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1. Abstract

Background: The individualization of immunosuppressive therapy to avoid the risks of over-
and under-immunosuppression is an important goal in transplantation. Too little immuno-
suppression entails the risk of acute or chronic rejection of the transplant, over-immuno-
suppression may lead to infection, malignancy and substance-specific toxicity. To avoid these
risks, the development of a therapeutic window for immusuppressive agents and combination
regimes is required. So far, therapeutic drug monitoring has been used to keep drug levels within
the recommended range. Yet, pharmacokinetics can only tell “what the body does to the drug,
not what the drug does to the body”. Hence pharmacodynamic biomarkers have been developed
as surrogate markers for the biological effects of immunosuppression.

Methods: In 86 de novo renal transplant patients, who were initially treated with Cyclosporin,
mycophenolic acid, steroids and Basiliximab, the proliferation of T-cells, their expression of
surface markers CD25 and CD71 and their expression of intracellular IL-2 and TNF-o as mar-
kers of immunosuppression were determined by FACS over the first year after renal transplanta-
tion. Simultaneously the activity of the inosine monophosphate dehydrogenase (IMPDH) as a
specific marker of the action of the immunosuppressant mycophenolate was measured by HPLC.
After 4,5 months, patients were randomized to continue on Cyclosporin or receive Everolimus
instead. Biologic effects of both therapies were compared. The relationship of biomarkers and
clinical outcomes with respect to infection and rejection was of particular interest.

Results: All pharamcodynamic parameters showed the extent of immunosuppression after renal
transplantation. Most pronounced was the suppression of the ability of T-cells to proliferate after
stimulation. Decrease in CD25-expression in the first month after basiliximab was more
proncounced than decrease in CD71-expression. Least pronounced was the suppression
of intracellular cytokine-expression and IMPDH-activity. Whereas IMPDH-activity decreased
over time, all other parameters increased over time again, yet failed to reach the pretrans-
plant values. After conversion to Everolimus, IMPDH-activity decreased further. The ability to
proliferate and the expression of CD71 were significanty lower in the Everolimus group whereas
cytokine-synthesis tended to be higher. There was no direct relationship between pretrans-
plant expression of biomarkers and clinical outcomes. Patients that required a myco-
phenolate dose reduction had more infections. Early dose reductions were associated with a low-
er pretransplant IMPDH-activity. The relationship between clinical outcomes and the calculated

parameters of biomarker activity was ambiguous. For the “area under the pharmacodynamic ef-



fect time curve” in the first 225 days posttransplant (AUE22s) of IL-2-synthesis we identified
a cut-off-value of 27% CD3+IL-2+ , which had a sensitivity of 80% and a specificity of 75% for
the diagnosis of acute rejection.

Conclusion: The studied biomarkers provide new insights into the molecular action of immuno-
suppressant agents and their use in combination therapy.

The determination of the IMPDH-activity may help to assess the effect of mycophenolate in
an immunosuppressive combination therapy with cyclosporine and everolimus.

The relationship between the biomarkers and the clinical outcomes of rejection and infection are
less clear.

More research is needed to establish reliable biomarkers to guide an individualized immunosup-

pressive therapy.



2. Zusammenfassung

Hintergrund: Die Entwicklung individualisierter Therapieregimes ist ein wichtiges Ziel der
Transplantationsmedizin, um die Risiken einer zu starken oder zu schwachen Immunsuppression
zu vermeiden. Eine zu geringe Immunsuppression birgt das Risiko einer akuten oder chronischen
Abstollung des Transplantats, eine zu starke Immmunsuppression kann zur Entwicklung von
Infektionserkrankungen und Malignomen fithren. Zudem gilt es, die substanzspezifischen toxi-
schen Effekte der Immunsuppressiva zu vermeiden. Deshalb ist die Etablierung eines therapeuti-
schen Fensters fir die einzelnen Immunsuppressiva und ihre Kombinationen notwendig. Bislang
sind pharmakokinetische Verfahren angewendet worden, um die Spiegel der immunsuppressiven
Medikamente in den empfohlenen Zielbereichen zu halten. Diese Verfahren geben aber nur Aus-
kunft Gber die Verstoffwechselung der Medikamente, nicht jedoch Uber ihre biologische Wir-
kung. Als Surrogatparameter fir die biologische Wirkung sind deshalb pharmakodynamische
Biomarker entwickelt worden.

Methoden: Bei 86 neu nierentransplantierten Patienten, die mit initial mit einer Kombinations-
therapie aus Cyclosporin, Mycophenolséure, Steroiden und Basiliximab behandelt wur-
den, wurden die Proliferationsrate, die Expression der Oberlachenmarker CD25 und CD71 so-
wie der intrazelluldre Gehalt an IL-2 und TNF-o mittels FACS im Verlauf nach Transplan-
tation bestimmt und mit dem Wert direkt vor Transplantation verglichen. Zudem wurde als spe-
zifischer Marker fur die Wirkung der Mycophenolsdure die Aktivitat der Inosinmono-
phosphatdehydrogenase (IMPDH) mit HPLC gemessen. Nach 4,5 Monaten wurden die Patienten
in einen Cyclosporin- und einen Everolimusarm randomisiert und die biologischen Effekte der
beiden Medikamente verglichen. Von besonderem Interesse war die Untersuchung einer Bezie-
hung der Biomarker zu den klinischen Endpunkten AbstoRung und Infektion.

Ergebnisse: Alle pharmakodynamischen Parameter bilden das Ausmal der Immunsuppression
nach der Nierentransplantation ab. Am stérksten ausgepragt war die Unterdriickung der Fahig-
keit der T-Zellen, nach Stimulation zu proliferieren. Die Expression von CD25 war im ersten
Monat nach Basiliximab-Gabe starker unterdriickt, als die Expression von
CD71. Die Unterdriickung der IMPDH-AKktivitat und der intrazellularen Zytokinexpression war
zu den untersuchten Zeitpunkten weniger stark ausgepragt. Die Unterdrickung der IMPDH-
Aktivitat nahm im Zeitablauf zu, alle anderen Parameter stiegen im Verlauf wieder an, ohne je-
doch das Vortransplantationsniveau wieder zu erreichen. Nach der Umstellung auf Everolimus

sank die IMPDH-AKktiviat weiter ab. Die Proliferationsrate und die CD71-Expression waren in



der Everolimusgruppe signifikant niedriger, die intrazellulare Zytokinsynthese war hingegen
tendentiell starker ausgeprégt. Ein direkter Zusammenhang zwischen den Vortransplantations-
werten der Biomarker und klinischen Endpunkten konnte nicht nachgewiesen werden. Patienten,
bei denen eine Dosisreduktion von Mycophenolsaure notwendig war, litten haufiger unter Infek-
tionserkrankungen. Frihe Dosisreduktionen waren mit niedrigeren IMPDH Werten vor der
Transplantation assoziiert. Der Zusammenhang zwischen den klinischen Endpunkten und den
berechneten Parametern war nicht eindeutig. Fiir die “area under the pharmacodynamic effect
time curve” in den ersten 225 Tagen nach Transplantation (AUE22s) der IL-2-Synthese konnte
bei einem cut-off-Wert von 27% CD3*IL-2* eine akute AbstoBung mit einer Sensitivitat von
80% und einer Spezifitat von 75% identifiziert werden.

Schlussfolgerung: Die untersuchten Biomarker erlauben neue Erkenntnisse zu den molekularen
Wirkmechanismen der einzelnen Immunsuppressiva und ihres Einsatzes in einer Kombinations-
therapie. Die Bestimmung der IMPDH-Aktivitat kann bei der Abschéatzung der Wirkung der
Mycophenolsdure in  einer immunsuppressiven Kombinationstherapie mit  Cyclosporin  oder
Everolimus hilfreich sein. Der Zusammenhang zwischen den Biomarkern und den klinischen
Endpunkten AbstoBung und Infektionserkrankung ist nicht eindeutig. Um eine individualisierte
immunsuppressive Therapie anhand von Biomarkern verlasslich steuern zu kdnnen, bedarf es

weiterer Studien.



3. Einleitung

3.1 Die Nierentransplantation als Therapie der terminalen Niereninsuffizienz

Die terminale Niereninsuffizienz ist eine Erkrankung mit stetig steigender Pravalenz und Inzi-
denz. Dazu tragen vor allem die zunehmende Lebenserwartung sowie die steigende Inzidenz des
Diabetes mellitus und der vaskuldaren Nephropathien bei. Patienten mit einer terminalen Nieren-
insuffizienz (K/DOQI Stadium V mit einer glomeruléren Filtrationsrate von weniger als 15
ml/min) missen zwingend mit einer chronischen Nierenersatztherapie behandelt werden. Waren
im Jahre 1995 in Deutschland noch 54.656 Patienten auf eine chronische Nierenersatztherapie
angewiesen, stieg die Anzahl bis 2006 auf den Wert von 91.718 Patienten an (1).

Wahrend die Hdmodialyseverfahren von 41.350 um etwa 50 Prozent auf 66.508 anstiegen, ver-
doppelte sich die Anzahl der Patienten in Transplantationsnachsorge im gleichen Zeitraum sogar
annahernd von 13.306 auf 25.110, obwohl die Zahl der jahrlichen Transplantationen nur von
2.128 auf 2.776 gesteigert werden konnte (1). Seit 2006 stagnierte Ihre Anzahl bei Werten knapp
unter 3.000 Transplantationen pro Jahr, der Héchststand von 2937 Transplantationen wurde 2010
erreicht, im Jahre 2011 wurden 2850 Transplantationen durchgeftihrt (2).

Ein wesentlicher Anteil der Steigerung entfiel dabei auf die vermehrte Durchfihrung von Le-
bendspenden, die im Jahre 2011 bereits 27,9 Prozent aller Transplantationen ausmachten (2),
wohingegen die Zahl der Transplantationen verstorbener Spender trotz Einflihrung eines eigenen
Eurotransplant-Senior-Programmes mit erweiterten Spenderkriterien nicht ausgeweitet werden
konnte (3). Deshalb betrug die Zeit auf der Warteliste fur ein Nierentransplantat im Jahr 2011
uber 40 Monate (2).

Der sich in diesen Zahlen widerspiegelnde zunehmende Bedarf fur Nierentransplantationen
grindet auf der Tatsache, dass die Transplantation ein halbes Jahrhundert nach ihrer Einfihrung
in die Kklinische Praxis unbestritten die beste Therapie der chronischen Niereninsuffizienz ist:
Sowohl die Uberlebenszeit als auch die Lebensqualitat der Patienten werden im Vergleich zu den

alternativen Dialyseverfahren durch eine Transplantation deutlich gesteigert (4).

