisher publizierte funktionelle Untersuchungen befassten sich mit der Wirkung von
Sotrastaurin auf T-Lymphozyten, DZ und NK-Zellen. Dabei zeigten sich vor allem die T-
Lymphozyten als potentes Ziel fiir den PKC-Inhibitor (78, 93). Bis heute sind keine Daten
verfligbar, welche den Effekt von Sotrastaurin auf B-Lymphozyten und die durch sie
eingeleitete humorale Immunantwort belegen. Die PKC-f ist fiir die Aktivierung der B-
Lymphozyten essentiell und daher theoretisch ein vielversprechender Ansatzpunkt fiir eine
Immunsuppression nach Transplantation (95). Laut Mitteilung der Firma Novartis vom 27.
Mirz 2012 wird die Weiterentwicklung von Sotrastaurin auf Grund in vivo auftretender

kardiovaskulirer Beschwerden gestoppt.
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2. Zielstellung

Die humorale OrganabstoBung ist ein zentrales Problem nach einer Nierentransplantation.
Dies kann die Nierenfunktion und das Transplantatiiberleben entscheidend beeinflussen. B-
Lymphozyten sind die Vermittler der derzeit noch nicht vollstindig entschliisselten
Abstoflungsmechanismen. Die Aufkldrung dieser Rejektionsvorgidnge sowie einer moglichen
Suppression  der  Funktion und  Aktivierung von  B-Lymphozyten  sind

Forschungsschwerpunkte der Transplantationsmedizin.

Derzeit steht kein zufriedenstellendes Behandlungsrepertoire der humoralen Rejektion zur
Verfiigung. Daher besteht ein groBes Interesse an der detaillierten Aufklarung der Wirkung

bekannter und neuer immunsuppressiver Substanzen auf B-Lymphozyten.

Im Rahmen dieser Arbeit soll der Einfluss der immunsuppressiven Substanzen Sotrastaurin,
MPA und Everolimus einzeln und kombiniert auf die Funktionen primirer humaner B-

Lymphozyten untersucht werden. Im Einzelnen werden folgende Teilaspekte untersucht:

1. Welche Effekte haben Sotrastaurin, MPA und Everolimus isoliert oder in

Kombination auf das Proliferationsverhalten primirer humaner B-Lymphozyten?

2. Welche Wirkung haben die Immunsuppressiva Sotrastaurin, MPA und Everolimus
isoliert oder in Kombination auf die CD80-Exprimierung sowie die IgG- und IgM-Produktion

primdrer humaner B-Lymphozyten?

3. Wirken die Immunsuppressiva Sotrastaurin, MPA und Everolimus isoliert oder in

Kombination auf das Apoptoseverhalten primarer humaner B-Lymphozyten?
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3. Methoden und Material

3.1 Probandenkollektiv

Fiir die vorliegende Studie dienten als Probanden gesunde Spender aus dem Bekanntenkreis
des Doktoranden. Im Zeitraum von Mai bis September 2010 wurden 14 erwachsene Patienten
fiir die Studie rekrutiert. Keiner der Spender hatte ein bekanntes Leiden, das auf eine
Aktivierung oder Suppression des Immunsystems hingedeutet hitte. Ausschlusskriterium in
der Probandengruppe war das Bestehen einer akuten Infektion zum Zeitpunkt der
Blutentnahme oder das Vorliegen einer schweren systemischen Erkrankung. Bei subjektiver
Gesundheit wurden in der Nephrologischen Klinik der Charité Berlin Mitte zwischen 40-60ml
Vollblut pro Spender in Citratrohrchen entnommen. Alle Probanden wurden iiber die
geplanten Untersuchungen aufgekldrt und gaben schriftlich ihre Einwilligung zur
Verwendung ihres Blutes fiir die Versuchsreihe. Je Versuchsreihe wurde Blut von sechs
Spendern untersucht (n=6). Ein positives Votum der Ethikkommission der Charité¢ Berlin lag

vor Beginn der Studie vor (Ethikantragnummer: EA1/133/06).

3.2 Isolierung von mononukleiren Zellen des peripheren Blutes

Die Isolierung von mononukledren Zellen des peripheren Blutes (Peripheral Blood
Mononuclear Cells, PBMC) aus mit Citrat versetztem Vollblut der Probanden erfolgte mittels
Dichtegradientenzentrifugation (78, 96). Bei dieser Art der Gradientenzentrifugation wird die
zu trennende Suspension liber eine geeignete Trennlosung geschichtet und anschlieend bis
zum Erreichen des Sedimentationsgleichgewichtes zentrifugiert, sodass sich die
unterschiedlichen Zellfraktionen entsprechend ihrer Dichte auftrennen. Nach Abschluss der
Zentrifugation befinden sich die mononukledren Zellen in der als weiBllicher Ring
erkennbaren Interphase. Hierzu wurde das Blut mit gleichem Volumen einer
phosphatgepufferten Salzlosung (Phosphat buffered saline, PBS) verdiinnt und in Leucosep-
Rohrchen, die mit 15ml Ficoll befiillt waren, tiberfiihrt. Nach 30 Minuten Zentrifugation bei
RT und 300 x g ordneten sich die PBMC auf Grund des Dichtegradienten zwischen dem
Plasma und dem Separationsmedium an. Dieser ,weile Zellring”“ wurde mit einer
Pasteurpipette abpipettiert, erneut in PBS geldst und bei 1200 rpm bei 4°C fiir 10 Minuten
zentrifugiert. Es erfolgte ein Waschschritt, um restliches Ficoll-Paque Plus und Thrombozyten

zu entfernen. Die Pellets wurden vereinigt und in 12ml PBS aufgenommen.
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3.2.1 Zellen zahlen

AnschlieBend wurden die Zellen unter dem Lichtmikroskop auf einer Neubauer improved

Ziahlkammer gezdhlt und nach der Berechungsformel
Zellen / 0, Imm?**Verdiinnungsfaktor*10°*

die Zellzahl berechnet. Die Ausbeute pro 48ml citratisiertem peripherem Blut lag in der Regel
bei 2-4x10"7 PBMCs. Im Anschluss wurden die Zellen erneut bei 1200rpm und 4°C fiir 10

Minuten mit PBS gewaschen.

3.2.2 Magnetische Zellseparation von CD19-positiven Zellen

Die Expression charakteristischer Oberflichenantigene kann zur Isolierung von einzelnen
Zellpopulationen genutzt werden, wie zum Beispiel CD19 bei den B-Lymphozyten (97-98).
Bei der magnetischen Zellseparation (Magnetic Activated Cell Sorting, MACS) (Miltenyi
Biotec GmbH) werden spezifische Antikdrper gegen Oberflichenantigene, die an
magnetische Partikel gekoppelt sind, verwendet. Die Zellsuspension wird auf eine Trennséule
pipettiert, die eine Matrix aus plastikumhiillten, magnetischen Fasern enthdlt und im Feld
eines Magneten platziert wird. Die Zellen, an die zuvor die Magnetpartikel-gekoppelten
Antikorper gebunden haben, werden zuriickgehalten, wihrend unmarkierte Zellen passieren.
Durch Entfernung der Sdule aus dem magnetischen Feld kénnen im Folgenden die Zellen von
Interesse eluiert und fiir weitere Untersuchungen eingesetzt werden. Zur Anreicherung
Antigen-spezifischer B-Lymphozyten wurden die PBMC bis zu diesem Schritt zweimal mit
PBS gewaschen. Auf Grund der errechneten Zellzahl nach der oben angegebenen
Berechnungsformel wurden zu 10"7 Zellen je 80ul MACS-Puffer und 20ul CDI19
MicroBeads (Miltenyi Biotec) hinzugegeben. Darauthin erfolgte eine gute Durchmischung
und eine 15-miniitige Inkubation bei 4°C im Kiihlschrank. Im Anschluss an diesen
Waschschritt mit MACS-Puffer (10min, 300g, 4°C) folgte das Aufbringen auf die Trennséule.
Nach dreimaligem Durchlaufen mit je 3ml MACS-Puffer wurde die Sdule aus dem
magnetischen Feld entfernt und die CD19-positiven-AK-gekoppelten B-Lymphozyten eluiert.
Aus dem B-Zell-Konzentrat wurden 50ul entnommen, um die Reinheit der Proben mittels

Durchflusszytometrie zu iiberpriifen.
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3.3 Stimulation und Inkubation der Zellen

Damit duBlere Einfliisse wie Nahrstoffangebot oder Temperaturschwankungen den Ansatz
nicht verfélschten, wurden die B-Lymphozyten in einem Néhrmedium mit den Stimulantien
folgender Konzentrationen a-CD40 (1ug/ ml), ODN2006-CPG (2,5uM) und IL-4 (10ng/ ml)
in einem 37°C warmen Inkubationsschrank, bei 5%iger CO, gesittigter Atmosphdre und
98%iger Luftfeuchtigkeit inkubiert. Das Medium der Firma Biochrom AG enthilt neben der
VLE RPMI 1640 Medium-Basis Zusitze von Fetalem Kélberserum (FCS), Glutamin und
Penicillin-Streptomycin (PEST), um optimale Bedingungen fiir die Zellkulturen zu schaffen.
Die Zusammensetzung der Stimulantien war fiir alle Ansétze gleich. Die Stimulantien hatten
die Aufgabe, die B-Lymphozyten in den aktivierten Zustand zu versetzen und dadurch eine
verbesserte Wechselwirkung mit den Immunsuppressiva zu induzieren. ODN2006-CPG
besteht aus synthetischen Oligonucleotiden, die durch Toll-like Rezeptor 9 erkannt werden
und immunstimulative Effekte hervorrufen. In diesem Versuch verwendetes ODN2006-CPG
Typ B aktiviert die B-Lymphozyten besonders stark, stimuliert die IFN-a-Sekretion hingegen
nur schwach. Eine vergleichbare Aufgabe, die B-Lymphozyten zu aktivieren, hatte der a-
CD40-AK in dem Ansatz. In Zusammenspiel mit IL-4 sollte es stimulierende Signale liefern.
IL-4 wird im menschlichen Korper von Mastzellen oder T-Zellen produziert. In unserem
Versuch wurde es hinzugefiigt, um die Kostimulation von a-CD40 zu gewihrleisten und
zudem eine optimale Umgebung fiir die B-Lymphozyten im Medium sicherzustellen. Die
Regulierung von Proliferation, Uberleben und Genexpression sowie Cytokin-Produktion der
B-Lymphozyten erfolgte durch das IL-4. Zur genauen Verteilung der B-Lymphozyten auf die
21 wells wurde ein Mastermix aus Medium und den oben angefiihrten Stimulantien
hergestellt, in dem die B-Lymphozyten gelost wurden. Im Anschluss daran wurden je 200ul

dieser Suspension in ein well gegeben.

3.4 Immunsuppressivazugabe

Um die immunsuppressive Wirkung auf humane B-Lymphozyten zu testen, wurden
Substanzen mit hemmendem Einfluss auf die Proteinkinase-C, die Zellproliferation und das
mTOR-Protein auf die Zellreihen gegeben. Fiir diese Arbeit wurden Sotrastaurin, MPA und
Everolimus untersucht. Neben einer DMSO- und Ethanol-Kontrolle wurden
Verdiinnungsreihen der Immunsuppressiva auf Mediumbasis angesetzt. Sotrastaurin-
Konzentrationen von 5nM bis 500nM, MPA von Ing/ml bis 10ug/ml und Everolimus
aufsteigend von 0,01ng/ml bis 100ng/ml wurden zu den B-Lymphozyten hinzugegeben.
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Unsere Forschungsgruppe wiéhlte Konzentrationen ober- und unterhalb der Talspiegel-Werte,
sowie in dem Bereich der Talspiegel. Diese liegen laut Literatur fiir Sotrastaurin bei 400ng-
1000ng/ml, wobei die von uns verwendeten 500nM 249ng/ml entsprechen (93). Fiir MPA
betragt der Wert 1,0-3,5ug/ml und fiir Everolimus 3-8ng/ml (99-100). Zudem wurde die
Wirkung der Kombinationen bestimmter Konzentrationen auf die B-Lymphozyten untersucht.
Die erste Kombination bestand aus 500nM Sotrastaurin und 100ng/ml MPA. 500nM
Sotrastaurin und 1ng/ml Everolimus bildeten die zweite Kombination. Die letzte
Zweiermischung wurde aus Ing/ml Everolimus und 100ng/ml MPA hergestellt. Die
Kombinierung aller drei Immunsuppressiva erfolgte mit den Konzentrationen 500nM

Sotrastaurin, 1ng/ml Everolimus und 100ng/ml MPA.

3.5 Durchflusszytometrische Messung

Die Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS) ermdglicht die
quantitative Bestimmung von Oberflaichenmolekiilen und intrazelluldren Proteinen durch den
Einsatz fluoreszenzgekoppelter Antikdrper (78). Fluorochrome sind Fluoreszenzfarbstoffe,
die in der Lage sind, Licht einer bestimmten Wellenlédnge zu absorbieren und daraufthin Licht
einer hoheren Wellenlinge mit weniger Energie zu emittieren. Durch Kopplung dieser
Fluorochrome an spezifische Antikorper konnen Zelloberflichenantigene mit Hilfe des
Prinzips der Antigen-Antikorper-Reaktion markiert und quantitativ erfasst werden. Die Zellen
der zu untersuchenden Zellsuspension werden mit Uberdruck und einer geeigneten
Tragerfliissigkeit vereinzelt und am Laserstrahl eines 488nm Argonlasers vorbeigeleitet.
Hierbei kommt es zur Anregung der Elektronen des gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffes, die
nach dem Laserpuls die zuvor absorbierte Energie in Form von Licht einer hoheren
Wellenlidnge wieder abgeben. Neben der Anregung der Fluorochrome wird das auftreffende
Licht durch die Einzelzellen gestreut. Der grofite Anteil des Lichts wird in geringem Winkel
vorwirts gestreut und vom forward light scatter (FSC) aufgenommen, der mit der ZellgroBBe
korreliert. Das MaB} der Zell-Granularitét wird iiber den sideward light scatter (SSC) ermittelt,
der das Seitwirtsstreulicht im 90°-Winkel aufnimmt und es im entsprechenden Verhéltnis
darstellt. Pro Zelle kdnnen gleichzeitig bis zu sechs Parameter erfasst werden. Diese setzen
sich zusammen aus den oben beschriebenen Werten des Vorwérts- und Seitwiértsstreulichtes,
die linear gemessen werden, sowie den Fluoreszenzen der vier Signalkanile (FL), die iiber
eine logarithmische Berechnung ermittelt werden. Jene nutzen an die Zellen gebundene
Antikorper-Fluorochrom-Konjugate, die bei unterschiedlichen Wellenldngen die weitere

Analyse der Zellen ermdglicht. Als Fluorochrome werden Fluoresceinisothiocyanat im ersten
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Fluoreszenzkanal (FITC, FL1) und Propidium lodid (PI, FL3) verwendet. Des Weiteren
finden Phycoerythrin (PE, FL2) und Allophycocyanin (APC, FL4) Verwendung. Diese
Farbstoffe sind an spezifische Antikorper gekoppelt, um den quantitativen Nachweis fiir das
Vorliegen bestimmter Oberflaichenmerkmale zu liefern. Die Proben werden mit FACS-Puffer
verdiinnt und im Durchflusszytometer gemessen. Vor der Messung muss die Probe auf dem
Vortexer durchmischt werden. Uber die Software Cell Quest Pro (Becton Dickinson) werden
die B-Lymphozyten quantifiziert und kdnnen zur Auswertung in die Software Microsoft
Excel (Microsoft) iibertragen werden. Die statistische Analyse erfolgt mit der Software SPSS
(IBM). Die Anwendung des Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests diente der Ermittlung von
signifikanten Abweichungen. Die grafische Darstellung erfolgte mit der Software KyPlot5.0
(KyensLab Incorporated).