3.2. Immunologische Barrieren der Nierentransplantation

Der Erfolg einer Nierentransplantation als einer Verpflanzung allogenen, d.h. genetisch nicht
identischen Gewebes, hangt von der Uberwindung der immunologischen Abwehr des Empfan-

gers ab. Gelingt diese nicht, wird das Transplantat durch die Abwehr des Empfangers zerstort.
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Entscheidend flr die AbstoRungsreaktion sind dabei die Mechanismen der spezifischen, adapti-
ven Immunitét, vorbereitet und verstarkt werden sie jedoch durch die Aktivierung des unspezifi-
schen, angeborenen Immunsystems. Uber die Rezeptoren des unspezifischen Immun-systems,
die pathogen-associated pattern recognition receptors (PRRs) konnen Botenstoffe (damage-
associated molecular patterns, DAMPS) erkannt werden, welche durch Schaden am Transplantat
entstehen, etwa durch den Tod des Spenders (bei postmortaler Organspende), das chirurgische
Trauma oder die Ischdmie und Reperfusion des Organs. Durch die Aktivierung der PRRs durch
die DAMPs wird eine Entziindungsreaktion ausgeldst, die wesentlich zur Aktivie-rung des adap-
tiven Immunsystems beitragt. Durch die unspezifische Immunreaktion alleine kann das Trans-
plantat in der Regel nicht abgestoRen werden, aber je starker das Transplantat vorgeschadigt ist,
desto hoher fallt die immunologische Barriere aus, die zu Giberwinden ist, um ein Uberleben des
Transplantates sicherzustellen (5).

Grundlage der adaptiven Immunreaktion ist die Identifizierung des Transplantates als korper-
fremd (allorecognition) durch die Lymphozyten des Empféngers anhand der auf dem MHC (ma-
jor histocompatibility complex) codierten human leukocyte antigens (HLA), aber auch weiterer
minor histocompatibility antigens (6).

Werden potente Alloantigene wie die MHC-Molekiile oder die ABO-Blutgruppenantigene durch
praformierte Antikorper des Empfangers erkannt, folgt als unmittelbare immunologische Ant-
wort (alloresponse) eine hyperakute Abstolung. Dies kann nach vorhergehender Sensibilisie-
rung des Empféngers geschehen — etwa durch eine Bluttransfusion oder eine Schwangerschaft —
in etwa 1% der Bevolkerung jedoch auch ohne erkennbaren Grund (7). Die Antikdrper binden an
die Endothelzellen des Transplantats und lésen die klassische Komplementkaskade aus, ein un-
mittelbarer Transplantatverlust durch thrombotische Komplikationen ist die Folge (8). Hyper-
akute AbstolRungen kdnnen inzwischen durch serologische Untersuchungen vor der Transplanta-
tion in der Regel vermieden werden (9).

Antikorper gegen das Transplantat kénnen allerdings auch nach der Transplantation durch B-
Zellen des Empfangers gebildet werden und akute Abstol3ungsreaktionen auslésen oder zu ihnen
beitragen. Zur de-novo-Antikorpersynthese gegen die MHC-Antigene des Spenders bedarf es
jedoch einer vollstandigen Aktivierung der B- und T-Zellen des Empfangers (8).

Gegenwartig geht man davon aus, dass naive T-Zellen zur vollstdndigen Aktivierung gleichzeitig
drei verschiedene Signale erhalten mdissen. Ist dies nicht der Fall, sind Anergie oder sogar
Apoptose die Folge. Eine vollstandige Aktivierung ist nur durch den Kontakt der T-Zelle zu ei-
ner professionellen antigenprésentierenden Zelle (APC) mdglich, in der Regel einer dendriti-
schen Zelle (10).
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Eine deutlich niedrigere Aktivierungsschwelle weisen Memory-Zellen auf, deren Anteil unter
den T-Zellen mit zunehmendem Alter zunimmt und bei Erwachsenen sogar die Mehrzahl der T-
Zellen ausmachen kann. Durch Kreuzreaktivitit kann ein Teil dieser Memory-T-Zellen auch ge-
gen das Transplantat aktivierbar sein (11).

Bildet sich nach der initialen Bindung von Adhdsionsmolekiilen zwischen APC und T-Zelle die
immunologische Synapse aus, kann das erste Signal durch die Interaktion der antigenprasentie-
renden MHC-Molekiile der APC mit dem T-Zell-Rezeptor (TCR) gegeben werden (12).
Zusatzlich liefert die APC Uber costimulatorische Molekiile das zweite Signal. Nun kénnen eine
Reihe von intrazelluldren Signalkaskaden ausgeldst werden, die schlie3lich zur Aktivierung der
Phosphatase Calcineurin fuhren, welche die Freisetzung von Transskriptionsfaktoren wie NFAT
auslost, die in den Kern dislozieren, dort unter anderem an das IL-2-Gen binden und die Syn-
these dieses Zytokins, der hochaffinen a-Kette seines Rezeptors (CD25) und einer ganzen Reihe
weiterer wichtiger Molekdile ausldsen (13).

Wachstumsfaktoren und Zytokine wie IL-2 geben auto- und parakrin das dritte Signal, welches
uber weitere intrazelluldre Signalkaskaden schlie3lich den mTOR-pathway erreicht und somit
den Eintritt in den Zellzyklus und die Proliferation der T-Zellen ermdglicht (5).

In der fruhen Phase nach der Transplantation aktivieren vor allem die im Transplantat ver-
bliebenen APC des Spenders die Empfangerlymphozyten, insbesondere in die sekundéaren lym-
phatischen Gewebe des Empfangers ausgewanderte dendritische Zellen (direct pathway of allo-
recognition) (7). Beglnstigt wird die Migration der APC des Spenders durch die initiale Im-
munantwort der unspezifischen Abwehr (14). Gegenuber den auf diese Weise prasentierten Allo-
antigenen sind sehr viel mehr Lymphozyten des Empfangers reaktiv, als etwa gegen virale oder
bakterielle Antigene, so dass eine sehr starke Immunantwort induziert werden kann (15). Dies er-
klart die Dynamik und Vehemenz einer friihen akuten AbstoBungsreaktion (8).

Im Laufe der Zeit nimmt die Zahl der verbliebenen professionellen APC des Spenders ab. Intakte
MHC-Molekiile des Spenders kdnnen jedoch auch von APC des Empféngers aufgenommen und
prasentiert werden (semidirect allorecognition).

Langfristig spielt die entscheidende Rolle jedoch die Prasentation von allogenen Peptiden tber
die eigenen MHC-Molekule der APC des Empféangers (indirect allorecognition) nach Aufberei-
tung der MHC-Molekille des Spenders und weiterer ,,minor histocompatibility antigens* (16).
Spate AbstoRungsreaktionen werden Uber den indirekten pathway of allorecognition vermittelt.
Sie sind aufgrund der geringeren Anzahl der Gber diesen pathway aktivierbaren T-Zellen weni-

ger dynamisch als friilhe Rejektionen (8).
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Nach erfolgter allorecognition und T-Zell-Aktivierung erfolgt die Bereitstellung der Effektor-
mechanismen der Immunantwort, der alloresponse. Dabei kommt es im lymphatischen Gewebe
des Transplantatempfangers zunachst zur Differenzierung der T-Zellen sowie zur klonalen Ex-
pansion. In den letzten Jahren konnten zahlreiche Subgruppen der CD4"-Helferzellen und der
CD8"-zytotoxischen Zellen identifiziert und ihre Beteiligung an der AbstoRungsreaktion nachge-
wiesen werden. Auch geht man inzwischen von einer regelhaften Beteiligung von B-Zellen an
akuten und vor allem chronischen AbstoRungsreaktionen aus. Weiterhin werden Elemente des
angeborenen Immunsystems wie NK-Zellen, Makrophagen, Neutrophile sowie das Komple-
mentsystem miteinbezogen. Durch die Erzeugung eines Chemokingradienten und die Hoch-
regulation der Expression von Adhdasionsmolekilen wird die Rekrutierung der Effektorzellen in
das Transplantat sichergestellt (5).

Im Rahmen einer akuten T-Zell-basierten AbstoRungsreaktion (TCMR) entsteht das histo-
logische Bild einer interstitiellen Infiltration mit Tubulitis, teilweise tritt zudem eine Vaskulitis
auf (17). Nach der aktuellen Banff-Klassifikation fur die histologische Einstufung von Absto-
Rungsreaktionen in Transplantatbiopsien werden nach Schweregraden die Typen I (interstitielle
Infiltration mit Tubulitis), Il (Arteritis der Intima) und Il (transmurale Arteritis, Nekrose der
glatten Muskulatur) unterschieden. Zudem werden grenzwertige Verdnderungen (borderline
changes) als eigene Kategorie aufgefiihrt. Dabei handelt es sich um histologische Veranderun-
gen, die auf eine T-Zell-getragene AbstolRung hinweisen (interstitielle Infiltration mit Tubulitis),
aber noch nicht den Schweregrad der akuten Abstol3ung Typ | erreichen (18).

Antikorperbasierte Abstoungen (ABMR) werden nach Lé&sionsart in drei Kategorien eingeteilt
(tubuldre Entzliindung, Schadigung der kapillaren und oder glomerularen Mikrozirkulation und
arterielle Entzindung), ein Nachweis des Komplementspaltprodukts C4d wird zur Diagnose-
stellung nicht mehr gefordert, sind jedoch ein wichtiges prognostisches Kriterium (19).

Klinisch manifestieren sich AbstolRungsreaktionen in zunehmendem Transplantatversagen mit
Reduktion der GFR und Anstieg der Retentionsparameter (20). Friihe akute AbstoRungen treten
funf Tage bis drei Monate nach der Transplantation auf, spatere akute AbstoRungen sind jedoch
mdoglich, in der Regel als Ausdruck einer zu geringen Immunsuppression, sei es iatrogen bedingt,
oder durch eine geringe Therapieadhérenz des Patienten (8). Spate akute AbstoRungen sind oft
schwerwiegend und dann, vor allem bei humoraler Beteiligung, mit einem endgultigen Trans-
plantatversagen assoziiert (21).

Langsamere und schwéchere, jedoch auch auf einer immunologischen Antwort beruhende chro-
nische AbstoBungsprozesse werden ebenfalls beobachtet. Wurde eine chronische Abstoliung

friher vor allem als T-Zell-getragener Prozess angesehen, wird aktuell die Kausalitat einer anti-
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korperbasierten Immunantwort postuliert (22). Auch wenn der genaue Pathomechanismus und
die Zuordnung histologisch nachweisbarer Lasionen zu immunologischen Prozessen oder nicht-
immunologischen Schadigungen noch umstritten ist, erscheint eine wesentliche Rolle der anti-
korperbasierten chronischen Abstollung bei der Entstehung der chronischen Transplantatdys-
funktion, insbesondere der schweren, zu einem Transplantatverlust filhrenden Form, gesichert zu
sein (21).

3.3. Mechanismen der Immunsuppression

Bis heute die wichtigsten, wenn auch aufgrund ihrer Nebenwirkungen zunehmend umstrittenen
immunsuppressiven Medikamente sind die Calcineurininhibitoren (CNI) Tacrolimus und Cyclo-
sporin A. Nach erfolgter Lymphozytenaktivierung tber den B- oder T-Zell-Rezeptor wird das
Signal Uber den Calcium-Calcineurin-pathway weitergeleitet, was schlie3lich zu einer Dephos-
phorylierung des Transskriptionsfaktors NFAT durch das Schlisselenzym Calcineurin fihrt.
Binden Komplexe aus Cyclosporin A und Cyclophilin oder aus Tacrolimus/FK506 und FK-bin-
ding-protein-12 (FKBP12) an Calcineurin, wird die Lymphozytenaktivierung unterbunden (23).
Cyclosporin A und Tacrolimus sind unter den bislang bekannten Immunsuppressiva die effektiv-
sten, insbesondere in der Unterdriickung der T-Zell-Aktivierung (24).