3.6 ELISA

Die Methodik des Sandwich-ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) zielt darauf ab,
Antikorper oder Antigene in einer Probe zu erkennen und zu quantifizieren (101-102). Die
Probe wird auf eine mit einem Antikorper vorbehandelte ELISA-Platte gegeben, auf der zuvor
die tiberzdhligen Bindungsstellen mit einer speziellen Losung aus chemisch modifiziertem
Casein tiiberséttigt und folglich blockiert wurden. Dadurch kénnen die Antigene von Interesse
an den AntikOrper anhaften. AnschlieBend wird ein spezifischer Antikorper, an den ein
Enzym gekoppelt ist, iiber die Proben gegeben und an das Antigen gebunden. Durch
zwischengeschaltete Waschschritte mit einer milden Waschlosung werden Proteine oder
nichtgebundene Antikdrper von der Platte entfernt. Im letzen Schritt dieser Methode wird eine
enzymatische Reaktion herbeigefiihrt, welche die Antikdrperbindungen im Photometer

quantitativ darstellt (103).

3.6.1 Proliferationsverhalten

CFSE ist dafiir entwickelt worden, die Proliferation von Zellen nachzuvollziehen (78). Mit
jeder Zellteilung halbiert sich die Intensitit der Farbstofffluoreszenz. Bis zu acht
Zellgenerationen konnen dadurch verfolgt werden. Nach dieser Anzahl an Zellteilungen ist
die Konzentration zu gering, um nachgewiesen zu werden. Allerdings ist CFSE bei zu hohen
Konzentrationen zelltoxisch, was sich bei einer Untersuchung zum Proliferationsverhalten

von humanen Zellen als kontraproduktiv herausstellen konnte. Im Anschluss an das oben
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beschriebene Verfahren zur Gewinnung der PBMCs folgte die Gewinnung reiner B-
Lymphozyten. Nach Eluierung aus der Magnetsdule wurden die B-Lymphozyten vereinigt,
gewaschen und gezédhlt. AnschlieBend wurden sie in 1600ul PBS aufgenommen und mit
400ul Carboxyfluorescein succinimidylester (CFSE) gemischt, was einer zwei mikromolare
Endkonzentration CFSE entsprach. Auf Grund der kovalenten Bindung {ber die
Succinimidyl-Gruppe zu intrazelluldren Molekiilen kann dieser Fluoreszenzfarbstoff fiir viele
Zellzyklen in den Zellen verbleiben. Die Farbung wurde bei Raumtemperatur in Dunkelheit
fiir dreieinhalb Minuten durchgefiihrt. Nach genau dieser Zeitspanne wurde die Reaktion mit
Sml Medium gestoppt und die Zellen gewaschen. Im Anschluss an die Zugabe von 5ml PBS
wurden die Zellen gezihlt und erneut gewaschen. 1,5x10° B-Lymphozyten wurden jeweils in
ein well der Rundbodenplatte {iberfithrt und die bekannten Stimulantien hinzugefiigt. Im
Anschluss daran wurden die bekannten Immunsuppressivakonzentrationen auf die
stimulierten Zellen gegeben. Sotrastaurin, MPA und Everolimus sowie deren Kombinationen
wirkten flir sechs Tage auf die B-Lymphozytenkulturen. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurden zuerst aus jedem well Uberstande entnommen und in Eppendorf-Reaktionsgefie
iiberfiihrt. Sie wurden bei -80°C eingefroren, um fiir eine spétere Analyse der

Immunglobulinproduktion der B-Lymphozyten verwendet zu werden.

Anschliefend wurden die Zellen in FACS-R6hrchen geerntet, indem sie mit mehrmaligen
PBS-Verdiinnungen aus den wells abpipettiert wurden. Nach stichpunktartiger Kontrolle des
vollstindigen Erntens unter dem Mikroskop erfolgte ein weiterer Waschschritt. Zur
Vorbereitung der Durchflusszytometrie wurden die Proben mit dem Antikdrper-gekoppelten
Farbstoff a-CD19-PE vermischt und fiir zwanzig Minuten in den Kiihlschrank gestellt. Die
anschlieBende Messung sollte a-CD19 markierte B-Lymphozyten zeigen, die je nach
Zugehorigkeit zu einer Zellgeneration stirker oder schwécher mit dem CFSE gekennzeichnet
waren. CFSE wurde im ersten FL und a-CD19-PE im zweiten FL aufgetragen. Es wurden
Gates iiber die Zellpopulationen gelegt und die Software Cell Quest Pro ermittelte die

Zahlenwerte der zu unterscheidenden Phasen.

3.6.2 Oberflachenmarker CD&0

Je well wurden 1,5x10° B-Lymphozyten in die 96 well Flachbodenplatten iiberfiihrt. Zur
Messung der Oberflichenmarkerexpression wurden die Zellen unter den oben beschriebenen

Bedingungen im Brutschrank fiir die Dauer von 72 Stunden unter optimalen Voraussetzungen
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inkubiert (78). Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen in FACS-Rohrchen
geerntet, indem sie zweimal mit PBS gespiilt wurden. Nach Zugabe von 2ml PBS erfolgte ein
weiterer Waschschritt. Zur Vorbereitung der Durchflusszytometrie wurde ein Antikdrpermix
in FACS-Puffer auf die Zellen gegeben. Dieser beinhaltete a-CD80-FITC und a-CD19-APC.
CDI19 ist ein Oberflichenmerkmal, das bereits in einer sehr frithen Phase der B-Zell-
Entwicklung auf den B-Lymphozyten exprimiert wird. Nach 20 Minuten Inkubationszeit im
Kiihlschrank wurde in jedes der 21 FACS-Rohrchen ein Milliliter PBS gegeben und
wiederum gewaschen. AbschlieBend wurden noch einmal 250ul FACS-Puffer hinzugegeben.
Das Oberflichenmerkmal CD80 wurde mit Hilfe der Fluoreszenz-gekoppelten Antikdrper
iiber die Durchflusszytometrie quantifiziert. Durch die Zugabe von a-CD19-APC wurden nur
die gesuchten B-Lymphozyten herausgefiltert und im FACS dargestellt. Bis zu 80000

markierte Zellen wurden je Probe gemessen.

3.6.3 Immunglobuline G und M

Die fiir diese Messung nétigen Proben erhielten wir aus den Uberstéinden der B-Zell-Kulturen
der Proliferationsansitze, die fiir sechs Tage im Inkubationsschrank kultiviert worden waren.

Vor der Zellernte wurden Uberstande aus Zellkulturen entnommen und bei -80°C eingefroren.

In unserem Versuch der ELISA Sandwichtechnik wurde ein Carbonat-Bicarbonat Puffer mit
dem pH-Wert 9,6 zur Beschichtung verwendet (101-102). Dieser enthielt eine berechnete
Konzentration an Antikorpern, die die IgG bzw. IgM-Antigene der Proben abfangen und
fixieren sollten. Nachdem die Platte mit einer Waschldsung von Uberschiissen befreit wurde,
wurde in jedes well 200ul einer Blockierungslosung aufgetragen und fiir 30 Minuten
inkubiert. Bei der ablaufenden Reaktion besetzten die Inhaltsstoffe die freien Bindungsstellen
der Platte, um eine Verfdlschung des Ergebnisses zu verhindern. AnschlieBend wurde die
Platte dreimal gewaschen und so fiir die Auftragung mit den Proben vorbereitet. 100ul jeder
1:10 verdiinnten Probe wurde in die vorbehandelten wells transferiert und hatten 60 Minuten
Zeit, an die Antikorper zu binden. Nach flinfmaligem Waschen mit der entsprechenden
Waschlosung wurde je well 100ul einer Antikdrper-Losung hinzugegeben. Diese Antikdrper
waren an das Enzym Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP) gekoppelt. Nach
60 Minuten Inkubation und fiinfmaligem Waschen wurde der finale Arbeitsschritt, die
enzymatische Reaktion, eingeleitet. Dazu wurden 100ul der Enzym-Substrat-Losung auf die

Proben pipettiert. Die Losung beinhaltete Tetramethylbenzidin, welches mit der Peroxidase
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ein blaues Endprodukt bildet. Nach circa zehn Minuten wurde die Reaktion durch die Zugabe
von 100ul zwei-molarer 98%iger Schwefelsdure gestoppt. Die Reaktion war durch den
deutlichen Farbumschlag in einen stabilen gelben Farbkomplex gut zu kontrollieren. Bei einer
Wellenlédnge von 450nm wurde die Farbintensitit der Proben in den wells im ELISA-Reader
gemessen. Die unterschiedlichen Absorptionswerte gaben Aufschluss iiber den Gehalt von

Immunglobulinen.

3.6.4 Apoptose

Es wurde eine Zahl von 1,5x10° B-Lymphozyten in jedes well iiberfithrt. Die zu
untersuchenden Immunsuppressiva wirkten fiir einen Zeitraum von drei Tagen auf die B-

Lymphozyten in der 96 well Flachbodenplatte.

Die Apoptose ist ein normaler physiologischer Prozess, der sowohl in der Entwicklung als
auch im Gewebeumbau stattfindet. Der Ablauf ist durch bestimmte morphologische
Eigenschaften der Zellen gekennzeichnet (104). Dazu gehdren sowohl der Verlust von
Plasmamembran als auch Zellanheftung, die Kondensation des Zytoplasmas und des
Zellkerns, sowie die internukleosomale Spaltung der DNA. Der Verlust der Plasmamembran
ist eines der ersten Merkmale. In apoptotischen Zellen kehrt sich das Membranphospholipid
Phosphatidylserin (PS) von innen nach auBlen und wird dadurch der extrazelluldren
Umgebung prisentiert (105-106). Das Annexin V ist ein Calcium-abhédngiges Phospholipid-
bindendes Protein, das eine hohe Affinitdt zu PS aufweist und daher an PS-exprimierende
Zellen bindet (105, 107). Annexin V kann mit Fluorochromen, wie FITC, gekoppelt werden.
Durch diese Kombination kdnnen Zellen, die sich im Apoptosestadium befinden, mit hoher
Sensitivitdt gefunden und iiber die Durchflusszytometrie quantifiziert werden. Annexin V-
FITC kann die friihe Phase der Apoptose durch das nach auflen gekehrte PS besser und
schneller anzeigen als Untersuchungen, die auf Kernverdnderungen, wie beispielsweise der
DNA-Teilung, basieren. Die Annexin V-FITC Firbung geht mit dem Verlust der
Membranintegritit einher, welche die spit-apoptotische Phase einleitet. Ursache kann
entweder ein apoptotischer oder durch Trauma ausgeloster nekrotischer Prozess sein. Deshalb
wird die Annexin V-FITC Férbung immer in Kombination mit einem vital-Marker Farbstoff,
wie z.B. Propidium lodid (PI), durchgefiihrt, welches die Abgrenzung friih-apoptotischer
Zellen erlaubt. Die Angaben iiber den Firbezustand der Proben geben Aufschluss iiber die

Stadien der Apoptose, in der sich die Zellen befinden (Tab.1).
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Stadium Annexin V-FITC Propidium lodid
Vital negativ negativ
Friih-apoptotisch positiv negativ
Spét-apoptotisch positiv positiv
Tot negativ positiv

Tab.1 Zuordnung des Vitalitits- bzw. Apoptosestadiums humaner B-Lymphozyten auf Grund positiver
bzw. negativer Firbeergebnisse durch Annexin V-FITC und Propidium Iodid

Nach der Zellernte und den anschlieBenden Waschschritten wurden den Proben Annexin V-
FITC und PI hinzugefiigt. Der hierfiir bendtigte Mastermix enthielt 100ul binding buffer, Sul
Annexin V-FITC sowie 5ul PI. Nach vorsichtigem Durchmischen wurden die Proben bei
Raumtemperatur fiir 15 Minuten inkubiert. Vor der durchflusszytometrischen Messung

wurden erneut jeder Probe 200ul binding buffer hinzugefiigt.

Es wurden bis zu 80000 Zellen je Probe gemessen und mit der Cell Quest Pro Software
(Becton Dickinson) ausgewertet. Fiir die Auswertung wurden zweidimensionale Punktbilder
(Dot Plots) erstellt, bei der auf der X-Achse das Signal eines Fluoreszenzkanals gegeniiber
dem Signal eines anderen Kanals auf der Y-Achse aufgetragen wurde und jeder dargestellte
Punkt einer gemessenen Zelle entsprach. Mit der Auswertungssoftware Cell Quest Pro
(Becton Dickinson) konnte eine differenzierte Auswertung separater Zellpopulationen
erfolgen. Hierfiir konnten durch das Auftragen der Groen FSC gegen SSC im Diagramm
einzelne Leukozytenpopulationen unterschieden werden, aus denen durch Anlegen definierter
Gates die B-Zell-Population herausgestellt werden konnte. Zur Auftragung der mit Annexin-

V-FITC und PI geférbten B-Lymphozyten wurden FL 1 und FL 3 verwendet.