Ebenso haufig wie die CNI und als deren bevorzugte Kombinationspartner werden die Prolifera-
tionshemmer eingesetzt. Der Purin-Antimetabolit Azathioprin behindert die DNA-Synthese, ist
aber aufgrund seiner geringen Selektivitat mit einer hohen Toxizitat behaftet und wurde in den
meisten Protokollen durch die Mycophenolsdurederivate ersetzt (10). Die Mycophenolsdure
hemmt die von den Lymphozyten zur Neubildung von DNA bendtigte de novo-Purinsynthese
durch Blockade des Enzyms IMPDH und ist, da andere Zellarten den Wiederverwertungsstoff-
wechsel nutzen kénnen, weniger toxisch als Azathioprin (25).

Leflunomid behindert als Hemmer des Enzyms Dihydroorotat-Dehydrogenase die Pyrimidin-
und damit ebenfalls die DNA-Synthese. In der Transplantationsmedizin spielt es wegen seiner
antiviralen Wirkung lediglich bei CMV - oder BK-Virus-Infektionen als Substitut fur die anderen
Proliferationshemmer eine Rolle (26).

Ebenfalls hdufig im Rahmen einer Kombinationstherapie eingesetzt — in den letzten Jahren ver-
mehrt anstelle der CNI — werden die mTOR-Inhibitoren Sirolimus/Rapamycin und Everolimus.
Beide binden wie Tacrolimus an das FKBP12, der Komplex blockiert jedoch die Aktivitét eines
anderen Enzyms, des mammalian Target of Rapamycin (mTOR). Dieses ist nach Eingang des

Signals 3 notwendig, um den Eintritt der Zelle in den Zellzyklus und damit ihre Proliferation zu
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ermdglichen (27). Die mTOR-Inhibitoren sind die ersten Immunsuppressiva mit antineo-
plastischen Eigenschaften (28).

Seit langem bekannt sind die immunsuppressiven Eigenschaften der Steroide. Die molekularen
Mechanismen sind komplex, die Hemmung der Lymphozytenaktivierung kann jedoch im We-
sentlichen durch eine Hemmung der Uber den Glukokortikoidrezeptor vermittelten Unterdrik-
kung der Expression der Transskriptionsfaktoren NFxB und AP-1 erklart werden (29).
Nahezu alle immunsuppressiven Protokolle nach Nierentransplantation beinhalten Steroide; erst
in den letzten Jahren fiihrten ihre Nebenwirkungen zu einem verstérkten Interesse an steroid-
freien Regimes (30).

Der unlangst fir die Kombinationstherapie nach Nierentransplantation zugelassene, nicht deple-
tierende Antikorper Belatacept bindet an CD28 und verhindert als Costimulationsinhibitor das
Signal 2 der Lymphozytenaktivierung (31).

IL-2-Rezeptor-Antagonisten wie Basiliximab werden hdufig im Rahmen einer Induktions-
therapie eingesetzt. Das Ziel dieser nicht depletierenden Antikorper ist es, durch Bindung an
CD25 das Signal 3 der Lymphozytenaktivierung zu verhindern (32).

Ebenfalls zur Induktionstherapie oder zur Behandlung akuter Rejektionsepisoden werden die
depletierenden Antikorper eingesetzt. Sie flhren zur direkten, antikdrpervermittelten Zerstérung
von Zellen des Immunsystems. Polyklonale Antikérperpréparate wie Antithymozytenglobulin
(ATG) oder Thymoglobulin binden dazu an eine Vielzahl verschiedener Oberflachenstrukturen
von Lymphozyten. Die monoklonalen Antikérper Muromonab/OKT3 und Alemtuzumab/Cam-
path-1H richten sich spezifisch gegen den TCR (CD3), bzw. gegen CD52, welches von den
meisten mononukleéren Zellen ausgepragt wird (33).

Rituximab ist ein B-Zell-depletierender Antikorper, der mit CD20 interagiert und im Rahmen der
Transplantationsvorbereitung bei Blutgruppeninkompatibilitat sowie in der Therapie antikorper-
vermittelter AbstolRungen eingesetzt wird (34). Eculizumab ist ein Antikorper, welcher zur The-
rapie der paroxysmalen néchtlichen Hdmoglobinurie zugelassen ist. Er bindet den Komplement-
faktor C5 und verhindert somit die komplementvermittelte Zytolyse. Experimentell erfolgte
ebenfalls bereits der Einsatz bei antikdrpervermittelten Rejektionen (35). Bortezumib ist ein Pro-
teasomeninhibitor, der bei Zellen mit hoher Proteinsyntheserate wie Plasmazellen Apoptose aus-
I6sen kann. Das zur Therapie des multiplen Myeloms zugelassene Medikament wird experi-
mentell zur Therapie von antikorpervermittelten akuten AbstoRungen eingesetzt (35). Im Prozess
der klinischen Zulassung befindet sich der JAK-Inhibitor Tofacitinib, der die Weiterleitung des
uber CD25 vermittelten Signal 3 Uber den Jak-STAT-pathway verhindert und von dem erwartet

wird, dass er eine therapeutische Alternative zu den CNI darstellen kénnte (36).
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Um eine Abstol3ungsreaktion initiieren zu
kénnen, missen T-Lymphozyten durch drei
Signale vollstandig aktiviert werden: Das
erste Signal wird gegeben, indem der T-Zell-
Rezeptor auf MHC II-Molekilen dargebote-
nes Antigen erkennt. Die Interaktion ver-
schiedener Oberflachenmolekile auf APC
und Lymphozyt stellt das zweite Signal dar.
Das dritte Signal bildet schlieBlich die
Stimulation der T-Zelle durch Zytokine wie
IL-2. Diese und weitere zur Proliferation und
Reifung notwendige Genprodukte kdnnen
nur synthetisiert werden, wenn bestimmte
Transskriptionsfaktoren in den Zellkern
gelangen. Dazu bedarf es der Téatigkeit von
Enzymen wie Calcineurin oder IKK, welche
durch Inhibitoren gehemmt werden kénnen.
Die Mycophenolsaure und Everolimus
blockieren die Tatigkeit der Enzyme IMPDH
und mTOR, welche zur Proliferation not-
wendige Nukleotide bereitstellen, bzw.
verschiedene wichtige Funktionen, u.a. bei
der Einleitung des Zellzyklus, wahrnehmen.

Nucleotid-
synthese

Mycophenolsdure | T-Lymphozyten |

Abbildung 1: Immunsuppressiva der Zeus-Studie

3.4. Fortschritte in der Transplantationsmedizin

Um den gegenwartig erreichten therapeutischen Nutzen einer Nierentransplantation erzielen zu
kdnnen, bedurfte es eines erheblichen Fortschrittes in der Transplantationsmedizin. Neben der
Verbesserung der Operationstechniken und des perioperativen Managements trugen vor allem
das kontinuierlich zunehmende Verstdndnis der immunologischen Vorgénge und die damit in
engem Zusammenhang stehende Entwicklung neuer immunsuppressiver Strategien zu diesem in-
zwischen 60 Jahre andauernden Prozess bei.

Um nur eine moglichst schwache immunologische Reaktion des Empfangers auf das Trans-
plantat zu provozieren, werden seit den 60er Jahren Spender und Empfanger mit moglichst ge-
ringen immunologischen Unterschieden (HLA-matching) einander zugeordnet. Zur optimalen
Allokation der Organe wurde 1967 Eurotransplant gegrindet, 1977 folgte auch in den USA ein
Transplantationsnetzwerk, aus dem sich das United Network for Organ sharing (UNOS) ent-
wickelte (37). Ebenfalls ab den 60er Jahren wurde damit begonnen, vor der Transplantation se-
rologische Untersuchungen zum Nachweis praformierter Antikérper gegen das Transplantat
durchzufiihren, um hyperakute AbstolRungsreaktionen zu vermeiden (38). Die frihen immunsup-
pressiven Regimes setzten auf Ganzkdperbestrahlung und den Einsatz verschiedener Zytostatika,
um die schnell proliferierenden Lymphozyten auszuschalten. Die Proliferations-hemmung war
auch das Ziel von Roy Calne, der zu Beginn der 60er Jahre erstmals den Anti-metaboliten Aza-

thioprin einsetzte (39). Die Kombination von Azathioprin mit den etwa zeitgleich eingefiihrten
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Steroiden brachte der Transplantationsmedizin ihren ersten Durchbruch: Die Reduktion der Zahl
der akuten AbstoBungen auf etwa 50% im ersten Jahr nach der Transplantation machte die Ver-
pflanzung allogener Organe in grélRerer Zahl moglich. Die geringe Selektivitat der Medikamente
hatte jedoch massive Nebenwirkungen zur Folge (40).

Ende der 60er Jahre wurde mit der Therapie akuter AbstoBungen durch polyklonale Antikorper
gegen Lymphozyten ein neues Prinzip der Immunsuppression eingefiihrt. Wegen der geringen
Spezifitat der Préparate kam es aber ebenfalls zu erheblichen Nebenwirkungen (41) Mit der Ein-
fuhrung der Calcineurininhibitoren in den 80er Jahren standen erstmals Medikamente zur Verfi-
gung, die zugleich hocheffizient und relativ nebenwirkungsarm waren. Cyclosporin A und das
zehn Jahre spéter eingefuhrte Tacrolimus konnten Anzahl und Schweregrad der akuten Absto-
Bungen erheblich reduzieren. Durch die erhthte Selektivitat gingen in gleichem Male die Infek-
tionsrate und die Knochenmarktoxizitat der Therapie zurlick. Durch den Einsatz der CNI wurde
auch die erfolgreiche Transplantation weiterer solider Organe wie Herz oder Lunge in grofierem
Umfang ermdglicht. Zugleich stieg die Anzahl der Transplantationen dramatisch an. Die Einflh-
rung der CNI stellt deshalb einen Meilenstein in der Geschichte der Transplantationsmedizin dar
(42).

Eine weite Verbreitung fanden die nicht depletierenden Antikdrper gegen den IL-2-Rezeptor
CD25, welche Ende der 90er Jahre entwickelt wurden und den Vorteil minimaler Toxizitat bo-
ten. Durch ihren Einsatz in der Induktionstherapie konnte das Auftreten akuter AbstoRungen
weiter reduziert und dabei der Verbrauch nebenwirkungsreicherer Immunsuppressiva reduziert
werden (32). Etwa zeitgleich ermoglichte die Entwicklung von Mycophenolat Mofetil (MMF)
die Abldsung von Azathioprin durch einen Antimetaboliten mit deutlich verbesserter Spezifitat
(43). Als Mycophenolsaurederivat mit veradnderter Galenik stellt zudem das 2003 eingefuhrte
Mycophenolat-Natrium (EC-MPS) eine weitere Alternative dar (44). Die Einflihrung der mTOR-
Inhibitoren Sirolimus (45) und Everolimus (46) in den Jahren um die Jahrtausendwende gab der
Transplantationsmedizin aufgrund ihres spezifischen Wirkprofils erstmals Immunsuppressiva an
die Hand, welche mdglicherweise einen gunstigen Einfluss auf die Entstehung von Neoplasien
zeigten (10). Seit 2011 in klinischer Anwendung ist schlielich auch der Costimulations-
inhibitor Belatacept, von dem man sich eine Erhaltungstherapie mit giinstigem Nebenwirkungs-
profil verspricht (47).

Mit diesen Medikamenten gelang es im Laufe der Jahre immer besser, die immunologische
Antwort auf die Nierentransplantation zu kontrollieren und akute AbstoBungen transplantierter

Nieren zu verhindern.
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3.5. Das Problem des Langzeittiberlebens

Bis Mitte der 90er Jahre verbesserte sich zudem das Langzeitiberleben der Transplantate (48).
Seitdem fand jedoch eine Entkopplung statt: Wahrend die bereits niedrige Rate akuter Rejektio-
nen noch weiter gesenkt werden konnte, stagnierte die Uberlebenszeit mit funktionierendem
Transplantat. Wahrend die Quote der nach einem Jahr noch funktionsttichtigen Nierentransplan-
tate in den USA aktuell bei Uber 90% liegt, sind nach flnf Jahren noch etwa 75%, nach zehn
Jahren aber unter 50 Prozent der Transplantate funktionstiichtig (49). Fur die Halbwertszeit der
postmortalen Transplantate (Zeit, nach der nur noch 50% der Transplantate funktionsfahig wa-
ren), die vom Transplantationsjahr 1989 bis 1999 noch von 6,6 Jahren auf 8,6 Jahre gesteigert
werden konnte, wird fur die Zeit bis 2005 nur eine minimale Steigerung auf 8,8 Jahre erwartet.
Der groRRte Anteil der Steigerung in der Dekade von 1989 bis 1999 wurde erzielt, indem friihe
Verluste durch Abstolungen im ersten Jahr verhindert wurden. Deshalb fiel die Steigerung der
Halbwertszeit bei den Lebendspenden, die schon seit langem exzellente Einjahresfunktionsraten
aufweisen, bereits von 1989 bis 1997 nur gering aus (11,4 auf 12,0 Jahre). Auch bei den Lebend-
spenden wird eine signifikante weitere Steigerung der Halbwertszeit der Transplantate nicht
erwartet (50).

Damit vollzog sich in der Transplantationsmedizin ein Paradigmenwechsel: Wahrend in den er-
sten Jahrzehnten die Beherrschung der akuten AbstoBungen das zentrale Ziel war, steht nunmehr
die Sicherstellung des langfristigen Uberlebens der Empfanger mit einem funktionstiichtigen
Transplantat im VVordergrund. Die haufig vertretene Ansicht, durch die Vermeidung oder Unter-
drickung akuter AbstolRungen werde gleichzeitig auch die langfristige Prognose des Transplan-
tates befordert, erwies sich als unbegriindet (51).

Die Ursachen dafir sind vielschichtig, lassen sich jedoch einteilen in Probleme des Uberlebens
des Transplantates selbst (die chronische Transplantatdysfunktion) und Probleme des Transplan-
tatempféangers, vor allem wegen einer erhdhten kardiovaskularen Mortalitt und wegen des ver-

mehrten Auftretens von Infektionen und Neoplasien.

3.5.1. Die chronische Transplantatdysfunktion

Der Begriff der chronischen Transplantatdysfunktion (chronic allograft dysfunction, CAD) ist
rein deskriptiv und beschreibt das klinische Problem, mit welchem die Transplantationsmedizin
konfrontiert wird. Er beschreibt kein eigenstdndiges Krankheitsbild, sondern ist der klinische

Ausdruck verschiedener Pathologien. Der VVorgangerbegriff der chronischen Transplantatnephro-
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pathie (chronic allograft nephropathy, CAN) ist deshalb verlassen worden. Auch der in der aktu-
ellen Banff-Klassifikation vorgesehene histologisch-deskriptive Begriff der ,,interstitiellen Fibro-
se und tubuldren Atrophie” (IFTA) wird als gemeinsame Endstrecke verschiedener Schiadigung-
en verstanden und sollte nur verwendet werden, wenn eine atiologische Zuordnung nicht mog-
lich ist (52).

Nachdem seit den 90er Jahren vor allem nichtimmunologische Ursachen flir die chronische
Transplantatdysfunktion verantwortlich gemacht wurden, geht man heute wieder davon aus, dass
immunologische Prozesse im Vordergrund stehen (53). Vor allem durch die Moglichkeit, durch
verfeinerte Labormethoden sehr sensitiv das Auftreten gegen das Transplantat gerichteter Anti-
korper (donor specific antibodies, DSA) nachzuweisen (54), und durch die Neubewertung histo-
logischer Befunde, vor allem durch den Verzicht auf den obligatorischen Nachweis von C4d im
Bioptat, setzte sich die Erkenntnis der Bedeutung chronischer antikorperbasierter AbstoRungs-
prozesse (ABMR) durch (55). Die chronische ABMR zeichnet sich durch Schédigungen der
Mikrozirkulation aus. Sie ist weit haufiger als T-Zell-basierte AbstolRungen (TCMR), schwer zu
behandeln und fiihrt oft zum Verlust des Transplantats (56). Eine akute TCMR hingegen spricht
meist auch in fortgeschrittenen Stadien gut auf Steroide an, hinterlasst weniger irreversible
Schéaden und fiihrt seltener zu einem Transplantatverlust (17). Das Vorhandensein einer chroni-
schen TCMR wird von einigen Autoren sogar ganz bestritten (55).

Bemerkenswert ist, dass sowohl ABMR als auch TCMR oft bei Patienten mit fraglicher Thera-
pieadhdrenz auftreten. Es wird vermutet, dass eine mangelhafte Medikamenteneinnahme bis zu
30% der Transplantatverluste erklaren kann (57).

Neben der immunologischen Schadigung der Transplantate tragen weitere, nichtimmunologische
Schéadigungen zur chronischen Transplantatdysfunktion bei. Die Tatsache, dass die derzeit wich-
tigsten Medikamente in der Nierentransplantation, die Calcineurininhibitoren, nephrotoxisch
sind, ist seit langem bekannt, eine Vielzahl histologischer Schadigungsmuster wurde beschrieben
(58). Einerseits tritt bereits nach 10 Jahren Behandlungsdauer bei einem Viertel aller mit CNI be-
handelten Patienten nach Herz- oder Lebertransplantation eine chronische Niereninsuffizienz im
Stadium IV auf, zehn Prozent benétigen eine Dialysetherapie (59). Andererseits zeigen die Daten
aktueller Studien aber, dass die Calcineurininhibitortoxizitat nicht die zentrale Rolle fur die chro-
nische Transplantatdysfunktion und den Transplantatverlust spielt, die ihr in der Vergangenheit
zugeschrieben wurde (60).

Weiterhin fihren die Erkrankungen des Empféngers, wie die arterielle Hypertonie, metabolische
Erkrankungen, wie Diabetes mellitus oder Hyperlipiddmie, Infektionserkrankungen, wie Harn-

wegsinfekte oder die BK-Virus-Nephropathie, sowie die Rekurrenz der zur Niereninsuffizienz
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fuhrenden Grunderkrankung zu einer Schadigung des Transplantats (20). Auch werden bereits
durch den Hirntod des Spenders und den Verbleib des Organs im seinem Korper, anschlie3end
durch die Operationstétigkeit bei Entnahme und Verpflanzung, sowie durch den Transport und
die daraus resultierenden Ischamiezeiten und Reperfusionsschdden im Transplantat L&sionen
gesetzt, welche dessen Funktion sowohl direkt schédigt, als auch flr eine weitere Schadigung
durch das Immunsystems des Empféngers prédestinieren kann (61). SchlieBlich darf auch nicht
vergessen werden, dass es sich bei der chronischen Niereninsuffizienz um eine progrediente Er-
krankung handelt. Im Vergleich zu nicht transplantierten Patienten mit chronischer Nieren-
erkrankung schreitet die Niereninsuffizienz bei Transplantierten — bei vergleichbarer Mortalitat —

sogar etwas langsamer voran (62).

3.5.2. Die kardiovaskulare Mortalitét

Neben dem Problem der chronischen Transplantatdysfunktion besteht eine weitere Ursache der
unbefriedigenden Langzeitergebnisse der Nierentransplantation in der hohen Zahl der Patienten,
welche mit funktionierendem Transplantat versterben. In der Tat ist der Tod des Patienten die
haufigste Ursache flr den Transplantatverlust in den ersten funf Jahren nach der Transplantation,
gefolgt von chronischer Dysfunktion und — mit weitem Abstand — der akuten Rejektion; andere
Ursachen, wie die Rekurrenz der Grunderkrankung oder eine geringe Therapieadharenz, sind
demgegenuber weniger relevant (63).

Die fuhrende Todesursache besteht in kardiovaskuldren Erkrankungen — wegen des zusétzlichen
kardiovaskularen Risikofaktors der Niereninsuffizienz und der hohen Comorbiditat der Patienten
weit ber das bei der Normalbevolkerung auftretende Mal3 hinaus (64). Deshalb ist die Tendenz
der Calcineurininhibitoren, arterielle Hypertonie, Hyperlipidamie und Diabetes mellitus zu ver-
starken oder auszuldsen, hochst problematisch. Auch die nach wie vor oft eingesetzten Steroide
wiesen ein ahnliches Nebenwirkungsprofil auf. Vor diesem Hintergrund ist zu verstehen, dass
die Entwicklung calcineurininhibitor- und steroidfreier Therapieregimes weiterhin eine hohe
Prioritat geniel3t (65, 66).

3.5.3. Infektionen und Neoplasien

Direkte Folge der immunsuppressiven Therapie ist schlielich das Auftreten von Neoplasien und
Infektionen. Seit langem ist bekannt, dass maligne Erkrankungen unter immunsuppressiver The-
rapie sehr viel haufiger auftreten als in der Normalbevolkerung (67). Das relative Risiko der Ent-

wicklung aller Neoplasien ist erhéht, dramatische Haufungen treten aber zu Beginn der immun-
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suppressiven Therapie vor allem bei lymphoproliferativen Erkrankungen auf, mit zunehmender
Dauer der Immunsuppression dann immer mehr bei Hauttumoren. In beiden Féllen kénnen onko-
gene Viren an der Entstehung beteiligt sein (68).

Infektionen nach Nierentransplantation lassen sich nach Fishman and Rubin in drei Gruppen ein-
teilen: Fruhe postoperative Infektionen im ersten Monat sind in der Regel Wund- und katheter-
assoziierte Infektionen. Unter der massiven Immunsuppression des ersten halben Jahres nach
Transplantation treten dann opportunistische Infektionen auf, etwa durch CMV, EBV, Polyoma
und Pneumaocystis jirovecii (69). Diese Gefahr sinkt in dem MaRe, in dem die Immunsuppression
in der Folgezeit reduziert wird, anndhernd auf das Mal} der Normalbevolkerung. Patienten mit
weiterhin schlechter Nierenfunktion und hoher Immunsuppression bleiben allerdings mit einem
hohen Infektionsrisiko behaftet.