3.7 Materialen

Reagenzien

autoMACS Running Buffer
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethanol

Fetales Kélberserum (FCS)
Leucosep

L-Glutamin
Nuclease-freies Wasser
Penicillin

Phosphatgepufferte Kochsalzlgsung ohne

Calcium/ Magnesium (PBS)
Streptomycin
VLE RPMI 1640 Medium

Farbstoffe

Carboxyfluorescein succinimidylester
(CFSE)

Stimulantien

Monoclonal Anti-human

CD40/ TNFRSF5 Antibody

ODN 2006 Type B CpG

oligonucleotide — Human TLRO ligand
Recombinant Human IL-4

Immunsuppresive Substanzen
Everolimus

Mycophenolséure

Sotrastaurin

Puffer und Medien

FACS-Puffer
RPMI-Medium
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Miltonyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland

J.T. Baker, Phillipsburg, USA

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Ambion, Austin, USA

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

R&D Systems, Minneapolis, USA

InvivoGen, San Diego, USA
PeproTech, Rocky Hill, USA

Sigma, Saint Louis, USA
Sigma, Saint Louis, USA
Novartis, Pharma GmbH, Niirnberg, Deutschland

2 % FCS; 0,1%(w/v) NaN; in PBS
500ml RPMI, 50ml FCS, 5ml Glu, 5ml PEST
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Kommerzielle Versuchssysteme (Kits)

Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit I Becton, Dickinson and Company, Heidelberg,

ELISA Starter Accessory Package
Human IgG ELISA Quantitation Kit
Human IgM ELISA Quantitation Kit

Antikorper gekoppelte Farbstoffe

Anti-human CD19 APC
Anti-human CD19 Mouse PE
Anti-human CD25 Mouse PE

Anti-human CD80 FITC

Gerite/ Software

Autoklav
Brutschrank CellHouse 200
Cell Quest Pro

Elektrische Pipettierhilfe Accu-Jet
EndNote X4
FACS-Calibur mit 488nm Argonlaser

Gefrierschrianke
Kiihlschrianke

KyPlot 5.0
Lichtmikroskop DMIL

Microsoft Excel

Neubauer improved Zahlkammer
Pipette Reference

Quadro MACS, MACS Columns und
Micro Beads

Reinraumarbeitsbank Laminair 2000
SPSS Statistics
Vakuum-Sicherheits-Absaugsystem
SUE 30

Vakuum-Zentrifuge Concentrator 5301
Vortexmixer

Zentrifuge, Multifuge 2.0 3 S-R

Deutschland

Bethyl Laboratories INC
Bethyl Laboratories INC
Bethyl Laboratories INC

Becton, Dickinson and Company, Heidelberg,
Deutschland
Becton, Dickinson and Company, Heidelberg,
Deutschland
Becton, Dickinson and Company, Heidelberg,
Deutschland
Becton, Dickinson and Company, Heidelberg,
Deutschland

Gossner, Hamburg, Deutschland

Heto RS Biotech, Irvine, UK

Becton, Dickinson and Company, Heidelberg,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland
Thomson Reuters, Carlsbad, USA

Becton, Dickinson and Company, Heidelberg,
Deutschland

Bosch, Stuttgart, Deutschland

Liebherrr, Ochsenhausen, Deutschland
KyensLab Incorporated, Tokyo, Japan

Leica Mikrosysteme Vertriecb GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Microsoft, Redmond, USA

Carl Roth AG, Arlesheim, Schweiz
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
IBM Deutschland GmbH, Ehningen, Deutschland

Heto RS Biotech, Irvine, UK

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Scientific Industries, Inc., New York, USA
Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland



Verbrauchsmaterial

96-well Flachbodenplatten
96-well Rundbodenplatten

BD Vacutainer

BD Valu-Set

Combitip

Einwegpipetten (5ml, 10ml, 25ml)
Eppendorf-Reaktionsgefille
(0.5ml, 1,5ml, 2ml)

Falcon Conical Tubes 15ml

Falcon Conical Tubes 50ml

Pasteurpipetten

Becton, Dickinson and Company, Heidelberg,
Deutschland

Becton, Dickinson and Company, Heidelberg,
Deutschlan

Becton, Dickinson and Company, Heidelberg,
Deutschland

Becton, Dickinson and Company, Heidelberg,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Greiner, Niirtingen, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Becton, Dickinson and Company, Heidelberg,
Deutschland

Becton, Dickinson and Company, Heidelberg,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

29
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4. Ergebnisse

Die folgenden Ausfiihrungen zeigen die Ergebnisse der Untersuchungen zum Einfluss der
immunsuppressiven Substanzen Sotrastaurin, MPA und Everolimus auf die Funktionen
stimulierter humaner B-Lymphozyten. In den gesamten in vitro durchgefiihrten Versuchen
wurden die B-Lymphozyten mit a-CD40, IL-4 und ODN2006-CPG stimuliert. Die in den
Abbildungen dargestellten Analysen resultieren aus sechs unabhdngigen Experimenten,
welche mit Probenmaterial von sechs verschiedenen gesunden Blutspendern durchgefiihrt
wurden (n=6). Um zusitzlich mogliche Wechselwirkungen oder additive Effekte der
Immunsuppressiva und die resultierende Wirkung auf die Zellprozesse zu untersuchen,
wurden Sotrastaurin, MPA und Everolimus kombiniert. Die Kombination aus zwei
Substanzen wurde einer einzelnen in der Kombination enthaltenen Substanz
gegeniibergestellt. Die Wirkung der Verkniipfung aller drei Immunsuppressiva wurde gegen
jede einzelne Substanz und gegen die Zweier-Kombinationen aufgetragen. Um eine Aussage
iber die reine Wirksamkeit der Immunsuppressivakombination zu erhalten, wurden
statistische Unterschiede zum Mittelwert der Kontrollen gesucht. Fiir die Untersuchungen der
Kombinationen wurden stets 500nM Sotrastaurin, 1ng/ml Everolimus und 100ng/ml MPA

verwendet, um potentielle additive Effekte als solche erkennen zu kénnen.

4.1 Beeinflussung des Zellteilungsverhaltens von B-Lymphozyten durch
immunsuppressive Substanzen

Der Einfluss der zu untersuchenden Immunsuppressiva auf die Proliferation der humanen B-
Lymphozyten wurde nach sechs Tagen Stimulation mit Hilfe der Durchflusszytometrie
untersucht. Die Quantifizierung der proliferierten B-Lymphozyten im FACS erfolgte nach
Féarbung mit CFSE und a-CD19-PE (Abb. 2 A-D).
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Abb. 2 Darstellung der Proliferation humaner B-Lymphozyten unter dem Einfluss der
Losemittelkontrolle und immunsuppressiver Substanzen in der FACS-Analyse nach Firbung mit CFSE
(FL1) und a-CD19-PE (FL2). Die Wirkung der Kontrolllssung (A), sowie den hochsten verwendeten
Konzentration Sotrastaurin (B), MPA (C) und Everolimus (D) werden gezeigt. Im rechten Bildabschnitt liegen
die B-Lymphozyten der Ausgangspopulation. Im mittleren und linken Anteil des FACS-Bildes sieht man die
Tochterpopulationen der proliferierten B-Lymphozyten. Die Daten eines représentativen Probanden werden
gezeigt.

Die Auswertung der Daten aller Versuchsreihen ergab, dass mit 5SnM Sotrastaurin behandelte
B-Lymphozyten ein vergleichbares proliferatives Verhalten zeigten wie in der Kontrolllosung
kultivierte Zellen. B-Lymphozyten, welche mit 50nM und 500nM Sotrastaurin behandelt
wurden, wiesen eine signifikant gesteigerte Proliferation verglichen mit der
Losemittelkontrolle auf (Abb. 3 A). Die Untersuchung zeigte weiterhin, dass MPA und
Everolimus im Vergleich zur Kontrolle eine signifikant hemmende Wirkung auf die
Proliferation der B-Lymphozyten hatten. Dies galt fiir MPA ab 100ng/ml und fiir alle
analysierten Everolimus-Konzentrationen (Abb. 3 B+C). Die Effekte auf die B-Zell-

Proliferation waren dosisabhingig.
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Abb. 3 Auswirkungen von immunsuppressiven Substanzen auf das Proliferationsverhalten humaner B-
Lymphozyten. Nach CFSE-Fiarbung, 6d Stimulation und Behandlung erfolgte die FACS-Analyse. B-
Lymphozyten unter Sotrastaurin-Einfluss (A) zeigen ab der mittleren Konzentration eine signifikant gesteigerte
Proliferationsrate im Vergleich zur Losemittelkontrolle. In der MPA-Versuchsreihe (B) ist ein signifikant
hemmender Einfluss auf die Teilungsrate ab einer mittleren Konzentration zu verzeichnen verglichen mit der
Kontrolllosung. Jede Konzentration von Everolimus (C) sorgt fiir eine signifikante Proliferationshemmung
entgegen der Kontrolle.
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Die Konzentrationen MPA und Everolimus, welche in den Kombinationsexperimenten
verwendet wurden, zeigten in der isolierten B-Lymphozyten-Behandlung eine signifikant
hemmende Wirkung auf die Zellteilung (Abb. 3 B+C). Eine Dosis von 500nM Sotrastaurin
hingegen fiihrte zu einer signifikant erhohten B-Zell-Proliferationsrate im Vergleich zur

Wirkung der Losemittelkontrolle (Abb. 3 A).

Alle Zweier-Kombinationen und auch die Dreier-Kombination der Immunsuppressiva riefen
im Vergleich zur Losemittelkontrolle eine signifikant verringerte Proliferation der B-
Lymphozyten hervor. Zum Teil erzielten die Zweier-Kombinationen gegeniiber der isolierten
Administration signifikante Unterschiede. So wurde das Proliferationsverhalten der B-
Lymphozyten abhéingig von Behandlung gesteigert, gehemmt oder blieb gleich (Abb.4 A-C).
Die Dreier-Kombination hemmte zum groBen Teil die Proliferation der B-Lymphozyten

gegeniiber den Einzel-Administrationen sowie den Zweier-Kombinationen (Abb. 5).
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Abb. 4 Auswirkungen von zwei Kkombinierten immunsuppressiven Substanzen auf das
Proliferationsverhalten humaner B-Lymphozyten. Nach CFSE-Féarbung, 6d Stimulation und Behandlung
erfolgte die FACS-Analyse. B-Lymphozyten unter Einfluss der Zweier-Kombinationen werden gegeniiber der
Losemittelkontrolle signifikant gehemmt. Entgegen den einzelnen enthaltenen Substanzen ist dies nicht immer
der Fall (A-C).
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Abb. 5 Auswirkungen von drei kombinierten immunsuppressiven Substanzen auf das
Proliferationsverhalten humaner B-Lymphozyten. Nach CFSE-Féarbung, 6d Stimulation und Behandlung
erfolgte die FACS-Analyse. Die hemmende Wirkung der Dreier-Kombination auf die B-Lymphozyten ist
signifikant gegeniiber den meisten zu vergleichenden Administrationen.
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4.2 Einfluss von immunsuppressiven Substanzen auf die CD80-
Exprimierung humaner B-Lymphozyten

Stimulierte humane B-Lymphozyten wurden nach drei Tagen Inkubation geerntet, mit a-

CDS80-FITC und a-CD19-APC gefarbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert.

Die untersuchten Konzentrationen Sotrastaurin hemmten die Exprimierung des
Oberflichenmarkers gegeniiber den Effekten der Losemittelkontrolle nicht (Abb. 6 A). MPA
minderte die CD80-Exprimierung ab einer Konzentration von 100ng/ml im Vergleich mit der
Losemittelkontrolle signifikant (Abb. 6 B). Alle analysierten Everolimus-Konzentrationen
riefen eine signifikante Hemmung verglichen mit der Behandlung in der Kontrolllosung
hervor (Abb. 6 C). Die Auswirkungen auf die CD80-Exprimierung von MPA und Everolimus

waren dosisabhingig.
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Abb. 6 Einfluss von immunsuppressiven Substanzen auf die CD80-Exprimierung humaner B-
Lymphozyten. Nach 72h Stimulation und Behandlung, Farbung mit a-CD80-FITC und a-CD19-APC erfolgte
die Analyse im FACS. Sotrastaurin (A) erzeugt keine signifikante Hemmung der Oberflachenmerkmal-
Exprimierung gegeniiber der Kontrolle. MPA (B) bewirkt ab einer hohen Konzentration und Everolimus (C) in
allen gemessenen Konzentrationen eine signifikant verminderte Exprimierung von CD80 verglichen mit der
Losemittelkontrolle.

Im Gegensatz zu Sotrastaurin verursachten MPA und Everolimus in den fiir die
Kombinationsversuche verwendeten Konzentrationen eine signifikante Hemmung der CD80-

Exprimierung auf den B-Lymphozyten in Bezug auf die Losemittelkontrolle (Abb. 6 A-C).

Die Kombinationen Sotrastaurin/ MPA und Sotrastaurin/ Everolimus fiihrten gegeniiber der
Losemittelkontrolle zu keiner signifikanten Hemmung der CD80-Exprimierung (Abb. 7
A+B). Hingegen hemmte die Kombination MPA/ Everolimus und auch die Dreier-
Kombination verglichen mit der Kontrolllosung das Oberflaichenmolekiil CD80 signifikant
(Abb. 7 C, Abb. 8). Zum Teil bewirkten die Zweier-Kombinationen eine signifikante
Hemmung der CD80-Exprimierung entgegen den Einzel-Administrationen. Dabei zeigten
sich signifikant erhohte, im Fall von Sotrastaurin/ Everolimus gegeniiber Everolimus jedoch
auch verringerte Werte. Abhéngig von der Behandlung @nderte sich die Exprimierung der
Oberflachenmolekiile teilweise nicht signifikant (Abb. 7 A-C). Ein dhnliches Verhalten wies
die Dreier-Kombination gegeniiber den FEinzel-Administrationen und den Zweier-

Kombinationen auf (Abb. 8).
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Abb. 7 Einfluss von zwei kombinierten immunsuppressiven Substanzen auf die CD80-Exprimierung
humaner B-Lymphozyten. Nach 72h Stimulation und Behandlung, Farbung mit a-CD80-FITC und a-CD19-
APC erfolgte die Analyse im FACS. Die Wirkung der Kombination MPA/Everolimus ist gegeniiber der
Losemittelkontrolle signifikant. Entgegen der einzelnen enthaltenden Substanzen wirken die Zweier-
Kombinationen groftenteils signifikant hemmend (A-C).
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Abb. 8 Einfluss von drei kombinierten immunsuppressiven Substanzen auf die CD80-Exprimierung
humaner B-Lymphozyten. Nach 72h Stimulation und Behandlung, Farbung mit a-CD80-FITC und a-CD19-
APC erfolgte die Analyse im FACS. Die Wirkung aller drei Substanzen zusammen ist gegeniiber der
Lésemittelkontrolle signifikant. Die Dreier-Kombination beeinflusst die Exprimierung des Oberflaichenmolekiils
gegeniiber den Einzel-Administrationen sowie den Zweier-Kombinationen nur selten signifikant.

4.3 Auswirkungen von immunsuppressiven Substanzen auf die Produktion
von IgG und IgM durch humane B-Lymphozyten

Im Rahmen der Studie wurde der Einfluss der immunsuppressiven Substanzen Sotrastaurin,
MPA und Everolimus auf die Produktion der Immunglobuline G und M analysiert. Aus
Kulturen stimulierter und behandelter humaner B-Lymphozyten wurden nach sechs Tagen

Uberstéinde entnommen und im ELISA quantifiziert.

4.3.1 Einfluss auf die IgG-Produktion

Die B-Lymphozyten wurden, im Vergleich zur Wirkung der Losemittelkontrolle, durch keine
der untersuchten Konzentrationen Sotrastaurin an der Produktion von IgG gehemmt (Abb. 9
A). MPA hemmte ab einer Dosis von 1pug/ml und Everolimus ab 0,1ng/ml die [gG-Produktion
signifikant entgegen der Kontrolle (Abb. 9 B+C). Der Einfluss von MPA und Everolimus auf

die Immunglobulinproduktion war dosisabhingig.
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Abb. 9 Auswirkungen von immunsuppressiven Substanzen auf die IgG-Produktion humaner B-
Lymphozyten. Die Auftragung erfolgt gegen die Kontrolle, dargestellt als 100%-Linie. Im Bezug auf die
Losemittelkontrolle zeigt Sotrastaurin (A) keine signifikante Hemmung der Produktion von IgG. MPA (B) und
Everolimus (C) hemmen ab einer hohen bzw. mittleren Dosis die IgG-Produktion signifikant.
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Die in den Kombinationen verwendeten Konzentrationen von MPA und Everolimus sorgten
in der Einzelbehandlung der Proben im Gegensatz zu 500nM Sotrastaurin fiir eine
signifikante Hemmung der IgG-Produktion im Vergleich zur Losemittelkontrolle (Abb. 9 A-
O).

Alle untersuchten Kombinationen der drei Immunsuppressiva bewirkten in Bezug auf die
Losemittelkontrolle eine signifikante Hemmung der Produktion von IgG. Die Zweier-
Kombinationen bewirkten zum Teil eine signifikante Hemmung der IgG-Produktion. So
wurden abhidngig von der Administration die B-Lymphozyten an der Produktion des
Immunglobulins signifikant gehemmt bzw. die Aktivitdt blieb unveréndert (Abb. 10 A-C).
Die Dreier-Kombination verursachte gegeniiber den Einzel-Administrationen und den

Zweier-Kombinationen zum grof3en Teil signifikante Unterschiede (Abb. 11).
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Abb. 10 Auswirkungen von zwei kombinierten immunsuppressiven Substanzen auf die IgG-Produktion
humaner B-Lymphozyten. Die Auftragung erfolgt gegen die Kontrolle, dargestellt als 100%-Linie. Ein
signifikanter Unterschied im Bezug auf die Losemittelkontrolle ist mit einem * gekennzeichnet. Die Wirkung der
Zweier-Kombinationen hemmt nur vereinzelt die Produktion von IgG gegeniiber den einzelnen enthaltenen
Substanzen signifikant.
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Abb. 11 Auswirkungen von immunsuppressiven Substanzen auf die IgG-Produktion humaner B-
Lymphozyten. Die Auftragung erfolgt gegen die Kontrolle, dargestellt als 100%-Linie. Ein signifikanter
Unterschied im Bezug auf die Losemittelkontrolle ist mit einem * gekennzeichnet. Die Dreier-Kombination zeigt
teilweise eine signifikante Hemmung entgegen den Einzel-Administrationen und den Zweier-Kombinationen.
Nur gegeniiber Everolimus und MPA/Everolimus war kein signifikanter Unterschied zu erkennen.

4.3.2 Einfluss auf die [gM-Produktion

Die IgM-Produktion verringerte sich unter Einfluss von 500nM Sotrastaurin verglichen mit
der Kontrolllosung signifikant, wohingegen die 5nM und 50nM-Konzentrationen keinen
Effekt verursachten (Abb. 12 A). Weiterhin produzierten B-Lymphozyten gegeniiber der
Kontrolllosung signifikant weniger IgM ab Dosen von 100ng/ml MPA oder ab der niedrigsten
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Konzentration von 0,01ng/ml Everolimus (Abb. 12 B+C). Der Einfluss von MPA und

Everolimus auf die Immunglobulinproduktion war dosisabhéngig.
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Abb. 12 Auswirkungen von immunsuppressiven Substanzen auf die IgM-Produktion humaner B-
Lymphozyten. Die Auftragung erfolgt gegen die Kontrolle, dargestellt als 100%-Linie. Ein signifikanter
Unterschied im Bezug auf die Losemittelkontrolle ist mit einem * gekennzeichnet. Eine sehr hohe Dosis
Sotrastaurin (A) verursacht eine signifikante Hemmung der IgM-Produktion. MPA (B) hemmt ab einer
Konzentration von 100ng/ml und Everolimus (C) ab der niedrigsten untersuchten Konzentration die Produktion
von IgM signifikant.
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Die in den Kombinationsexperimenten eingesetzten Konzentrationen Sotrastaurin, MPA und
Everolimus bewirkten in der Einzelbehandlung gegeniiber der Kontrolllosung eine

signifikante Hemmung der IgM-Produktion (Abb. 12 A-C).

Eine Auftragung aller Kombinationen der immunsuppressiven Substanzen gegen die
Losemittelkontrolle ergab ausnahmslos eine signifikante Hemmung der IgM-Produktion
durch B-Lymphozyten. Die Produktion des Immunglobulins M wurde durch die Behandlung
mit den Zweier-Kombinationen nur zum Teil gegeniiber den Einzel-Administrationen
signifikant gehemmt. Dabei édnderte sich in Abhéngigkeit von der Behandlung die IgM-
Produktion oder blieb unverdndert (Abb. 13 A-C). Die Dreier-Kombination erwirkte so gut
wie keinen signifikanten Unterschied entgegen der Administration von einem oder zwei

kombinierten immunsuppressiven Substanzen (Abb. 14).
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Abb. 13 Auswirkungen von immunsuppressiven Substanzen auf die IgM-Produktion humaner B-
Lymphozyten. Die Auftragung erfolgt gegen die Kontrolle, dargestellt als 100%-Linie. Ein signifikanter
Unterschied im Bezug auf die Losemittelkontrolle ist mit einem * gekennzeichnet. Die Wirkung der Zweier-
Kombinationen hemmt nur vereinzelt die Produktion von IgM gegeniiber den einzelnen enthaltenen Substanzen
signifikant.
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Abb. 14 Auswirkungen von immunsuppressiven Substanzen auf die IgM-Produktion humaner B-
Lymphozyten. Die Auftragung erfolgt gegen die Kontrolle, dargestellt als 100%-Linie. Ein signifikanter
Unterschied im Bezug auf die Losemittelkontrolle ist mit einem * gekennzeichnet. Die Dreier-Kombination zeigt
nur gegeniiber Sotrastaurin eine signifikante Hemmung bei Betrachtung der Einzel-Administrationen und der
Zweier-Kombinationen.

4.4 Einfluss von immunsuppressiven Substanzen auf das Apoptoseverhalten
von B-Lymphozyten

Um einen Einblick zu erhalten, wie die verwendeten Immunsuppressiva auf die stimulierten
humanen B-Lymphozyten wirkten, wurde eine Versuchsreihe zur Apoptose durchgefiihrt.
Nach einer Inkubationszeit von drei Tagen wurden die B-Lymphozyten mit Annexin-V-FITC/

PI gefirbt. In der anschlieBenden durchflusszytometrischen Analyse wurden die
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verschiedenen Apoptosestadien quantifiziert. Vitale B-Lymphozyten konnten von friih-

apoptotischen, spat-apoptotischen und toten Zellen unterschieden werden (Abb. 15).
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Abb. 15 Darstellung humaner stimulierter B-Lymphozyten in der FACS-Analyse nach Firbung mit
Annexin-V-FITC/ PI. Der untere linke Quadrant enthilt vitale B-Lymphozyten, der untere rechte Quadrant
zeigt frith-apoptotische B-Lymphozyten, der obere rechte Quadrant enthélt spét-apoptotische B-Lymphozyten
und im oberen linken Quadranten sind tote B-Lymphozyten zu sehen. Die Daten eines reprisentativen
Probanden werden gezeigt.

Friith-apoptotische, spét-apoptotische und tote B-Lymphozyten wurden bei der Analyse aller
Experimente den vitalen B-Lymphozyten gegeniibergestellt. Die Untersuchungen zeigten,
dass Sotrastaurin teilweise einen signifikanten Einfluss auf das Apoptoseverhalten der B-
Lymphozyten hatte. Der Anteil an vitalen B-Lymphozyten &nderte sich nur bei einer
Konzentration von 50nM signifikant gegeniiber der Ldsemittelkontrolle (Abb. 16 A). Bei
dieser Konzentration, wie auch bei den weiteren, zeigten sich keine signifikanten Einfliisse
auf den Anteil der frith- und spét-apoptotischen Zellen im Vergleich zur Kontrolllsung (Abb.
16 B+C). Der sehr geringe Anteil von toten B-Lymphozyten &dnderte sich bei jeder
untersuchten Konzentration rechnerisch signifikant (Abb. 16 D). Eine Administration der
hochsten Dosis Sotrastaurin von 500nM zeigte keinen signifikanten Einfluss auf die Vitalitét
der B-Lymphozyten und bewirkte keine signifikante Anderung des friih- und spiit-
apoptotischen Anteils. Allerdings war eine Tendenz zu erkennen, die auf einen &hnlichen

Effekt hindeutete, wie ihn die 50nM-Dosis verursacht hatte (Abb. 16 A-C).
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Abb. 16 Einfluss verschiedener Konzentrationen Sotrastaurin auf den Anteil vitaler, friih- und spiit-
apoptotischer sowie toter humaner B-Lymphozyten gegeniiber der Losemittelkontrolle. Nur die mittlere
Konzentration Sotrastaurin mindert den Anteil vitaler B-Lymphozyten signifikant (A). Der Anteil frith- oder
spat-apoptotischer B-Lymphozyten zeigt unter Sotrastaurin-Administration keine signifikante Verdnderung
(B+C). Jede Behandlung mit Sotrastaurin fiihrt zur signifikanten Anderung des Anteils toter B-Lymphozyten,
bei sehr geringer Zellzahl (D).

Aus der Behandlung mit MPA resultierte kaum ein signifikanter Einfluss auf das
Apoptoseverhalten der B-Lymphozyten im Vergleich mit der Losemittelkontrolle. Ab der
niedrigsten Konzentration von Ing/ml bis zur hochsten Konzentration von 10pug/ml MPA
blieb eine Wirkung auf den Anteil vitaler B-Lymphozyten aus (Abb. 17 A). In der
Gegenkontrolle der frith- und spét-apoptotischen B-Lymphozyten war kein nennenswerter
Effekt zu beobachten. Die beiden hochsten Konzentrationen MPA bewirkten einen
rechnerisch signifikanten Unterschied im Anteil frith-apoptotischer B-Lymphozyten (Abb. 17
B+C). Ebenso wies der Anteil toter B-Lymphozyten eine rechnerisch signifikante

Abweichung von der Losemittelkontrolle bei 100ng/ml auf (Abb. 17 D).
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Abb. 17 Einfluss verschiedener Konzentrationen MPA auf den Anteil vitaler, frith- und spit-
apoptotischer sowie toter humaner B-Lymphozyten gegeniiber der Liosemittelkontrolle. Keine untersuchte
Konzentration MPA verringert den Anteil vitaler oder spit-apoptotischer B-Lymphozyten signifikant (A+C).
Vereinzelt zeigen sich rechnerisch signifikante Abweichungen des Anteils friih-apoptotischer und toter B-
Lymphozyten durch hohe Konzentrationen MPA (B+D).

Ein dhnliches Verhalten zeigten die B-Lymphozyten unter dem Einfluss von Everolimus. Der
Anteil vitaler und spét-apoptotischer B-Lymphozyten wurde durch Konzentrationen zwischen
0,0lng/ml und 100ng/ml Everolimus nicht beeinflusst (Abb. 18 A+C). Vereinzelte
Konzentrationen Everolimus bewirken rechnerisch signifikante Abweichungen im Anteil

frith-apoptotischer und toter B-Lymphozyten (Abb. 18 B+D).
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Abb. 18 Einfluss verschiedener Konzentrationen Everolimus auf den Anteil vitaler, frith- und spit-
apoptotischer sowie toter humaner B-Lymphozyten gegeniiber der Liosemittelkontrolle. Keine untersuchte
Konzentration Everolimus verringert den Anteil vitaler oder spit-apoptotischer B-Lymphozyten signifikant
(A+C). Die Analyse ergibt vereinzelt rechnerisch signifikante Abweichungen des Anteils frith-apoptotischer und
toter B-Lymphozyten durch hohe Konzentrationen Everolimus (B+D).

Die immunsuppressiven Substanzen =zeigten in den fiir die Kombinationsversuche
ausgewdhlten Konzentrationen allein keinen Einfluss auf den Anteil vitaler B-Lymphozyten
(Abb.16 A, 17 A, 18 A). Auch in der Gegenkontrolle wurde keine Zunahme des Anteils spét-
apoptotischer B-Lymphozyten im Vergleich zur Losemittelkontrolle verzeichnet (Abb. 16 C,
17 C, 18 C). Die Behandlung mit den immunsuppressiven Substanzen bewirkte im Anteil
friih-apoptotischer und toter B-Lymphozyten rechnerisch signifikante Anderungen gegeniiber
der Kontrolllosung (Abb. 16 B+D, 17 B+D, 18 B+D). Daher wurden die friih- und spét-
apoptotischen sowie toten B-Lymphozyten in der Analyse der Kombinationen

zusammengefasst und dem Anteil vitaler B-Lymphozyten gegeniibergestellt.