Zur Mortalitat nach Nierentransplantation tragen Infektionen mit tGiber 15% aller Todesfélle, Ne-
oplasien mit tiber 10% aller Todesfélle in den ersten finf Jahren nach Transplantation bei. Im

weiteren Verlauf steigt dann der Anteil der Tumorerkrankungen weiter an (63).

3.6. Strategien zur Verbesserung des Langzeittiberlebens

Angesichts dieser Probleme hat sich die wissenschaftliche Diskussion auf dem Gebiet der Trans-
plantationsmedizin in den letzten Jahren auf zwei mogliche Lésungen konzentriert: Erstens wird
versucht, eine Toleranz des Wirtes gegenliber dem Transplantat zu erzeugen, um eine Langzeit-
immunsuppression vollstandig zu vermeiden. Der zweite Ansatz geht davon aus, dass eine im-
munsuppressive Therapie dauerhaft notwendig ist. Die Wirkungen sollen jedoch optimiert und
die Nebenwirkungen begrenzt werden. Dazu notwendig sind die Entwicklung neuer, neben-
wirkungsarmerer Medikamente und Therapieregimes sowie die Entwicklung besserer Maoglich-

keiten der Therapiesteuerung.

3.6.1. Toleranzinduktion

Eine ideale Losung stellt zweifellos die Induktion von Toleranz gegenuber dem Transplantat dar
— gelange sie, kdnnte die immunsuppressive Therapie mit all ihren Nachteilen entfallen. Seit 60
Jahren wahrende Versuche, dieses Ziel zu erreichen, haben bislang jedoch nicht zum Erfolg ge-
fuhrt. Regimes zur Etablierung eines gemischten Chimarismus durch Stammzelltransplantation
sind trotz erster Erfolge bislang experimentell und durch ihre Toxizitat limitiert (70). Die an-

fangliche Hoffnung, durch den Einsatz des Costimulationsinhibitors Belatacept kénne Toleranz
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induziert werden, hat sich nicht erfillt (71). Auch die Induktion von Toleranz durch den Einsatz
von regulatorischen T-Zellen ist bis auf wenige Ausnahmen bislang auf das Tiermodell be-

schrankt (72). Somit ist Toleranzinduktion derzeit und in naher Zukunft keine klinische Option.

3.6.2. Individualisierung der Immunsuppression

Der konkretere Weg aus dem Dilemma von AbstoRung und Toxizitat besteht deshalb in der Ent-
wicklung malRgeschneiderter Therapieregimes (73, 74). Da das Spektrum der zur Verfligung ste-
henden Immunsuppressiva stetig erweitert wurde, verlasst man die friiher gangige Praxis, alle
Patienten mit der mehr oder weniger gleichen Medikamentenkombination zu behandeln, heute

zugunsten einer bedarfsgerechteren Beeinflussung des Immunsystems (75, 76, 77).

3.7. Therapeutic Drug Monitoring: Pharmakokinetik

Da das therapeutische Fenster bei vielen immunsuppressiven Medikamenten eng ist und ein
mehr oder weniger direkter Zusammenhang zwischen Exposition, Effektivitdt und Toxizitét be-
steht, ist es Ublich geworden, die Blutspiegel der Medikamente zu messen und die Therapie an-
hand dieser pharmakokinetischen Daten zu steuern. Das pharmakokinetische Routinemonito-ring
ist mittlerweile Standard bei der Therapie mit den Calcineurin- und den mTOR-Inhibitoren (78,
79). Auch bei den Mycophenolsdurederivaten wird Uber die Vorteile einer pharmako-kinetisch
kontrollierten Therapie gegentber einer fixen Dosierung kontrovers diskutiert, eine regelhafte
Umsetzung in der klinischen Praxis erfolgt bislang jedoch in der Regel nicht (80). In der Tat sind
auch bei den Calcineurin- und den mTOR-Inhibitoren weiterhin zahlreiche Fragen offen, bei-
spielsweise ist unklar, wann die Messung erfolgen sollte. Wahrend bei Tacrolimus, Sirolimus
und Everolimus der Talspiegel (Co) ein gutes MaR fur die Gesamtexposition des Patienten dar-
stellt und weitgehend unumstritten ist (81), versprach man sich bei Cyclosporin A von der Mes-
sung des zwei Stunden nach Medikamenteneinnahme erreichten Spitzenspiegels (C>) einen Vor-
teil gegentiber der Messung des Talspiegels (Co). Der Nachweis Kklinischer Vorteile fir die Pati-
enten und die weit verbreitete Anwendung des Messprinzips blieben jedoch aus (82). Unklar ist
zudem, ob Toxizitat und Effektivitat Uberhaupt anhand der gleichen Parameter abgebildet wer-
den kénnen (79).

SchlieBlich kénnen pharmakokinetische Messungen nur die individuell teils sehr unterschiedli-
che Aufnahme, Verstoffwechselung und Verteilung der immunsuppressiven Medikamente im

Korper des Patienten nachweisen. Die Art und Weise, wie dessen Immunsystem auf die Medi-
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kamentenspiegel reagiert, wird nicht erfasst, zeigt aber ebenfalls hohe interindividuelle Unter-
schiede auf (83).

3.8. Therapeutic Drug Monitoring: Pharmakodynamik

Um diese Lucke zu schlieBen, hat man pharmakodynamische Untersuchungsverfahren etabliert.
Anhand von Biomarkern soll der Immunstatus der Patienten charakterisiert werden. Ein Bi-
omarker wird dabei definiert als ,,a characteristic that is objectively measured and evaluated as
an indicator of normal biological processes, pathogenic processes, or pharmacologic responses
to a therapeutic intervention® (84). Ziel der Bestimmung der Biomarker ist es, das Ansprechen
der Abwehr des Patienten auf die einzelnen Medikamente und deren Kombinationen zu ermitteln
und dadurch sowohl quantitativ die richtige Stérke, als auch qualitativ die ideale Zusammenset-
zung des immunsuppressiven Regimes zu finden (85).

Wiunschenswert sind Biomarker zur Einschdtzung des immunologischen Risikos vor der Trans-
plantation, zur pharmakodynamischen Verlaufsbeobachtung unter der immunsuppressiven The-
rapie sowie zur ldentifizierung von Patienten mit niedrigem immunologischen Risiko, die fir
eine Reduktion der immunsuppressiven Therapie geeignet wéaren. Im weiteren Sinne sind auch
Biomarker zur Friherkennung von AbstoRungsreaktionen zum immunologischen Monitoring zu
zahlen (86).

Die in den letzten Jahren entwickelten pharmakodynamischen Verfahren zur Verlaufsbeobach-

tung lassen sich in spezifische und globale, unspezifische Marker unterteilen (87).

3.8.1. Spezifische pharmakodynamische Biomarker

Dabei bildet der molekulare Wirkmechanismus der verschiedenen immunsuppressiven Medika-
mente die Grundlage der spezifischen Biomarker. Mehrere Immunsuppressiva hemmen Enzyme,
der Nachweis der Hemmung der Enzymaktivitét stellt somit einen direkten Marker fur die Effek-
tivitat des Medikaments dar (88). Beispiele sind die gut etablierte Bestimmung der IMPDH-Akti-
vitat fur die Mycophenolsdurederivate durch Glander (89) und die weniger gut validierten Ver-
fahren der Messung der Calcineurinaktivitat als Marker fur die Calcineurininhibitoren (90) und
der p70S6-Kinase fur die mTOR-Inhibitoren (91). Wegen der iberragenden Bedeutung der De-
phosphorylierung von NFAT durch Calcineurin kann die von Giese und Sommerer etablierte

Quantifizierung der NFAT-regulierten Genexpression (IL-2, IFN-y, GM-CSF in stimulierten
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PBMC) mittels rt-PCR ebenfalls als ein spezifisches Verfahren fiir das pharmakodynamische
Monitoring einer Calcineurininhibitortherapie angesehen werden (92).

Wie die Besetzung eines Rezeptors als direkter pharmakodynamischer Effekt eines Medikaments
evaluiert werden kann, demonstrierte Kovarik fiir Basiliximab und seine Zielstruktur CD25 (93).
Tkaczuk untersuchte die Wirkung von Daclizumab auf Expression und Internalisierung von
CD25 sowie auf die Phosphorylierung von Komponenten des Jak-STAT-pathways (94). Zum
pharmakodynamischen Monitoring des JAK1/JAK3-Inhibitors Tofacitinib wurde ein Assay ent-
wickelt, mit welchem zytometrisch phyosphoryliertes STATS5 in T-Zellen nach Aktivierung
durch Zytokine der IL-2-Familie nachgewiesen werden kann (95). Wie von Vadafari fiir die Cal-
cineurininhibitoren und Basiliximab gezeigt werden konnte, kann dieser Assay wegen der im
Verlauf der T-Zell-Aktivierung erst spat erfolgenden Aktivierung des JAK-STAT-pathways
(nach Eingang des Signals 3) jedoch auch die immunsuppressiven Eigenschaften anderer Medi-
kamente aufzeigen (96). Auch die Elimination einer Zellpopulation aus dem peripheren Blut
durch ein Antikorperpréparat kann als spezifisches Verfahren aufgefasst werden. Ein Beispiel
dafir ist die Arbeit von Buchler zu Antithymozytenglobulin (97). Eine anhaltende CD4-T-Zell-
Lymphopenie nach Gabe von depletierenden Antikdrpern ist mit einer erhéhten Mortalitat und

Morbiditat durch Malignome assoziiert worden (98).

3.8.2. Unspezifische pharmakodynamische Biomarker

Der Vorteil der unspezifischen Verfahren besteht in der Mdoglichkeit, die aggregierten Effekte
heute tblicher Kombinationstherapien abzubilden.

Da alle immunsuppressiven Medikamente letztlich Einfluss nehmen auf die gemeinsame End-
strecke der T-Zell-Aktivierung, ndmlich DNA-Synthese und klonale Expansion, ist die Messung
der Proliferationsfahigkeit stimulierter Lymphozyten eines der altesten pharmakodynamischen
Verfahren (99). Basierend auf VVorarbeiten von Ferron und Jusko (100) etablierten Mitglieder der
Arbeitsgruppe von Morris an der Stanford-Universitat Proliferationsassays, welche die Inkorpo-
ration des radioaktiven Markers [*H]TdR in die DNA messen oder per FACS-Analyse in die
DNA interkaliertes Pl sowie angefarbtes PCNA darstellen konnten (101). In den zahlreichen
weiteren Arbeiten der Gruppe setzte sich spater das nichtradioaktive Verfahren durch. Klupp
konnte dabei eine Korrelation des pharmakodynamischen Markers mit dem histologisch gesi-
cherten Schweregrad der akuten AbstoRung von Herztransplantaten bei Ratten nachweisen (102).
Dambrin und Klupp gelang es sogar, eine immunsuppressive Therapie anhand pharmakodynami-

scher Parameter zu steuern und bei Affen, welche nach Mallgabe der Prolifera-tionsrate Si-
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rolimus erhielten, die Entstehung der graft vascular disease bei Aortentransplantaten zu verhin-
dern (103). In einer aktuellen Arbeit von Wieland wurde die Proliferationsrate unter immunsupp-
ressiver Vierfachkombination anhand eines kommerziell verfiigbaren Assays charakterisiert, in
welchem BrdU in de-novo-synthetisierte DNA integriert und dann durch einen AntikOrper mar-
kiert wurde (104). Ein weiteres Proliferationsassay wurde unlangst von Niwa publiziert. Durch
rt--PCR-gestutzte Messung der PCNA-Expression konnte eine Suppression der Proliferation
durch die Calcineurininhibitoren, MMF und Prednisolon aufgezeigt werden (105).