Eine Zweier-Kombination verursachte im Vergleich zur Losemittelkontrolle einen signifikant
verringerten Anteil vitaler B-Lymphozyten (Abb. 19 A). Die Gegenkontrolle zeigte einen
signifikanten Anstieg des zusammengefassten Anteils friih-, spit-apoptotischer und toter B-
Lymphozyten bei der gleichen Kombination (Abb. 19 B). Zum Teil erzielten die Zweier-
Kombinationen gegeniiber der isolierten Administration signifikante Unterschiede. Diese
spiegelten sich in der Gegenkontrolle in einer Zu- bzw. Abnahme der komplementiren
Anteile wider. In Abhéingigkeit von der Behandlung stieg der Anteil vitaler B-Lymphozyten
oder blieb unverdndert. Die Dreier-Kombination bewirkte hingegen keine signifikanten
Abweichungen des Anteils vitaler B-Lymphozyten entgegen den Einzel-Administrationen
oder den Zweier-Kombinationen. Die Betrachtung des zusammengefassten Anteils friih-,
spét-apoptotischer und toter B-Lymphozyten bestétigte die fehlende Auswirkung auf das
Apoptoseverhalten humaner B-Lymphozyten (Abb.19 A+B).
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Abb. 19 Darstellung des Anteils vitaler (A) und friih-, spit-apoptotischer sowie toter (B) B-Lymphozyten
nach Behandlung mit Inmunsuppressiva und deren Kombinationen. Die Behandlung mit der Kombination
MPA/ Sotrastaurin oder MPA/ Everolimus hat einen signifikant geringeren Anteil vitaler B-Lymphozyten
gegeniiber der isolierten Behandlung mit MPA zur Folge. Die Kombination Sotrastaurin/ MPA verringert den
Anteil vitaler B-Lymphozyten verglichen mit der Losemittelkontrolle signifikant (A). Die Gegenkontrolle zeigt
eine signifikante Zunahme der Anteile frith-, spat-apoptotischer und toter B-Lymphozyten bei Betrachtung genau
dieser Behandlungen (B). Alle weiteren Vergleiche blieben ohne signifikante Unterschiede.
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5. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Einflusses von Sotrastaurin, MPA und
Everolimus auf stimulierte humane B-Lymphozyten, isoliert und in Kombination in vitro. Die
Proliferation, die Exprimierung des Kostimulationsmolekiils CD80, die Produktion von IgG
und IgM, sowie das Apoptoseverhalten sind Teil der Aktivierungsprozesse, die zur
TransplantatabstoBung fiihren kdnnen und wurden daher von uns analysiert. Die Ergebnisse
unserer Untersuchungen zeigen, dass Sotrastaurin keine signifikante Hemmung der B-
Lymphozyten-Funktionen in vitro verursacht. MPA und Everolimus verursachten dagegen in
unseren Untersuchungen eine signifikante und dosisabhidngige Hemmung der humanen B-
Lymphozyten-Funktionen in vitro. Ein signifikanter Einfluss auf das Apoptoseverhalten war
nicht zu verzeichnen. Die Kombination der Immunsuppressiva rief unterschiedliche

Ergebnisse hervor, welche im Folgenden detaillierter diskutiert werden.

5.1 Immunsuppressiva-Wirkung auf die Proliferation humaner B-
Lymphozyten in vitro

Die Proteinkinase C ist ein essentieller Bestandteil der intrazelluldren Signalwege, welche fiir
die B-Zell-Signalisierung und das B-Zell-Uberleben eine groBe Bedeutung haben (89, 108).
Ein Immunsuppressivum, welches auf dieses Enzym einwirkt und dessen Funktion
einschriankt, beeinflusst gleichzeitig die Proliferation der betroffenen Zelltypen, da
Aktivierungsabldufe unterbrochen werden. Es gibt eine Anzahl von Studien, die einen
direkten Einfluss von Sotrastaurin auf die T-Zell-Proliferation beschreiben (78, 109-111).
Hingegen sind noch keine Studien veroffentlicht, die sich mit der Auswirkung von
Sotrastaurin auf die Proliferation humaner B-Lymphozyten befassen. Wir stellten die
Hypothese auf, dass Sotrastaurin die Proliferation humaner B-Lymphozyten hemmen kdnnte,
da PKC-Isoformen auch in humanen B-Lymphozyten zu finden sind (89, 112). In vielen
Studien haben MPA und Everolimus ihre Wirksamkeit in der Zellteilungshemmung unter
Beweis gestellt. MPA hemmt im Korper selektiv die IMPDH. Sie ist ein wichtiges Enzym der
DNA-Replikation, die an die Zellteilung von T- und B-Lymphozyten gekoppelt ist (33, 57).
Das Protein mTOR steuert die Translation von Proteinen und ist verantwortlich fiir das
Zellwachstum und den Zellzyklus. Diese zentrale Rolle macht es zu einem potenten Ziel fiir

den mTOR-Hemmer Everolimus (113-114).
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Da die Proliferation ein sehr wichtiger Parameter fiir die Immunantwort ist, untersuchten wir
in unserer Studie den Einfluss immunsuppressiver Substanzen auf das Zellteilungsverhalten
humaner B-Lymphozyten. Wir stimulierten humane B-Lymphozyten mit aCD-40, CPG-
ODN2006 und IL-4. AnschlieBend lieB sich die Auswirkung auf die proliferierten
Zellkulturen mit Hilfe der durchflusszytometrischen Messung quantifizierten. Wir
beobachteten, dass sich die B-Lymphozyten in Kultur unter Sotrastaurin-Administration
gegensitzlich zu unserer Hypothese verhielten. Die Konzentrationen von 50nM und 500nM
verursachte keine Proliferationshemmung (Abb. 3 A). Die Untersuchung ergab hingegen, dass
nach der Inkubation mit dem Immunsuppressivum mehr B-Lymphozyten proliferiert waren
als in der Losemittelkontrolle. Dieser Effekt stellt ein iiberraschendes Ergebnis fiir den PKC-

Hemmer dar.

Wie die klinische Anwendung beweist, kann die Behandlung mit MPA oder Everolimus eine
Transplantatabstofung  verhindern. Wir untersuchten jeweils fiinf aufsteigende
Konzentrationen MPA und Everolimus und die Ergebnisse bestitigten eine signifikant
hemmende Beeinflussung der B-Zell-Proliferation (Abb. 3 B+C). Ferner konnten wir fiir
beide Immunsuppressiva eine Dosisabhidngigkeit ableiten. Heidt et al. befassten sich in ihrer
Studie mit einer dhnlichen Hypothese (115). In ihrer Untersuchung mit MPA und Sirolimus
kamen sie zu dem FErgebnis, dass beide immunsuppressiven Substanzen die B-Zell-
Proliferation hemmen. Trotz Abweichungen im Versuchsaufbau kann man sagen, dass die

Ergebnisse beider Studien eine anndhernd gleiche Wirkung beschreiben.

Végso et al. untersuchten die antiproliferative Wirkung von MPA auf Lymphomzellen und
Myelomzellen in vitro. Sie zeigten eine dosisabhédngige Arretierung in der G1 und G2-Phase
des Zellzyklus und somit verbunden eine Hemmung der Proliferation dieser Zellen gegeniiber
der Kontrolle (116). Majewski et al. betrachteten in ihrer Studie den antiproliferativen Effekt
von Everolimus auf B-Zell-Linien in vitro. Sie beobachteten, dass eine Inkubation fiir 48h mit
Konzentrationen dieses Immunsuppressivums zwischen 0 und 10uM den Zellzyklus in der GO
und G1-Phase blockiert. Die Wirkung der immunsuppressiven Substanz war dosisabhéngig
(117). Die Ergebnisse dieser Studien gehen mit unseren konform und zeigen den

antiproliferativen Effekt von MPA und Everolimus auf humane Zellen in vitro.

Die Betrachtung der Kombinationsmoglichkeiten sollte Aufschluss iiber die Wirkung der

Immunsuppressiva geben, welche durch gegenseitige Wechselwirkungen erzeugt wird. Alle
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Kombinationsvarianten  erreichten laut unserer  Untersuchung  gegeniiber  der
Losemittelkontrolle Werte, die eine signifikante Hemmung belegen. Sotrastaurin in
Kombination mit MPA oder Everolimus verursachte eine hemmende Wirkung, die gegeniiber
der isolierten Sotrastaurin-Administration signifikant gesteigert war (Abb. 4 A+B). Die
Betrachtung der B-Lymphozyten unter Everolimus-Einfluss zeigte hingegen einen geringeren
Proliferationsgrad im Vergleich zur Kombination Sotrastaurin/ Everolimus (Abb. 4 B).
Daraus kann man schlieBen, dass die alleinige Everolimus-Gabe einen stirkeren Effekt auf die
Proliferation ausiibt als besagte Kombination. In die gleiche Richtung deuten auch die Werte
der Sotrastaurin/ MPA-Administration bezogen auf die isolierte MPA-Behandlung (Abb. 4
A). Die Kombination und die einzelne Substanz unterscheiden sich nicht signifikant in ihrer
antiproliferativen Wirkung. Diese zwei Tendenzen geben Anlass dazu, Sotrastaurin als
Bestandteil einer Kombination in Frage zu stellen, denn man erhofft sich von
Wechselwirkungen zwischen den Substanzen eine Steigerung der antiproliferativen Wirkung.
B-Lymphozyten, die mit MPA/ Everolimus behandelt wurden, wurden in ihrer Proliferation
im gleichen Mafle gehemmt, wie durch die Einzelbehandlung mit Everolimus (Abb. 4 C). Es
zeichnete sich kein signifikanter Unterschied in der antiproliferativen Wirkung ab. Die
Gegeniiberstellung jener Kombination und MPA wies hingegen eine signifikant gesteigerte
Hemmung der B-Lymphozyten-Proliferation durch MPA/ Everolimus auf. Diese Vergleiche
deuten an, dass Everolimus die potenteste antiproliferative Wirkung auf die humoralen B-

Lymphozyten in vitro entfaltet.

Die Kombination aus allen drei Substanzen offenbarte eine deutlichere Hemmung der
Proliferation gegeniiber den einzelnen Substanzen und den Zweier-Kombinationen (Abb. 5).
Ausnahmen waren die Vergleiche mit der Einzelgabe Everolimus und der Kombination MPA/
Everolimus. Wir vermuten, dass die Wechselwirkung mit Sotrastaurin in der Dreier-
Kombination dazu fiihrt, dass keine signifikanten Einfliisse auf die B-Lymphozyten gemessen
werden konnen. Die Beteiligung von Sotrastaurin an der Immunsuppressiva-Kombination hat
demnach keinen messbaren Vorteil fiir die Anwendung. Die Behandlung mit Everolimus oder
der Kombination MPA/ Everolimus erwirkt eine mindestens genauso gute Hemmung der

Zellteilung, wie die Kombination aller drei Substanzen in vitro.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die verwendete Konzentration Everolimus die
stairksten hemmenden Effekte in der Kombination verursachte. Wir konnten in jeder

untersuchten Everolimus-haltigen Kombination eine gesteigerte antiproliferative Wirkung
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gegeniiber einer Everolimus-freien Administration feststellen. Wir vermuten, dass die
Wirkung des mTOR-Hemmers Everolimus die Effekte in der Kombination mit den anderen

Substanzen tiberdeckt.

5.2 Beeinflussung der CD80-Exprimierung humaner B-Lymphozyten durch
immunsuppressive Substanzen in vitro

CD80 wird auf aktivierten B-Lymphozyten und Monozyten exprimiert und dient als
kostimulatorisches Signal fiir die T-Zell-Aktivierung. Es ist der Ligand fiir CD28 und das
zytotoxische T-Lymphozyten Antigen 4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4, CTLA4),
welche auf den T-Lymphozyten liegen (35-37). Die gegenseitige Stimulation von B- und T-
Lymphozyten ist ein wichtiger Bestandteil der Immunantwort. Daher sollte die Exprimierung
dieses Oberflaichenmolekiils unterbunden werden, um die Aktivierungsvorginge bei
Rejektionsprozessen zu storen. Wir untersuchten als Teilaspekt dieser Arbeit den Einfluss der
immunsuppressiven Substanzen Sotrastaurin, MPA und Everolimus isoliert und in
Kombination auf die CD80-Exprimierung humaner B-Lymphozyten. Nach Stimulation und
Behandlung erfolgte die Quantifizierung der exprimierten Oberflichenmolekiile unter

Immunsuppression mit Hilfe der Durchflusszytometrie.

Sotrastaurin hemmte in keiner verwendeten Dosis die CD80-Exprimierung im Vergleich zur
Losemittelkontrolle (Abb. 6 A). Stattdessen war eine Tendenz zu erkennen, dass mit
aufsteigender Konzentration auch die CDS80-Exprimierung auf den B-Lymphozyten im
Vergleich zur Kontrollldsung zunahm. Dieses Ergebnis widerspricht der Hypothese, welche
eine hemmende Wirkung von Sotrastaurin auf die B-Zell-Funktionen beschreibt.
Moglicherweise wirkt das Immunsuppressivum gegen andere PKC-abhdngige, intrazelluldre
Vorginge hemmend. Dieser Sachverhalt konnte Inhalt zukiinftiger Studien sein. Im
Gegensatz zu dieser Substanz minderten MPA und Everolimus die CD80-Exprimierung auf
der B-Zell-Oberflache verglichen mit der Kontrolllésung signifikant und dosisabhingig (Abb.
6 B+C).

Wadia et al. untersuchten die Wirkung von MPA auf primére B-Lymphozyten in vitro. Die
Zellkulturen wurden mit IL-4, GM-CSF und TNFa stimuliert, nach sieben Tagen Inkubation
geerntet und mit Hilfe der Durchflusszytometrie quantifiziert. Durch die Zugabe von 50pg/ml
MPA wurde gegeniiber eine unbehandelten Probe die Exprimierung von CD80 deutlich
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vermindert (118). Geng et al. untersuchten den Einfluss von MPA auf die B7-Familie, zu der
auch der kostimulatorische Ligand CD80 gehort, in vitro. In Zellkulturen, stimuliert mit GM-
CSF und IL-4 wurden dendritische Zellen fiir sieben Tage inkubiert, mit 0,01 bzw. 0,1uM
MPA behandelt und mittels der Durchflusszytometrie gemessen. Die Expression von CD80
auf der Oberfliche der Zellen wurde gegeniiber der unbehandelten Kontrolle in beiden
Konzentrationen signifikant reduziert (119). Beide Studien gehen mit unseren

Untersuchungen konform, dass MPA die CD80-Exprimierung auf Zellen hemmt.

Die Kombinationen der drei Substanzen sorgten fiir unterschiedliche Wirkungen verglichen
mit der isolierten Immunsuppressiva-Administration. Die Sotrastaurin-Kombinationen
Sotrastaurin/ MPA und Sotrastaurin/ Everolimus hemmten die B-Zell-Funktion im Vergleich
zur Kontrolllosung nicht signifikant (Abb. 7 A+B). Dieses Ergebnis unterstiitzt das erste
Experiment, welches zeigte, dass die Kombinationspartner MPA und Everolimus selbst in
ihrer Einzelbehandlung signifikant weniger Exprimierung von CD80 auf den B-Lymphozyten
zugelassen hatten. In Kombination mit Sotrastaurin wurde kein signifikanter Einfluss
beobachtet. Wir vermuten, dass die Wechselwirkung mit Sotrastaurin die beiden anderen
Substanzen in ihrer Wirkungsweise beeintrachtigte. Zu diesem Sachverhalt liegt derzeit keine

vergleichbare Literatur vor.

MPA/ Everolimus verringerte, wie auch die Dreier-Kombination, entgegen der
Kontrolllosung die Exprimierung der Oberflichenmolekiile auf den B-Lymphozyten
signifikant (Abb. 7 C). Ein additiver Effekt zwischen MPA und Everolimus steigerte
moglicherweise die Wirkung der kombinierten Behandlung. Sotrastaurin/ MPA und
Sotrastaurin/ Everolimus hemmten die CD80-Exprimierung gegeniiber der Einzelbehandlung
mit Sotrastaurin signifikant (Abb. 7 A+B). MPA und Everolimus erreichten in der Einzel-
Administration bereits eine ausgeprigte Hemmung der Oberflichenmolekiilexprimierung.
Wir stellen die Hypothese auf, dass es zu keinem additiven Effekt mit Sotrastaurin in diesen
Kombinationen kam und dass stattdessen die Wirkung von MPA und Everolimus allein fiir
die geringere Menge an exprimierten CD80-Molekiillen auf den B-Lymphozyten
verantwortlich war. Wir beobachteten, dass die Kombination MPA/ Everolimus verglichen
mit der isolierten MPA-Administration die Expression von CD80 signifikant hemmte (Abb. 7
C). Hier vermuten wir einen additiven Effekt zwischen den Substanzen, der fiir den
signifikanten Unterschied sorgte. Dieser additive Effekt reichte jedoch nicht aus, um

gegeniiber der Wirkung der isolierten Everolimus-Administration eine signifikante
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Abweichung in der CDS80-Exprimierung hervorzurufen. Mit Sotrastaurin/ Everolimus
behandelte B-Lymphozyten exprimierten signifikant mehr Oberflichenmolekiile als unter
dem Einfluss von Everolimus (Abb. 7 B). Dieser Vergleich belegt, dass Sotrastaurin
kombiniert mit Everolimus keinen additiven Effekt auslost und stattdessen die CD8O0-
Exprimierung steigert. Diese unerwartete Wirkung sahen wir bereits als Tendenz in der

Auftragung Sotrastaurin gegen die Losemittelkontrolle.

Die Behandlung der Kulturen mit allen drei Substanzen zeigte eine signifikante Hemmung
von CD80 auf der Oberfliche im Vergleich mit der Sotrastaurin-Gabe. Hingegen erreichten
die Immunsuppressiva MPA oder Everolimus verglichen mit der Dreier-Kombination eine
vergleichbare Wirkung (Abb. 8). In unserer vorangegangenen Untersuchung erwies sich die
Einzel-Administration mit MPA oder Everolimus jedoch als sehr wirksam (Abb. 6 B+C).
Daher vermuten wir, dass der Proliferationshemmer und der mTOR-Hemmer allein im
gleichen Maf3e auf die humanen B-Lymphozyten wirken, wie die Dreier-Kombination. An
dieser Stelle lieB sich nicht nachweisen, ob Sotrastaurin einen Einfluss auf die
Wechselwirkung der Dreier-Kombination ausiibte. Weitere Studien konnen diesen
Sachverhalt kldren, da zurzeit keine Literatur vorliegt, welche die Wirkung von Sotrastaurin

auf B-Lymphozyten beschreibt.

Die B-Lymphozyten, die mit allen drei Substanzen gemeinsam behandelten wurden,
exprimierten signifikant weniger CD80 auf ihrer Oberfliche als unter dem Einfluss von
Sotrastaurin/ MPA (Abb. 8). Wir vermuten, dass der Unterschied der immunsuppressiven
Wirkung von der Wechselwirkung zwischen MPA und Everolimus ausgeht. Hier spiegelt sich
zum einen die ausgepriagte Wirkung von Everolimus als potenter Kombinationspartner wider
und zum anderen der Nutzen eines auftretenden additiven Effektes. Die Dreier-Kombination
und die Behandlung mit Sotrastaurin/ Everolimus unterschieden sich in ihrer Wirkung auf die
CD80-Exprimierung nicht. Die wahrscheinliche Ursache ist, dass Everolimus allein die
gleiche Wirkung wie die kombinierte Therapie erreicht, da die beteiligten Substanzen den

Effekt des mMTOR-Hemmers nicht messbar steigern konnen.

Fir kommende Studien konnen wir empfehlen, geringere Konzentrationen Everolimus zu
untersuchen, um mogliche Effekte quantifizieren zu konnen. B-Lymphozyten, die mit allen
drei Substanzen behandelt wurden, exprimierten signifikant mehr CD80 auf ihrer Oberflache

als unter dem Einfluss von MPA/ Everolimus (Abb. 8). Wir vermuten, dass Sotrastaurin auf
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eine bestimmte Weise mit den Kombinationspartnern wechselwirkt, was entweder deren
Wirkung hemmte oder die die Exprimierung von CDS80 auf der Zelloberflidche steigerte. Beide
Theorien bedeuteten eine hohere CD80-Exprimierung in vitro. Diese Eigenschaft zeigte sich
bereits tendenziell in der Betrachtung der einzelnen Sotrastaurin-Administration. Zukiinftige
Studien sind notwendig, um unter Beriicksichtigung unserer Erkenntnisse diese Sachverhalte

untersuchen.

5.3 Produktion von IgG und IgM durch humane B-Lymphozyten unter
Immunsuppressiva-Einfluss in vitro

Immunglobuline haben die Aufgabe, korperfremde Antigene zu erkennen und zu binden. Sie
werden von Plasmazellen sezerniert, leiten die Antikorper-vermittelte Immunantwort ein und
unterstiitzen dadurch die Gesamtreaktion des Organismus auf einen Fremdstoff. Eine
Unterdriickung der Immunglobulinproduktion verhindert klinisch unter anderem die
Aktivierung des Komplement-Systems, welches ein wichtiger Faktor der humoralen
Immunantwort ist (38). Da Antikorper fiir die Steuerung der humoralen Immunantwort
hauptverantwortlich sind und massiv zur TransplantatabstoBung beitragen, untersuchten wir
in unserer Studie eine mogliche Hemmung der Immunglobulinproduktion durch
Administration immunsuppressiver Substanzen. Aus der im ELISA gemessenen Menge an
IgG und IgM in Uberstinden von B-Zell-Kulturen konnten wir Riickschluss auf die Wirkung
der Immunsuppressiva auf die Antikdrperproduktion humaner B-Lymphozyten ziehen. Die
Administration  von  Sotrastauriny, MPA  oder Everolimus beeinflusste  die

Immunglobulinproduktion auf unterschiedliche Weise.

In unserem Versuch erwirkte der PKC-Hemmer Sotrastaurin keine signifikante Hemmung der
Plasmazellen und folglich der IgG-Produktion gegeniiber der Losemittelkontrolle (Abb. 9 A).
Einen vergleichbaren Einfluss mit dhnlichen Ergebnissen zeigte der PKC-Hemmer in Bezug
auf die Produktion von IgM. Die Konzentrationen von 5nM und 50nM bewirkten keine
signifikante Hemmung. Hingegen minderte die Dosis von 500nM die IgM-Produktion im
Vergleich zur Losemittelkontrolle signifikant (Abb. 12 A). Ab einer Konzentration von
Ipug/ml hemmte MPA die Produktion von IgG entgegen der Losemittelkontrolle signifikant
(Abb. 9 B). Auch zu diesem Sachverhalt liegt keine vergleichbare Literatur vor. Aufsteigend
von der Konzentration 100ng/ml MPA trat eine signifikante Hemmung der IgM-Produktion

ein (Abb. 12 B). In unseren Versuchen zeigte Everolimus eine signifikante Hemmung der
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IgG-Produktion aufsteigend ab einer Konzentration von 0,1ng/ml, verglichen mit der
Losemittelkontrolle (Abb. 9 C). Ab der niedrigsten Dosis von 0,01ng/ml Everolimus bis zur
Hochstdosis offenbarte sich eine signifikante Hemmung der Produktion von IgM in Bezug auf

die Kontrolle (Abb. 12 C).

Die Folge von Apoptose und Proliferationshemmung ist eine Verminderung der Zellzahl.
Wenn weniger Plasmazellen existieren, resultiert daraus eine verringerte Produktion von
Immunglobulinen. Da Sotrastaurin in unseren Experimenten weder die Proliferation der
humanen B-Lymphozyten hemmte noch eine Apoptoseinduktion hervorrief, kann dies beides
nicht der Grund fiir den fehlenden Einfluss auf die Immunglobulinproduktion sein (Abb. 3 A,
Abb. 16).

Heidt et al. postulieren, MPA und Sirolimus wiirden die Menge an produziertem IgG und IgM
durch die Hemmung der B-Zell-Proliferation und die Induktion der Apoptose in der Zellkultur
verringern (115). Wir iberpriiften diese These in Bezug auf MPA und Everolimus und
konnten ihr auf Grund der Analyse unserer Versuche teilweise zustimmen. Ein Einfluss von
MPA und Everolimus auf das Apoptoseverhalten der humanen B-Lymphozyten war nicht
nachzuweisen (Abb. 17, Abb. 18). Dafiir wirkte MPA ab 100ng/ml antiproliferativ auf die B-
Lymphozyten (Abb. 3 B). Die Auswertung ergab in diesem Konzentrationsbereich eine
deutliche Minderung von IgG und IgM in den B-Zell-Kulturen (Abb. 9 B, Abb. 12 B).
Gleiches galt auch fiir Everolimus (Abb. 3 C). Durch die wirkungsvolle Hemmung der B-
Lymphozyten-Proliferation zeigte sich in unserer Untersuchung auch eine signifikante
Abnahme der Menge an Immunglobulin G und M (Abb. 9 C, Abb. 12 C). In weiteren Studien
muss gekldrt werden, ob die ermittelten signifikanten Einfliisse aus der Hemmung der

Synthese an sich oder der verminderten Zellzahl resultierten.

Heidt et al. verweisen auf die Stimulation als ein wichtiges Kriterium der
Immunglobulinproduktion (115). Der Studienaufbau von Heidt et al. sah eine Stimulation der
B-Lymphozyten mit a-CD40 und CpG-ODN2006 vor (115). In unseren Experimenten
stimulierten wir die B-Lymphozyten mit a-CD40, CpG-ODN2006 und dariiber hinaus IL-4
zur Schaffung optimaler Lebensbedingungen fiir die B-Lymphozyten. Laut Auswertung war
der Anteil an toten Zellen in der Studie von Heidt et al. hoher als in unseren Untersuchungen.
Wie unsere Experimente zum Apoptoseverhalten humaner B-Lymphozyten zeigen, sterben

wenige Zellen unter unserer Stimulationsart (Abb. 16-18). Diese Ergebnisse sind Hinweis fiir



58

die Stimulation als einen wichtigen Faktor des Zelliiberlebens und somit der Zellfunktionen.
Zusammenfassend betrachtet gehen unsere Ergebnisse und die Aussagen von Heidt et al.
konform (115). Everolimus und MPA sind Substanzen, die effektiv und dosisabhingig die
Immunglobulinproduktion humaner B-Lymphozyten hemmen, wie in der klinischen

Anwendung bereits bestitigt wurde (33, 113).

Wadia et al. untersuchten die Wirkung von MPA auf primire B-Lymphozyten und deren
Differenzierung zu Memory-B-Lymphozyten oder Plasmazellen in vitro. Die Zellkulturen
wurden mit CpG-DNA, CD40, IL-2 und IL-10 stimuliert. Nach fiinf Tagen Inkubation
wurden die Zellkulturiiberstinde und mit Hilfe der ELISA-Methode gemessen. Durch die
Zugabe von MPA an Tag 0 oder 2 wurde gegeniiber einer unbehandelten Probe die IgG-
Produktion signifikant vermindert (118). Diese Ergebnisse unterstiitzen unsere Aussagen zur

Wirkung von MPA auf die Immunglobulinproduktion.

Weiterhin untersuchten wir die Wirkung der Immunsuppressiva-Kombinationen auf die
Immunglobulinproduktion. Im Vergleich mit der Ldsemittelkontrolle verursachten alle
moglichen Zweier-Kombinationen und die Kombination aus allen drei Substanzen eine
signifikante Hemmung der Produktion von IgG und IgM (Abb. 10+11, Abb. 13+14). Im

Folgenden werden die Immunglobulin G und M getrennt voneinander diskutiert.

Alle Sotrastaurin-haltigen Kombinationen erzielten in der Gegeniiberstellung mit der reinen
Sotrastaurin-Behandlung eine signifikant gesteigerte Hemmung (Abb. 10 A+B, Abb. 11).
Entsprechende Literatur, die zum Vergleich herangezogen werden kdnnte, findet sich derzeit
nicht. 500nM Sotrastaurin allein rief keine signifikante Hemmung der IgG-Produktion
verglichen mit der Kontrolllosung hervor (Abb. 9 A). Indessen war die Wirksamkeit der
anderen Substanzen auf die B-Lymphozyten deutlich. Wie vorangegangene Ausfiihrungen
belegen, setzten diese Substanzen allein die IgG-Produktion fast vollstdndig herab (Abb. 9
B+C). Wir vermuten, dass MPA und Everolimus als Teil der Kombination fiir die Wirkung
verantwortlich waren, anstatt moglicher Wechselwirkungen. Die Betrachtung der
Kombinationen Sotrastaurin/ MPA gegen MPA, Sotrastaurin/ Everolimus gegen Everolimus
und die Dreier-Kombination gegen MPA/ Everolimus bestétigten diesen Eindruck (Abb. 10
A+B, Abb. 11). Wir konnten in unseren Untersuchungen keinen Nachweis dariiber fiihren, ob
eine  Administration mit oder ohne Sotrastaurin eine Anderung in  der

Immunglobulinproduktion hervorgerufen hétte. Die additiven Effekte zwischen MPA und
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Everolimus bewirkten eine deutliche Uberlegenheit gegeniiber allen weiteren Behandlungen.
So ergaben sich fiir die Dreier-Kombination mit Ausnahme der Einzel-Administration

Everolimus und der Kombination MPA/Everolimus signifikante Unterschiede (Abb. 11).

Auf Grund der extremen Reduzierung der IgG-Produktion durch Everolimus sollten in
zukiinftigen Studien geringere Konzentrationen des mTOR-Hemmers in Kombinationen
verwendet werden, um mdgliche Wechselwirkungen zwischen den Substanzen besser

erkennen zu konnen.

Unsere Analyse ergab, dass 500nM Sotrastaurin allein eine signifikante Hemmung der IgM-
Produktion verursachte (Abb. 12 A). Weiterhin wies die Produktion von IgM bereits in der
Einzel-Administration MPA ab einer Konzentration von 100ng/ml einen Wert von annidhernd
Null auf (Abb. 12 B). Da unter der isolierten Administration von 1ng/ml Everolimus fiinf von
sechs Proben einen Immunglobulin M-Wert von Null aufzeigten, liegt die Vermutung nahe,

dass diese eine Substanz auch in der Kombination die [gM-Produktion komplett unterdriicken

konnte (Abb. 12 C).