Die Untersuchung der Expression von Oberflachenmarkern stimulierter Lymphozyten verlief in
der Gruppe um Morris weitgehend parallel zu der Entwicklung der Proliferationsassays. Unter-
sucht wurden die im Rahmen der Lymphozytenaktivierung eine Rolle spielenden Marker CD11a
(Teil des Integrins LFA-1), CD95 (Fas-Rezeptor), CD134 (costimulatorisches Molekl), CD154
(costimulatorisches Molekil) (106) sowie CD25 (Teil des IL-2-Rezeptors) und CD71 (Trans-
ferrinrezeptor), (104, 107-109). Eine Gruppe aus Pittsburgh untersuchte die Expression von
CD25, CD54 (Integrin ICAM-1), CD69 (Lektin, friher Aktivierungsmarker), CD71, CD86 (co-
stimulatorisches Molekil) und CD95. Ziel war es, eine ideal hemmende Kombination von Si-
rolimus und Mycophenolséure zu ermitteln (110, 111). Die Expression von auf CD25, CD27
(costimulatorisches Molekil), CD28, CD70 (costimulatorisches Molekul, Ligand von CD27)
und CD279 (PD-1, negative Regulation) untersuchte He, um den Effekt der Mycophenolsaure
auf durch CD28-stimulierte T-Zellen zu charakterisieren (112). Der costimulatorische Ober-
flachenmarker CD26 entspricht der Dipeptidylpeptidase-4 (DPP4). Shipkova und Wieland konn-
ten in einem atypischen Oberflachenmarkerassay zeigen, dass Immunsuppressiva in vitro die
Enzymaktivitat in unstimuliertem Vollblut unterdriicken und dass die Enzymaktivitat bei Patien-
ten mit akuten AbstolRungen erhoht, bei Patienten mit Leukopenie und schweren Infektio-nen
reduziert ist (87, 104). Ein weiterer atypischer Oberflachenmarker ist CD30, ein costimulato-
risches Molekdl, das nach T-Zell-Aktivierung als sCD30 ins Blut ubertritt und mit Hilfe eines
ELISA gemessen werden kann. Erhéhte Werte vor oder nach der Transplantation wiesen auf ein
erhdhtes Risiko fur akute Abstoflsungen hin (113).

Zytokine haben einen wichtigen Platz in der Lymphozytenaktivierung (114). In den Arbeiten zur
Transplantationsmedizin standen vor allem IL-2 als Signal 3 der Lymphozytenaktivierung, wie
auch IFN-y und TNF-a als Botenstoffe aktivierter T-Zellen im Vordergrund. Sowohl Zytokin-
spiegel im Blut als auch die intrazelluldre Zytokinkonzentration und Zytokinsynthese, mit oder
ohne Stimulationsverfahren, sind untersucht worden, um das Ansprechen der Patienten auf im-
munsuppressive Medikamente darzustellen und den Zusammenhang mit klinischen outcomes,

wie AbstoRungsreaktionen, herzustellen. Schon 1992 wies Anderson mit fluoreszenzmikroskopi-
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schen Techniken den hemmenden Einfluss von Cyclosporin A und Tacrolimus auf die Produk-
tion von IL-2, IFN-y und TNF-a in stimulierten Lymphozyten nach (115). Kimball untersuchte,
ob das Monitoring der Zytokine IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 und TNF-o im unstimulierten peripheren
Blut mit Hilfe eines ELISA ermdglichen wirde, die AbstoBung von Herztransplantaten vorher-
zusagen (116). Millan setzte das ELISA-Verfahren zur Messung der IL-2-Produktion im mit
PHA stimulierten PBMC im Verein mit einer Messung der Calcineurinaktivitat ein (117). Stein
nutzte einen ELISA in PHA-stimuliertem Vollblut, um die Inhibition der IL-2-Synthese unter
Cyclosporintherapie nachzuweisen (118). Hartel fuhrte zur Einschatzung der pharmakodynami-
schen Effekte von Cyclosporin A die Bestimmung der mRNA der Zytokine 1L-2, IL-4 und TNF-
a mittels rt-PCR ein und schlug die ,,area of cytokine mRNA expression over time* als geeigne-
ten Parameter zur Therapietiberwachung vor (119). Die Gruppe um Rostaing und Tkaczuk setzte
1999 die FACS-Analyse zur Bestimmung von IL-2, IFN-y, TNF-o. und weiterer Zytokine in
PBMC ein. Dabei wurden verschiedene Stimulationsverfahren evaluiert und die Muster der Zy-
tokinsynthese untersucht. (120, 121). Die Gruppe um Morris untersuchte friihzeitig Zytokine als
Ausdruck der Aktivierbarkeit des Immunsystems. Stalder beschrieb erstmals die Inhibition der
stimulierten Synthese von IL-2, IFN-y und TNF-o durch stimulierte Lymphozyten im humanen
Vollblut (122). Barten erweiterte die Methodik durch den Einsatz eines zytometrischen bead
array, der es ermoglichte, sechs Zytokine parallel zu messen. Dabei konnte er zeigen, dass der
Nachweis der Auswirkungen einer immunsuppressiven Therapie nur nach vorheriger Stimulation
der Lymphozyten mdglich ist (123). Das Verdienst von Flores ist es, parallel FACS-Analysen
mit den Stanford-Assays zur Bestimmung des Effekts von Cyclosporin und Tacrolimus auf die
intrazelluldare Zytokinsynthese und die Bestimmung von mRNA derselben Zytokine mittels rt-
PCA durchgefiihrt zu haben. Beide Verfahren erbrachten dabei annahernd das gleiche Ergebnis
einer dosisabhéngigen Inhibition der Zytokinsynthese (124). Boleslawski et al. konzentrierten
sich bei ihrer Untersuchung auf den Nachweis der IL-2-Synthese in CD8*-T-Zellen und konnten
einen Zusammenhang dieser mit dem Auftreten akuter Rejektionen bei Lebertransplantierten
zeigen (125), ein Ergebnis, welches von Akoglu (126) und Millan (127, 194) reproduziert wer-
den konnte.

Ein weiteres unspezifisches Verfahren zur Bestimmung des Immunstatus von Patienten unter im-
munsuppressiver Therapie wurde unlangst durch Kowalski validiert (128). Es erhielt 2002 die
offizielle Zulassung der amerikanischen FDA als geeignetes Verfahren zur Uberwachung einer
immunsuppressiven Therapie. In dem kommerziell verfugbaren Assay wird der ATP-Gehalt der
CDA4*-T-Zellen nach ihrer Lyse gemessen. Anhand einer Analyse von 504 Patienten postulierte

Kowalski 2006 fest umrissene, signifikant unterschiedliche Aktivierungszustande der Helferzel-
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len bei stabilen, akut abstoRenden und von Infektionen betroffenen Patienten (129). Seitdem ist
der ImmuKnow® Cyclex Assay von verschiedenen Gruppen eingesetzt worden. Dabei stellte
sich heraus, dass einzelne Messungen mit dem ImmuKnow®-Assay keine zuver-lassige VVorher-
sage Uber die Immunfunktion des Patienten oder das Auftreten von Rejektionen oder Infektionen
zulassen (130, 131). Wiederholte Messungen haben sich jedoch jenseits fix definierter Risikobe-
reiche fiir Uber- und Unterimmunsuppression als aussagekraftiger erwiesen und haben bereits
mehrfach zu therapeutischen Entscheidungen beigetragen (132, 133). Der Assay ist insbesondere
sensitiv in der Beschreibung eines reduzierten Immunstatus als Ausdruck einer Infektion (vor
allem einer CMV-Infektion), die gemessenen Werte kehren nach dem Ab-klingen der Infektio-

nen wieder auf die Ausgangswerte zurlick (134).
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4. Fragestellung

Wegen der unbefriedigenden Langzeitprognose der Nierentransplantate und ihrer Empféanger ist
eine Fortentwicklung der gegenwartig praktizierten immunsuppressiven Therapie unverzichtbar.
Einen wichtigen Ansatz dazu stellt die Entwicklung mafRgeschneiderter Therapieregimes dar,
welche Ausmall und Zusammensetzung der immunsuppressiven Therapie an die individuellen
Erfordernisse der Patienten anpassen sollen.

Gegenwartig wird die immunsuppressive Medikation erst beim Auftreten inakzeptabler Neben-
wirkungen angepasst. Um aber nicht nur reagieren zu kénnen, sondern um Nebenwirkungen von
vorneherein zu vermeiden, sind pharmakokinetische Verfahren entwickelt worden, mit deren
Hilfe es mdoglich ist, die Aufnahme, Verteilung, Verstoffwechselung und Ausscheidung der
wichtigsten Immunsuppressiva zu untersuchen.

Die Pharmakokinetik kann aber nur das weitere Schicksal der Medikamente nach ihrer Verabrei-
chung abbilden, nicht jedoch ihre Wirkung — oder mit anderen Worten: ,,pharmacokinetics can
tell you what the body does to the drug, but not what the drug does to the body* (79). Will man
Art und Menge des Einsatzes immunsuppressiver Medikamente optimal auf den Patienten zu-
schneiden, ist jedoch nicht nur der Spiegel der Medikamente von Interesse, sondern vor allem
ihre immunsuppressive Wirkung. Deshalb versucht man seit Jahren, die pharmakokinetischen
Verfahren der Therapietberwachung durch pharmakodynamische Verfahren zu erginzen. Diese
bilden auf verschiedene Weise den Effekt der immunsuppressiven Medikamente ab: entweder
medikamentenspezifisch, beispielsweise als Assay, welches die Aktivitéat eines blockierten Ziel-
enzyms nachweist, oder unspezifisch, beispielsweise als Nachweis der Proliferationstatigkeit der
T-Zellen. Keines der angewandten pharmakodynamischen Verfahren konnte sich bislang jedoch
durchsetzen, ein Standard bezlglich der zu messenden ZielgréRe oder des zu untersuchenden
Mediums hat sich noch nicht etabliert.

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, im Rahmen einer klinischen Studie durch die zeit-
gleiche Messung sechs verschiedener Parameter unter dem Einsatz von spezifischen und unspe-
zifischen Untersuchungstechniken ein moglichst umfassendes Bild der immunsuppressiven Wir-
kung zweier wichtiger gegenwaértig eingesetzter Therapieregimes zu zeichnen. Daraus ergeben

sich folgende Fragestellungen:
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1) Besteht ein Zusammenhang zwischen den pharmakokinetischen und den pharmako-
dynamischen Daten?

2) Sind die gewahlten Parameter geeignet, um den immunsuppressiven Effekt der eingesetzten
Medikamentenkombinationen abzubilden?