Sotrastaurin/ MPA, Sotrastaurin/ Everolimus und die Dreier-Kombination hemmten die
Immunglobulinproduktion verglichen mit der reinen Sotrastaurin-Administration signifikant
(Abb. 13 A+B, Abb. 14). Unsere Ergebnisse deuten an, dass die hinzugefiigten Substanzen
MPA und Everolimus die Effekte auslosten und die Sotrastaurin-Wirkung iiberdeckten. Ein
additiver Effekt zwischen MPA und Everolimus war letztlich nicht nachweisbar, da beide
immunsuppressive Substanzen fiir sich allein bereits die I[gM-Produktion gegen einen Wert
von Null driickten (Abb. 12 B+C). Der Einfluss von MPA und Everolimus auf die
Immunglobulinproduktion war so ausgeprigt, dass eine Beurteilung von Wechselwirkungen
in diesen Experimenten nicht mdglich war. In keiner B-Zell-Kultur, in der die kombinierten
Administrationen mit Beteiligung von MPA, Everolimus oder beiden verglichen wurden, war

ein signifikanter Unterschied nachweisbar (Abb. 13 A-C, Abb. 14).

Jedoch ist zu beachten, dass die verwendeten Konzentrationen und Kombinationen nicht
zwingend eine Auswirkung auf die Immunglobulinproduktion haben miissen. Der
antiproliferative Effekt der IS und die damit verbundene reduzierte Zellzahl kann die Ursache
fiir die geringe Menge an gemessenem Immunglobulin sein. Welchen Anteil dieser Effekt an

der Gesamtwirkung auf die Immunglobulinproduktion hat, miissen weitere Studien zeigen.
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Zusammenfassend betrachtet ist die Wirkung der Immunsuppressiva-Administration auf die
IgM-Produktion etwas ausgeprégter als auf die IgG-Produktion. Eine Beteiligung von MPA
und Everolimus in der kombinierten Administration beeinflusste die B-Lymphozyten in dem
MafBe, dass eine Wirkung der Kombinationen an sich auf die Immunglobulinproduktion
schwer festzustellen war. Daher miissen zukiinftige Studien diesen Sachverhalt unter einer

geringen Konzentration aufarbeiten.

5.4 Beeinflussung der Apoptose humaner B-Lymphozyten durch
immunsuppressive Substanzen in vitro

In der klinischen Anwendung ist man darauf bedacht, dass eine immunsuppressive Therapie
zur Unterdriickung der Immunantwort fiihrt, die jedoch nicht mit dem Tod der Immunzellen
einhergeht. Daher ist es wichtig, Immunsuppressiva zu entwickeln, die diesen Anforderungen

entsprechen.

Die dritte Fragestellung dieser Arbeit bezog sich auf den Einfluss der standardisierten und der
neuen Immunsuppressiva auf das Apoptoseverhalten humaner B-Lymphozyten. Da die
Induktion von apoptotischen Vorgidngen durchaus eine Erkldrung fiir die Inhibierung der
Proliferation sein kann, liegt ein groBes Interesse auf diesem Zusammenhang. In unserer
vorliegenden Studie wurden die B-Lymphozyten mit aCD-40, CPG-ODN2006 und IL-4
stimuliert und mit dem PKC-Hemmer Sotrastaurin, dem Proliferationshemmer MPA und dem
mTOR-Hemmer Everolimus behandelt. Durch Farbung mit Annexin V-FITC/ PI stellten wir
mittels Durchflusszytometrie frith- und spét-apoptotische sowie tote B-Lymphozyten vitalen
B-Lymphozyten gegeniiber. Die Verteilung in den vier Stadien des Apoptoseprozesses blieb

im Vergleich zur Losemittelkontrolle nahezu unveridndert (Abb. 16-18).

Wir beobachteten in einem einzigen Fall bei 50nM Sotrastaurin, dass die Behandlung der
Zellen eine leichte aber signifikante Verminderung der Anteile vitaler B-Lymphozyten
bewirkte. Eine Tendenz in die gleiche Richtung zeigte eine Betrachtung der Daten von
500nM Sotrastaurin (Abb. 16 A). Durch Steigerung der Probandenzahl in dieser Studie hétte
moglicherweise die Tendenz zu einer Signifikanz werden kdnnen. In der Gegenkontrolle
ergab die Analyse der Anteile frith- und spét-apoptotischer B-Lymphozyten keine signifikante
Anderung (Abb. 16 B+C). Wir vermuteten zudem auf Grund der sehr geringen Zellzahlen in

der Analyse der toten B-Lymphozyten, dass die signifikanten Abweichungen in allen
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untersuchten Konzentrationen Sotrastaurin rein rechnerisch bedingt waren (Abb. 16 D). In
allen untersuchten Konzentrationen MPA und Everolimus blieb ein signifikanter Einfluss auf
den Anteil vitaler und spét-apoptotischer B-Lymphozyten aus (Abb. 17 A+C, Abb. 18 A+C).
Weiterhin zeigten sich im frith-apoptotischen und toten Stadium erneut rechnerisch
signifikante Abweichungen (Abb. 17 B+D, Abb. 18 B+D). Diese stuften wir angesichts des

geringen Anteils an Zellen als vernachldssigbar ein.

Eine dhnliche Studie von Heidt et al. befasste sich mit der Untersuchung humaner B-
Lymphozyten und deren Verhalten in Bezug auf Proliferation, Immunglobulinproduktion und
Apoptose unter Immunsuppression (115). Der Versuchsaufbau beider Studien war dhnlich,
was den Vergleich gut ermoglichte. Die Forschungsgruppe verglich die Effekte der
Calcineurin-Inhibitoren Tacrolimus und Cyclosporin A, des Proliferationshemmers MPA und
des mTOR-Hemmers Sirolimus. Heidt et al. zeigten in ihrem Experiment, dass die Gabe von
verschiedenen Immunsuppressiva den Apoptoseprozess induziert (115). Die Administration
von je zwei Konzentrationen MPA oder Sirolimus hatte nach 96h einen deutlichen Einfluss
auf den Eintritt der B-Lymphozyten in die frith- und spédt-apoptotische Phase in vitro,
wodurch der Anteil an vitalen B-Lymphozyten erheblich reduziert wurde. Zudem erhéhte die
hohere der beiden untersuchten Konzentrationen den Anteil an spdt-apoptotischen B-

Lymphozyten noch einmal.

Unsere Forschungsgruppe beobachtete nach Administration der Immunsuppressiva einen
groflen Anteil an vitalen und spit-apoptotischen B-Lymphozyten, ohne jedoch signifikante
Anderungen auf Grund von Konzentrationssteigerungen zu verzeichnen (Abb. 17 A+C, Abb.

18 A+C).

Wir vermuten, dass die Unterschiede in den Studien-Ergebnissen auf der unterschiedlichen
Auswahl der Immunsuppressiva einer Wirkstoffgruppe basieren konnten. Das Sirolimus-
Derivat Everolimus weist gegeniiber seiner Grundsubstanz eine geringe Modifikation in der
chemischen Struktur auf. Durch die Hydroxyethyl-Gruppe an Position 40 des Sirolimus-
Grundmolekiils hat Everolimus bessere hydrophile Eigenschaften (114, 120-121). Weiterhin
wirkte sich wahrscheinlich die unterschiedliche Art der Stimulation auf die Verfassung der
Zellpopulationen aus. Wiéhrend Heidt et al. die Zellen mit a-CD40 und ODN2006-CpG
stimulierten, fligten wir dem Medium dariiber hinaus IL-4 zu, welches die B-Zell-Aktivierung

und deren Uberleben positiv beeinflusst. Verglichen mit den Ergebnissen der anderen
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Forschungsgruppe kann die Ursache fiir die ermittelte Differenz der Anteile vitaler B-
Lymphozyten das fehlende IL-4 im Medium sein. Dieses sorgt in vielen Studien fiir ein

lingeres Uberleben der B-Lymphozyten (122-123).

Bohler et al. untersuchten die Wirkung des Immunmodulators FTY720 auf das
Apoptoseverhalten von Lymphozyten in vitro. Sie fanden heraus, dass ab einer klinisch
unrelevanten Dosis von 10uM FTY720 nach vier Stunden Inkubation eine Apoptoserate von
ca. 20% zu verzeichnen war. Weitere Untersuchungen mit geringeren Dosen FTY720
bewirkten keine nachweisbare Apoptoseinduktion seitens der Lymphozyten (96). Végso et al.
analysierten den Einfluss von MPA auf Lymphomzellen und Myelomzellen in Bezug auf ihr
Apoptoseverhalten in vitro. Nach 72h Inkubation mit MPA in Konzentrationen zwischen 1-
S5uM wiesen die Kulturen eine deutlich erhohte Zahl an apoptotischen Zellen auf. Die Effekte
waren dosisabhingig (116). Majewski et al. untersuchten B-Zell-Linien hinsichtlich der
Apoptoseinduktion verursacht durch Everolimus in vitro. Die Studie ergab eine gesteigerte
Apoptoserate nach bis zu 48 Stunden Administration des Immunsuppressivums um maximal
24% (117). Diese Studien zeigen eine nicht zu vernachldssigende Wirkung von
immunsuppressiven Substanzen auf das Apoptoseverhalten von humanen Zellen. Auf Grund
unterschiedlicher Versuchsaufbauten sind diese nur teilweise mit unseren Experimenten

vergleichbar.

Wir analysierten weiterhin die Wirkung kombinierter Immunsuppressiva und fanden im
Gegensatz zur isolierten Immunsuppressiva-Administration signifikante Unterschiede im
Apoptoseverhalten humaner B-Lymphozyten. In den Analysen der Kombinationsversuche
gingen wir dazu tiber, die frith- und spét-apoptotischen sowie toten B-Lymphozyten
zusammenzufassen und den vitalen B-Lymphozyten gegeniiberzustellen. Hier zeigte die
Kombination Sotrastaurin/ MPA gegeniiber der Kontrolllsung einen signifikant geringeren
Anteil an vitalen B-Lymphozyten (Abb. 19 A). Dieses Ergebnis bestitigte die Betrachtung der
Gegenkontrolle. Der Anteil der zusammengefassten Gruppe frith-, spit-apoptotischer und
toter B-Lymphozyten war signifikant erhoht (Abb. 19 B). Von welchem der zwei Stadien des
Apoptoseprozesses oder dem Anteil der toten B-Lymphozyten die Anteilsverschiebungen
ausging, konnte unsere Analyse nicht herausstellen. Da die immunsuppressiven Substanzen
Sotrastaurin und MPA in den verwendeten Konzentrationen einzeln keine signifikante
Wirkung erzielt hatten, vermuteten wir einen additiven Effekt zwischen diesen beiden IS, der

zu einer Verringerung der Anteils vitaler B-Lymphozyten fiihrte (Abb. 16, Abb. 17).



63

Eine Behandlung mit Sotrastaurin/ MPA oder mit MPA/ Everolimus bewirkte einen
signifikanten Einfluss auf das Eintreten in den Apoptoseprozess, verglichen mit der isolierten
MPA-Gabe (Abb. 19 A+B). Wir vermuteten, dass die Wechselwirkungen der Substanzen
diese Effekte hervorriefen und fiir die Steigerung der Anteile friih-, spét-apoptotischer und

toter B-Lymphozyten im Gegensatz zur Einzelbehandlung mit MPA verantwortlich waren.

Die vergleichende Analyse der weiteren Immunsuppressiva-Kombinationen wies auf keine
Administration hin, die auf Grund potentieller additiver Effekte in den B-Lymphozyten die
Apoptose ausloste. Aus den Untersuchungen zum Apoptoseverhalten ldsst sich schlieBen,
dass die addquate Stimulation von B-Lymphozyten und das Ndhrmedium wichtig fiir deren
Uberleben sind und dass eine Immunsuppression ab einer bestimmten Konzentration oder in
einer bestimmten Kombination zum Zelltod fiihren kann. Entsprechende Literatur, die sich
mit diesem Sachverhalt auseinandersetzt, ist zurzeit nicht zu finden. In der klinischen
Anwendung miissen solche medikamentésen Wechselwirkungen ausgeschlossen werden, um
die B-Lymphozyten nicht zu schéddigen. Fiir eine gezielte kombinierte immunsuppressive

Therapie ist das Wissen iiber interne Wechselwirkungen essentiell.

5.5 Untersuchungen von humanen B-Lymphozyten mit Sotrastaurin, MPA
und Everolimus in vitro

In Kombination mit den anderen Immunsuppressiva und in der Einzelbetrachtung waren die
Ergebnisse fiir Sotrastaurin {liberraschend. Vor allem in der kombinierten Anwendung mit
MPA und Everolimus rief Sotrastaurin einen unerwarteten Effekt hervor. Die Beeinflussung
der Proliferation, der CD80-Exprimierung sowie der Immunglobulinproduktion durch
Sotrastaurin in Hinblick auf eine klinische Anwendung bei humoraler TransplantatabstoBung
bedarf somit weiterfiihrender Analysen (Abb. 3 A, Abb. 6 A, Abb. 9 A, Abb. 12 A). Die
ausbleibende B-Lymphozyten-Hemmung durch Sotrastaurin kann pharmakodynamischen
Ursprungs sein. Sotrastaurin hemmt selektiv drei Isotypen der PKC (109). Ein moglicher
Erklarungsansatz fiir die ausbleibende Hemmung wire die Abwicklung der B-Zell-
vermittelten Immunantwort iiber einen weiteren Isotypen der PKC. Weiterhin konnen
Kompensationsmechanismen, die einen alternativen Aktivierungsweg eroffnen, die
Zellabldufe aufrechterhalten. In diesem Fall wiirde weder eine Steigerung der Konzentration,
noch eine Umstellung innerhalb der Kombination einen Effekt auf die B-Lymphozyten
ausiiben. Diese mogliche Umgehung des blockierten PKC-abhingigen Aktivierungsweges

sollte Gegenstand von Folgestudien sein.
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Die Ergebnisse unserer Untersuchung belegen die Wirksamkeit von MPA und Everolimus auf
die Funktion humaner B-Lymphozyten. Wir zeigten den hemmenden Einfluss dieser
Substanzen auf die Proliferation sowie die IgG- und IgM-Produktion humaner B-
Lymphozyten (Abb. 3 B+C, Abb. 9 B+C, Abb. 12 B+C). Weiterhin konnten wir eine
Verminderung der CD80-Exprimierung auf humanen B-Lymphozyten durch MPA und

Everolimus nachweisen (Abb. 6 B+C).

Unsere Ergebnisse beziehen sich auf in vitro Untersuchungen, die stets das Problem
aufwerfen, dass vorliegende Daten auf artifiziellen Kulturbedingungen beruhen. Daher gébe
eine Studie mit Tiermodellen die Moglichkeit, in vivo Ergebnisse zur Wirkung von
Sotrastaurin bei einer humoralen TransplantatabstoBung zu erhalten. Darauf basierend

konnten Aussagen zur klinischen Anwendung bei diesem AbstoBungstyp getroffen werden.