3) Sind die Parameter sensitiv genug, um die Unterschiede der immunsuppressiven Wirkung
eines MTOR-Inhibitor-basierten Therapieregimes im Vergleich mit einem Calcineurin-
Inhibitor-basierten Regime aufzudecken?

4) Lassen sich aus dem anhand der untersuchten Parameter gewonnenen Abbild der Funktion
des Immunsystems und seiner Unterdriickung Ruckschliisse auf das Auftreten der klinischen

Korrelate einer zu starken bzw. zu schwachen Immunsuppression ziehen?

Diese Fragestellungen wurden an einer Studienpopulation untersucht, bei der von einem Zeit-
punkt kurz vor der Transplantation bis zum Ende des Beobachtungszeitraums ein Jahr spéter
kontinuierlich Daten erhoben wurden. Damit stellt die vorliegende Arbeit eine der ersten lang-
fristigen pharmakodynamischen Verlaufsbeobachtungen de novo-nierentransplantierter Pa-

tienten dar.
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5. Patienten, Material und Methoden
5.1. Patienten

5.1.1. Studienaufbau

Die vorliegende Arbeit beruht auf einer pharmakodynamischen Substudie zur ZEUS-Studie. Die
ZEUS-Studie ist eine multizentrische, offene, prospektive, randomisierte klinische Parallel-
Gruppen-Studie, in welche in den Jahren 2005 bis 2007 in 17 Transplantationszentren in
Deutschland und der Schweiz insgesamt 503 Patienten eingeschlossen wurden (135). An der
pharmakodynamischen Substudie konnten nur die Patienten teilnehmen, die in einer der beiden
an der ZEUS-Studie teilnehmenden Berliner Zentren (die medizinischen Kliniken mit Schwer-
punkt Nephrologie der Charité Campus Mitte und Charité Campus Virchow) eingeschlossen
worden waren, insgesamt 86 Patienten.

Die Studie und die Substudie sind von der Ethikkomission der Charite genehmigt worden. Alle
Probanden gaben nach vorheriger Information Uber die Studie ihr freies schriftliches Einver-
standnis zur Hauptstudie und zur vorliegenden Substudie.

Die in die Studie eingeschlossenen Patienten erhielten einheitlich eine Induktionstherapie mit
Basiliximab (Simulect®) 20mg i.v. zwei Stunden vor der Nierentransplantation und an Tag vier
nach der Transplantation. Zudem erhielten alle Patienten Mycophenolsaure (EC-MPS, Myfor-
tic®) in einer Zieldosis von 1440mg/Tag (eine Reduktion im Verlauf war zuldssig) und Steroide
nach Ermessen des Transplantationszentrums, mindestens jedoch in einer Dosis von 5mg Pred-
nisolon(aquivalent)/Tag. Cyclosporin A (Sandimmun® Optoral) wurde spiegel-kontrolliert ver-
abreicht. Der Zielspiegel Co (Talspiegelkonzentration) betrug bis Monat 4,5 150-220ng/ml, von
Monat 4,5 bis Monat 6 120-180ng/ml, und ab Monat 6 bis zum Studienende im Monat 12 100-
150ng/ml; alternativ konnte nach C»>-Spiegel (Spiegel zwei Stunden nach Einnahme) dosiert
werden, die Zielspiegel betrugen in diesem Fall 1100-1400ng/ml (Monat 1), 950-1300ng/ml
(Monat 2), 800-1200ng/ml (Monate 3 bis 4,5), 700-1000ng/ml (Monate 4,5 bis 6) bzw. 500-800
ng/ml (Monate 6 bis 12). Der Cyclosporinspiegel wurde durch Immunoassay bestimmt.

Nach Ablauf von 4,5 Monaten wurden die zu diesem Zeitpunkt in der Studie verbleibenden Pati-
enten mit einem geeigneten Verfahren in zwei Studienarme randomisiert. Die Patienten des ers-
ten Studienarmes erhielten weiterhin Cyclosporin, um die oben geschilderten Zielspiegel zu er-
reichen. Im zweiten Studienarm wurde Cyclosporin in hochstens vier Wochen in drei Schritten

(Reduktion auf 50%, 25% und 0% der Vordosis) ausgeschlichen und dafir Everolimus (Certi-
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can®) verabreicht. Der Zielspiegel fur Everolimus lag im ersten Schritt bei 3-8ng/ml und an-
schlieBend bis zum Studienende bei 6-10ng/ml. Der Everolimusspiegel wurde ebenfalls durch
Immunoassay bestimmt.

Die Erhebung von Daten fiir die ZEUS-Studie sowie pharmakodynamische Messungen fiir die
Substudie erfolgten vor der Transplantation (Tag 0) und an Tag 4, 11 sowie an Monat 1, 3, 4,5,
6, 7,5 und 12 nach der Transplantation. Gemessen wurden die Parameter IMPDH-Aktivitét, IL-
2- und TNF-a-Synthese, die CD25- und CD71-Expression sowie die lymphozytére Prolifera-
tionsrate. Die Proliferationsrate wurde definiert durch die vermehrte Expression von prolifera-
ting cell nuclear antigen (PCNA"9" und den Gehalt von mit Propidium lodid angefirbter DNA
(PI"9"). Zudem finden folgende im Rahmen der ZEUS-Studie erhobene Parameter Eingang in
die vorliegende Arbeit: demographische Daten der Patienten, pharmakokinetische Daten (die
Talspiegel fur Cyclosporin A, Everolimus und die Mycophenolsdaure) sowie das Vorliegen und
die Art von AbstoRBungsreaktionen, Infektionen und Malignomen.

Das primére Ziel der ZEUS-Studie war der Nachweis einer signifikant besseren Nierenfunktion
(gemessen als GFR nach der Nankivell-Methode) im Everolimus-Arm zum Studienende ein Jahr
nach Transplantation. Die Ziele der pharmakodynamischen Substudie wurden im Abschnitt 2

(Fragestellung) erlautert.

5.1.2. Ein- und Ausschlusskriterien

Eingeschlossen wurden Patienten zwischen 18 und 65 Jahren, bei denen eine de novo-Nieren-
transplantation erfolgte, bei denen eine Schwangerschaft wahrend des Studienzeitraums ausge-
schlossen werden konnte und die der Studienteilnahme zustimmten. Als de novo-
Transplantationen wurden auch Zweittransplantationen bezeichnet und eingeschlossen, bei denen
die Empféanger das erste Transplantat nicht innerhalb des ersten Jahres wegen einer Abstol3ungs-
reaktion verloren hatten. Es wurden sowohl Empfanger von Transplantaten verstorbener Spen-
der, als auch Empfinger von ,living donor“-Transplantaten eingeschlossen, bei der Rando-
misierung wurden die Patienten aber im Hinblick auf die Lebendspende stratifiziert.

Patienten mit einem besonders hohen immunologischen Risiko wurden ausgeschlossen (Zweit-
transplantation bei Verlust des Ersttransplantates aus immunologischen Griinden binnen eines
Jahres nach Transplantation; multiple Vortransplantationen oder Vortransplantationen anderer
Organe; ABO-inkompatible Transplantate; HLA-Antikorper gegen das Transplantat; panel-
reaktive Antikorper >25%). Auch wurden Empfanger von Transplantaten, die nach dem Herztod

des Spenders entnommen worden waren, sowie von Transplantaten, deren Spender jiinger als 5
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Jahre oder alter als 65 Jahre war, ausgeschlossen. Die Empfanger durften nicht unter einer
schweren Grunderkrankung leiden (HIV, Hepatitis B oder C, sonstige behandlungsbedirftige
Infektionskrankheit, schwere Leberfunktionsstérung, Ulcus, Durchfalle, nicht kontrollierbarer
Diabetes mellitus, Malignome in den letzten 5 Jahren, Drogen- oder Alkoholabusus, sonstige
schwere somatische oder psychische Erkrankung, Thrombozytopenie <75.000/mm?, Leukopenie
<2.500 mm?, Neutrophile <1.500 mm?3, Hb <6g/dl), eine Hypersensitivitit gegen die Studien-
medikation aufweisen oder diese in den vier Wochen vor Studienbeginn eingenommen haben.

Vor Randomisierung waren folgende Kriterien zu erflllen: Die immunsuppressive Kombina-
tionstherapie musste Cyclosporin A, Steroide und EC-MPS in einer Dosierung von mindestens
720mg/Tag beinhalten. Zudem war ein Kreatinin-Wert unter 3,0mg/d| erforderlich. Nicht rando-
misiert wurden Patienten mit Transplantatverlust oder Dialysepflicht zum Zeitpunkt der Rando-
misierung, Proteinurie >1g/Tag, schwerer akuter Abstolung (entweder >Banff Il, wiederkehrend
oder nicht steroidsensibel) oder klinisch signifikanter Infektion sowie mit von der Studien-
medikation abweichendem immunsuppressiven Regime, schweren Nebenwirkungen zum Zeit-
punkt der Randomisierung oder den bereits bei Studieneinschluss geltenden Kriterien beziiglich

Blutbildveranderungen oder Leberfunktionsstérung.

5.2. Materialien
5.2.1. Reagenzien

5.2.1.1. Antikorper

e PerCP-konjugierter Maus-Antikdrper gegen humanes CD3, BD Biosciences

e FITC-konjugierter Maus-Antikdrper gegen humanes CD25, BD Biosciences

e PE-konjugierter Maus-Antikdrper gegen humanes CD71, BD Biosciences

e PE-konjugierter Maus-Antikdrper gegen humanes IL-2, BD Biosciences

e FITC-konjugierter Maus-Antikdrper gegen humanes TNF-a, BD Biosciences

e FITC-konjugierter Maus-Antikorper gegen humanes PCNA, BD Biosciences

5.2.1.2. Stimulantien

e Concanavalin A (ConA), Sigma
e lonomycin, MP Biomedicals
e Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA), Sigma
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5.2.1.3. Enzyme

e Ribonuklease A, Sigma

5.2.1.4. Zellkulturmedien und Zusatze

e RPMI-1640, Biochrom AG
e L-Glutamin, Biochrom AG
e Penicillin, Biochrom AG

e Streptomycin, Biochrom AG

5.2.1.5. Chemikalien

e Adenosinmonophosphat (AMP), Sigma

e  Ammoniumchlorid (NH4Cl), Calbiochem

e Dimethylsulfoxid (DMSO), Serva

e Di-Natrium-Ethylendiamintetraacetat (Na,-EDTA), Sigma

e Ethanol, J.T. Baker

o Fetales Kélberserum (FCS), Biochrom AG

e Fetales Serumalbumin, Sigma

e Formalin, J.T. Baker

e Golgi Plug (Brefeldin A + Dimethylsulfoxid), BD Biosciences
e Inosinmonophosphat (IMP), Sigma

e Intraprep 1 (L6sung mit Formaldehyd), Beckman Coulter

e Intraprep 2 (L6sung mit Saponin), Beckman Coulter

e Kaliumcarbonat (Merck)

e Kaliumchlorid (Merck)

e Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3), Merck

e Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4), Merck

e Methanol, J.T. Baker

e Natriumdihydrogenphosphat (Merck)

e Nikotinamidadenindinucleotid (NAD™), Sigma

e Phosphatgepufferte Kochsalzlésung ohne Calcium/Magnesium (PBS), PAA-Laboratories
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e Propidium lodid (PI), Sigma

e Saponin, Sigma

e Tetra-N-Butylammoniumhydrogensulfat, Merck
e Xanthosinmonophosphat (XMP), Sigma

e HPLC-Wasser (Merck)