5.6 Ausblick auf eine Calcineurininhibitor-freie immunsuppressive
Therapie

CNIs sind die Immunsuppressiva der Wahl, um eine T-Zell-vermittelte TransplantatabstoBung
zu behandeln. Trotzdem ist es eine stete Bemiihung der Forschung, CNI-freie
Immunsuppressiva-Kombinationen zur Verhinderung der zelluldiren und humoralen
TransplantatabstoBung zu finden, da eine CNI-basierte Immunsuppression zur Schadigung der
Nieren, der Leber und des Gastrointestinaltraktes fithrt und das allgemeine Krebsrisiko
deutlich erhoht (52). Die in unserer Studie untersuchten Immunsuppressiva gehoren alle in
Wirkklassen, die nicht Calcineurin als Ziel ihrer suppressiven Wirkung haben. Sotrastaurin

hemmt die PKC, MPA wirkt auf die Purinsynthese und Everolimus blockiert das mTOR.

Friman et al. publizierten Ergebnisse einer Phase-II-Studie nach erfolgter
Nierentransplantation, die eine CNI-freie Therapie aus MPA und Sotrastaurin einer CNI-
basierten Therapie aus Tacrolimus und Sotrastaurin gegeniiberstellte (94). Die Phase-II-Studie
musste auf Grund hoher AbstoBungszahlen in der Sotrastaurin/ MPA-Gruppe frithzeitig
beendet werden. Weiterhin beschrieben Budde et al. eine Studie, in der Patienten unter
anfianglicher ,,low-tacrolimus®-Administration kombiniert mit Sotrastaurin nach drei Monaten
einer CNI-freien Medikation mit MPA als Tacrolimus-Ersatz unterzogen wurden (93). Die
Phase-I1-Studie musste ebenfalls auf Grund zu hoher AbstoBungszahlen nach Umstellung auf
CNI-freie Medikation abgebrochen werden (93). Damit war eine wirkungsvolle

Immunsuppression mit Sotrastaurin nach Organtransplantation ohne CNI-Beteiligung klinisch
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nicht nachweisbar. In den Phase-II-Studien wurde weiterhin die Effektivitdt und
Vertrdglichkeit von Sotrastaurin getestet. So wurden in einer weiteren Phase-II-Studie
verschiedene Dosen Sotrastaurin mit Tacrolimus kombiniert und der Kontrolle, bestehend aus
Tacrolimus und MPA, gegeniibergestellt (124). In diesen Untersuchungen sollte
herausgefunden werden, ob der PKC-Hemmer wirkungsvoller Bestandteil einer
immunsuppressiven Therapie sein kann. Mit Schreiben vom 27. Mérz 2012 teilt die Firma
Novartis mit, dass eine Weiterentwicklung des Immunsuppressivums Sotrastaurin auf Grund
von in vivo aufgetretenden kardiovaskuldren Beschwerden vorerst gestoppt wird. Die
Ergebnisse unserer Untersuchungen und die Daten der erwdhnten Phase-1I-Studien wurden
durch diese Entscheidung bestdtigt, da sie bereits den Anspruch von Sotrastaurin, ein

wirkungsvolles Immunsuppressivum zu sein, in Frage stellten.

Die Mycophenolséure ist seit vielen Jahren ein verldssliches Immunsuppressivum. Sie hemmt
selektiv, potent und reversibel die IMPDH. MPA wirkt antiproliferativ auf T- wie auch auf B-
Zellen und supprimiert ebenfalls die Immunglobulinproduktion. Als Bestandteil vieler
standardisierter immunsuppressiver Therapien nach Nierentransplantation haben unzéhlige
Studien die Effektivitdt und Wirksamkeit unter Beweis gestellt. MPA wird heute vor allem
mit Cyclosporin A und Corticosteroiden kombiniert. Sie 16ste den Proliferationshemmer
Azathioprin ab, der bis dahin die erste Wahl in der Kombinationstherapie war (125-126).
Dennoch 16st auch dieses Immunsuppressivum Nebenwirkungen aus, die eine unbedenkliche
Anwendung verhindern. Die Proliferationshemmung beschriankt sich nicht nur auf Zellen des
Immunsystems. Andmie und Thrombozytopenie sind Folge von Zellteilungsstorungen im
Knochenmark, die auch von MPA ausgelost werden. Ebenso fiithrt dieses Medikament zu
Ubelkeit, Durchfall und als Konsequenz der geschwichten Immunabwehr hiufig zu Infekten
(33). Vor allem die gastrointestinalen Beschwerden zehren stark an der Patientencompliance,

sodass Alternativpréparate gesucht werden miissen.

Im Falle einer akut auftretenden humoralen Rejektion wird die sogenannte klinische ,,rescue
therapy®, bestehend aus Tacrolimus und MPA, angewendet (127). Die Ergebnisse beziiglich
der Organfunktion und des Transplantatiiberlebens nach Behandlung waren kurzfristig
zufriedenstellend. Ein langfristiger Therapieerfolg war jedoch nicht auszumachen. Die
Wirkung einer CNI-Monotherapie auf die humanen B-Lymphozyten ist nicht belegt. Neue
Studien an primédren humanen B-Lymphozyten lassen vermuten, dass hauptsidchlich MPA fiir

den immunsuppressiven Effekt verantwortlich ist (115, 128). Die Therapie mit Tacrolimus
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und MPA ist laut Studien nicht die endgiiltige Methode zur Verhinderung einer Antikorper-
vermittelten Rejektion nach Transplantation, im Gegensatz zur Behandlung mit dem
Proteasom-Inhibitor Bortezomib und dem monoklonalen Antikdrper Rituximab, welche in

Studien vielversprechende Ansitze zeigten (127, 129-132).

Die Wirkung von Everolimus besteht darin, die Leistung der Proteinsynthese zu mindern, den
Zellzyklus in einer bestimmten Phase zu arretieren und die Angiogenese zu blockieren. Diese
antiproliferative Eigenschaft fiihrt zu dem positiven Nebeneffekt, zusitzlich auf das
Krebswachstum Einfluss zu nehmen (133-135). Jedoch ist jene Funktion auch fiir
Wundheilungsstorungen verantwortlich, weshalb Everolimus in einer initialen post-
transplantaren Administration kaum Verwendung findet. Nach dieser initialen Phase ist eine
Immunsuppression zusammen mit einem CNI, verglichen mit der Standardtherapie CNI und
MPA, moglich (114). Ob diese Kombination eine humorale TransplantatabstoBung verhindern
kann, ist weiterhin unbekannt. Neben den auftretenden Wundheilungsstorungen sind
Nebenwirkungen wie Stomatitis, Infektionen, Pneumonitis, Hyperlipidimie und
Hyperglykdmie bekannt (133). Trotz der mit einer Behandlung verbundenen
Nebenwirkungen, wie Andmien, Leukopenien und Thrombozytopenien, erwartet man einen
langfristigen Therapieerfolg mit Everolimus (63). Jedoch haben neuere Studien bei diesem
Krankheitsbild immer noch eine Uberlegenheit der Standardtherapie aus Tacrolimus und

Mycophenolsédure gegeniiber Everolimus gezeigt (136).

5.7 Ausblick auf zukiinftige Studien

Ein weiterfithrender Schritt wire die Untersuchung der T-Zell-Hilfe fiir die B-Zell-induzierte
Immunantwort. Um diese Art der Zellinteraktionen zu erforschen, verwendet man Kokulturen
von autologen T- und B-Lymphozyten. Auch die Messung und Analyse von sezernierten
Zytokinen wie Interleukin-6, Interleukin-10 oder TNFa sind interessante Forschungsaspekte,
die zur Abrundung der Studie in unserer Forschungsgruppe untersucht werden. Eine
OrganabstofBung ist Folge von Vorgéngen eines komplexen Systems aus Signalkaskaden im
menschlichen Korper. Wir kénnen mit in vitro Studien nur versuchen, einige der Faktoren

dieses Systems zu simulieren, um eine realititsnahe Umgebung zu schaffen.

Als Kontrolle des erfolgreichen Einsatzes zur Behandlung von chronisch humoralen
TransplantatabstoSungen konnten Protokollbiopsien in langfristig angelegten Studien dienen.

Da Biopsien eine invasive Art der Probenentnahme darstellen, wéren regelmiBige
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Blutabnahmen eine weniger invasive Alternative. Denkbar wére auch eine Kombination
beider Verfahren. Fiir die Biopsieentnahme wiren groBere Intervallabstinde und fiir die
Blutuntersuchungen kleinere Intervalle geeignet. Mit Hilfe einer Verlaufsdokumentation
gewdnne man Aufschluss liber die Wirkung der Substanzen iiber einen lingeren Zeitraum. Zu
untersuchende Marken wéren die in dieser Arbeit beschriebenen B-Lymphozyten-Funktionen
in Bezug auf Proliferation, Immunglobulinproduktion oder CD80-Exprimierung geeignet.
Weiterhin gébe die Betrachtung der Marker BAFF und APRIL Auskunft {iber die spezifische
Hemmung der B-Lymphozyten. BAFF ist ein Zytokin, das in der B-Zell-Entwicklung und -
Differenzierung eine entscheidende Rolle spielt. Der Nachweis des reduzierten Vorliegens in
B-Zell-Kulturen, konnte ein Hinweis auf eine gestorte B-Zell-Entwicklung sein (137-138). A
proliferation-inducing ligand (APRIL) ist ein Protein, das fiir die B-Zell-Entwicklung und das
Langzeitiiberleben von Plasmazellen im Knochenmark von Bedeutung ist. Zudem ist APRIL
Teil einer Aktivierungskaskade, die das mTOR phosphoryliert und dadurch Einfluss auf die
B-Zell-Proliferation nimmt. Ein verringertes Vorliegen von APRIL in B-Lymphozyten-
Kulturen wire Anzeichen einer vorliegenden Funktionsstérung der B-Lymphozyten (139-

141).

Der stete Anlass zur weiteren Forschung ist die Reduzierung von auftretenden
Nebenwirkungen unter Immunsuppression. Haufig werden nach Transplantationen Antikdrper
verwendet, um eine akute Abstofungsreaktion zu unterdriicken. Die Antikorper-Therapie ist
mit hohen Kosten verbunden, was ebenfalls ein Anreiz ist, Alternativen ausfindig zu machen.
Bei dieser Suche wird heute mehr denn je darauf geachtet, selektive immunsuppressive
Substanzen zu erzeugen, die auf ausgewidhlte Wirkmechanismen zielen. Von dieser
Spezialisierung verspricht man sich ein reduziertes Nebenwirkungsspektrum. Ein
iibergeordnetes Ziel ist es, mit diesen neuen selektiven Immunsuppressiva, angewendet in
einer personifizierten immunsuppressiven Therapie, die humorale TransplantatabstoBung zu

unterbinden.

5.8 Limitationen der Studie

Als Limitation unserer Studie miissen folgende Punkte genannt werden:

Die Stimulation der B-Lymphozyten-Kulturen mit immunsuppressiven Substanzen unter
Laborbedingungen ist artifiziell und entspricht den Bedingungen in vivo nur ndherungsweise,
dafiir sind die Experimente auf Grund standardisierter Versuchsdurchfithrungen

reproduzierbar.
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Wir untersuchten in dieser Studie ein relativ homogenes Probandenkollektiv. Dieses bestand
grofitenteils aus jungen Menschen. Wir wissen nicht, in wie weit der subjektiv als gut
eingestufte gesundheitlichen Zustand der Probanden zum Zeitpunkt der Blutentnahme und
Unterschiede im Alter, die Funktionstiichtigkeit der Blutzellen beeinflussen. Daher sollten in
Zukunft Studien an einem heterogeneren Probandenkollektiv durchgefiihrt werden. Um
repriasentativere Aussagen treffen zu konnen, wire eine groBere Anzahl an Probanden
erforderlich. Des Weiteren sollten weitere Marker der AbstoBungsreaktion sowie funktionelle
Daten experimentell generiert werden, um einer Situation, die nahe der im menschlichen

Organismus ist, gerecht zu werden.
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6. Zusammenfassung

Die Nierentransplantation stellt eine etablierte Behandlungsmethode der terminalen
Niereninsuffizienz dar. Auf Grund von Gewebeunvertrdglichkeiten zwischen Spender und
Empfinger ist eine lebenslange Immunsuppression zur Verhinderung einer zelluldren oder
humoralen AbstoBung des Transplantats erforderlich. Die medikamentdse Therapie ist
Ursache vieler Nebenwirkungen, die den Patienten und folglich dessen Compliance belasten
konnen. Die zelluldr vermittelte OrganabstoBung kann heute meist gut behandelt werden.
Hingegen ist der Aspekt der humoral vermittelten AbstoBungsreaktion bislang vernachldssigt
worden und erst in den vergangenen Jahren zu einem Forschungsschwerpunkt der
Transplantationsmedizin aufgestiegen. Auf Grund einer eingeschriankten Therapiemdglichkeit
dieses Rejektionstyps ist die Entwicklung und Erforschung neuer immunsuppressiver
Substanzen, welche die Aktivierung der B-Lymphozyten beeinflussen und beispielsweise die
Bildung Spender-spezifischer Antikorper unterdriicken, ein wichtiges Ziel. Der Einfluss, der
derzeit in der Nierentransplantation verwendeten Immunsuppressiva zur Behandlung zelluldr
vermittelter AbstoBungen auf humorale AbstoBungsprozesse ist bisher ebenfalls nicht

abschliefend untersucht worden.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der immunsuppressiven Substanzen
Sotrastaurin, Mycophenolsdure (MPA) und Everolimus auf die Funktionen humaner B-
Lymphozyten in vitro untersucht. Die einzelnen Immunsuppressiva und ihre Kombinationen
wirkten sich auf die zelluldren Prozesse der Proliferation, CD80-Exprimierung, Produktion
der Immunglobuline G und M sowie dem Apoptoseverhalten unterschiedlich aus. Der PKC-
Hemmer zeigte keinen Einfluss auf die Exprimierung von CD80 auf der Oberfldche der B-
Lymphozyten und dariiber hinaus keine hemmende Wirkung auf die Proliferation oder die
Immunglobulinproduktion der B-Lymphozyten. Nur die hochste untersuchte Konzentration
Sotrastaurin induzierte die Apoptose der B-Lymphozyten. Im Gegensatz dazu hatte die
Behandlung mit den Immunsuppressiva MPA und Everolimus keine Apoptoseinduktion zur
Folge. Sie verursachten beide eine Reduktion der CD80-Exprimierung auf den humanen B-
Lymphozyten. Weiterhin hemmten sie die Proliferation der B-Lymphozyten und die
Produktion der Immunglobuline G und M. Die Kombination der Substanzen fiihrte teilweise
zu einer Wirkungssteigerung im Vergleich zur einzelnen Gabe. MPA und Everolimus
bestitigten ihre weitgehend bekannten potenten immunsuppressiven Eigenschaften, anders als

Sotrastaurin, welches nur einen geringen oder kaum messbaren Einfluss zeigte.
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