5.2.2. Geréate

e Ficoll-Paque-Rdhrchen, Greiner Bio-One

e Reinraumarbeitsbank Laminair 2000, Heraeus Instruments

e Tischzentrifuge 5451C Biofuge fresco, Heraeus Instruments

e Zentrifuge Multifuge 2.0 3 S-R, Heraeus Instruments

e Brutschrank Cellhouse 200, Heto

e Wasserbad Master Shake, Heraeus Instruments

e FACS-Calibur mit 488nm Argonlaser, BD Biosciences

e HPLC-Gerat LC-2010 mit UV-VIS Detektor (Wellenlange 256nm), Shimadzu

e Chromatographiesédule ProntoSIL AQ C18 (PartikelgréRe 3um, 3mm x 150mm), Bischoff
Chromatographie

e Elektrische Pipettierhilfe Accu-Jet, Sigma

e Multipette, Eppendorf

e Thermomixer, Eppendorf

e Kihischrank, Gefrierschrank -80°C

e Vortexmixer Genie 2, Scientific Industries

5.2.3. Software
e Word, Microsoft

e Excel, Microsoft

e Access, Microsoft

e Cellquest Pro, BD Biosciences
e Class VP Software, Shimadzu
e SPSS, IBM

e T-Base-Transplantationsdatenbank, Charité
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5.3. Methoden

5.3.1. Gewinnung der Proben

Die Blutentnahme erfolgte unmittelbar vor Einnahme der immunsuppressiven Medikation unter
Verwendung steriler Materialien. Es wurden jeweils 20ml vendses Blut in Lithium-Heparin-

Monovetten entnommen und bei Raumtemperatur (15-25°C) bis zu 24 Stunden gelagert.

5.3.2. Chromatographische Bestimmung der Enzymaktivitat der IMPDH

5.3.2.1. HPLC

Die Hochleistungsflissigkeitschromatographie (High Performance Liquid Chromatography,
HPLC) ist ein Verfahren zur Trennung und Mengenbestimmung von in Flussigkeiten befindli-
chen Substanzen anhand ihrer Polaritdt. Die zu untersuchende Probenflussigkeit wird in ein
Laufmittel (fliissige Phase, Eluat) eingebracht und durchlduft dann eine Trennséule (stationére
Phase). Je nachdem, wie stark die Wechselwirkungen des geltsten Stoffes mit der stationdren
Phase sind, benétigt er fur die Durchquerung der Trennsdule eine kiirzere oder langere (Re-
tentions-)Zeit. Hinter der Trenns&ule ist ein zum Nachweis der durchgelaufenen Stoffe geeig-
neter Detektor montiert. Die Auswertung kann somit anhand der vom Detektor gemessenen Aus-
schldage (peaks) der verschiedenen Stoffe auf einer Zeitachse vorgenommen werden (136). Im
Falle der reversed phase HPLC (RP-HPLC) ist die Oberflache der stationdren Phase streng apo-
lar, d.h. die Geschwindigkeit, mit der polare Substanzen die Trennséule durchlaufen, sinkt mit
steigender Polaritét.

Fur die vorliegende Arbeit kam das automatische RP-HPLC-System LC-2010 von Shimadzu mit
einem UV-VIS-Detektor und einer lipophilen ProntoSIL-AQ-C18 Séule (Partikelgrofle 3um,
3mm innerer Durchmesser x 150mm) als stationare Phase bei 40°C zum Einsatz. Das isokratisch
applizierte polare Laufmittel bestand aus einer Mischung von 6 Anteilen Methanol und 94 Antei-
len eines Puffers, welcher aus 50mmol/l Kaliumhydrogenphosphat und 7mmol/l Tetra-N-
Butylammoniumhydrogensulfat bestand, mit einem pH-Wert von 5,5. Bei isokratischen Tren-
nungen verbleibt das Elutionsmittel wahrend der gesamten Dauer in derselben Konzentration.
Bei einer Flussrate von 1ml/min betrug die Durchlaufzeit der injizierten Probenmenge von 5ul
25 Minuten.

Bei der Etablierung des in der vorliegenden Arbeit genutzten Assays zur Bestimmung der
IMPDH-AKktivitat konnte Glander (137) einen chromatographischen Peak fir XMP, das Produkt
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der von der IMPDH Kkatalysierten Reaktion, identifizieren, welcher bei Zugabe von IMP, des
Substrates der IMPDH, mit dem Cosubstrat NAD*, nicht jedoch ohne das Cosubstrat oder mit
dem Cosubstrat alleine reproduzierbar war. Die Enzymaktivitat wurde den gangigen Standards
entsprechend anhand des Proteingehaltes des Zelllysats normalisiert. Die Enzymaktivitat wurde
dementsprechend in nmol/h/mg Protein XMP ausgedruckt.

Die Zuverlassigkeit des Verfahrens im klinischen Einsatz ist in zahlreichen Veroffentlichungen
belegt worden (108, 139-150)

5.3.2.2. Der IMPDH-Assay

Bei normalem Blutbild wurden 2,5ml Patientenblut fiir den IMPDH-Assay verwendet, bei be-
kannter Lymphopenie des Patienten die doppelte Menge.

Zellseparation: Zunachst wurden die mononukleéren Zellen durch eine Dichtegradientenzentri-
fugation mit Ficoll-Paque mit einem spezifischen Gewicht von 1,077g/ml isoliert. Dazu wurde
die angegebene Menge Blutes, mit der gleichen Menge PBS gemischt, in ein Ficoll-Paque-
Rohrchen eingebracht und bei Raumtemperatur fir 20 Minuten bei 1200g zentrifugiert. Dann
wurden die mononukleéren Zellen aus der Interphase entfernt und mit 5ml PBS (ber 10 Minuten
bei 1200g und 4°C zentrifugiert, um die Zellen zu waschen. Der Uberstand wurde abgesaugt und
das Zellpellet auf Eis gestellt.

Lyse und Proteinbestimmung: Durch Resuspension des Pellets mit 250ul 4°C kaltem Wasser in
HPLC-Reinheitsqualitat wurden die Zellen lysiert und die Proben bis zur weiteren Bearbeitung
bei -80°C aufbewahrt. Im Lysat wurde der Proteingehalt mit Hilfe des kommerziell verfligbaren
BCA-Protein Assay Kit bestimmt.

Vorbereitung der Messung der Aktivitat der IMPDH: Nach dem Auftauen wurden unlésliche
Zellfragmente durch Zentrifugation bei 1000g lber 2 Minuten entfernt. Zur Bestimmung der
IMPDH-AKktivitat im Zelllysat wurde eine Reaktionsmischung aus 1mmol/l des Substrates Ino-
sinmonophosphat, 0,5mmol/l des notwendigen Cosubstrates Nikotinamidadenindinucleotid so-
wie aus 40mmol/l Natriumdihydrogenphosphat und 100mmol/l Kaliumchlorid (pH 7,4) herge-
stellt.

Enzymatische Reaktion: 50ul Uberstand wurden mit 130ul Reaktionsmischung in einen 1,5ml
Microtube in einem Eppendorf-Thermomixer bei 37°C und 800rpm inkubiert. In dieser Zeit er-
folgte die Umsetzung des im Puffer enthaltenen Substrates durch die IMPDH. Nach Ablauf der
Inkubationszeit von 150 Minuten wurde die Reaktion durch Zugabe von 20l eiskalter Perchlor-

séure in einer Konzentration von 4mol/l beendet und die Proben auf Eis gelegt. Ausgeféllte Pro-
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teine wurden durch eine funfminitige Zentrifugation mit 158009 entfernt und 170ul des Uber-
standes mit 10ul Kaliumcarbonat in einer Konzentration von 5 mol/l vermischt und mindestens
30 Minuten bei -80°C gelagert.

HPLC: Nach dem Auftauen und einmaliger Zentrifugation wurde der Uberstand in die HPLC-
Réhrehen Gberfiihrt. 5ul des Uberstandes wurden injiziert und das Laufmittel mit einer konstan-
ten Flussgeschwindigkeit von 1ml/min fir 25 Minuten Uber die stationdre Phase gepumpt. Die
Auswertung erfolgte mit Hilfe der Class VVP-Software von Shimadzu, die IMPDH-Aktivitat wur-
de in nmol/h/mg Protein XMP angegeben.

5.3.3.  Durchflusszytometrische Assays

5.3.3.1. FACS

Eine elegante Methode, GroRe, Granularitat und angefarbte Strukturen von Zellen zu bestimmen,
ist die Durchflusscytometrie. Bei den dabei verwendeten ,,Fluorescence Activated Cell Sorters
(FACS) handelt es sich um Gerate, welche in einer Probenflissigkeit enthaltene Zellen durch
Luftiberdruck in einen laminaren Flussigkeitsstrom uberfuhren, der eine Messkammer durch-
lauft. Dort passieren sie einzeln nacheinander einen vom Gerét erzeugten Laserstrahl. Analysiert
wird die Brechung des monochromatischen Lichtes dieses Laserstrahles durch die Partikel. Sie
erlaubt zwei Aussagen: Erstens erzeugen bereits unmarkierte Objekte nach vorne (Forward Scat-
ter, FSC) und zur Seite (Side Scatter, SSC) hin abgelenktes Streulicht, welches mit Detektoren
erfasst werden kann. Dieses ist ein MaR fir die GroRe (FSC) und Granularitat (SSC) der Partikel.
Zweitens konnen Strukturen der Zellen mit an Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelten Anti-korpern
oder anderen Molekiilen markiert werden. Da die Farbstoffe unterschiedliche Ab-sorptions- und
Emissionsspektren haben, kdnnen mit einem einzigen Laser mehrere Farbstoffe angeregt und
somit Emissionen ganz unterschiedlicher ~Wellenlange erzeugt werden. Fluores-
zenzlichtdetektoren liefern Informationen tber die Wellenldnge des emittierten Lichts, Uber seine
Signalstarke und Uber die Signaldauer. Nach addquater Kompensation, d.h. nach Entfernung des
durch Uberlappung der Emissionsspektren erzeugten Fehlers, liefern sie prazise Informationen
uber die angefarbten Strukturen der vermessenen Zellen.

Bei dem fur die vorliegende Arbeit verwendeten drei-Farben-FACS-Gerét handelte es sich um
ein FACS Calibur der Firma BD Biosciences mit einem 488nm Argonionenlaser. Zur Markie-

rung der Zielstrukturen wurden die bei dieser Wellenldnge absorbierenden Fluoreszenzfarbstoffe
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FITC, PE, Pl und PerCP verwendet und bei ihrem jeweiligen Emissionsmaxium von 521, 575,
617 und 670nm gemessen (151).

5.3.3.2. Prinzip und Aufbau der Assays

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten drei FACS-basierten Assays weisen zwar
entsprechend der jeweils untersuchten Zielstrukturen gewisse Unterschiede auf, bestehen jedoch
alle aus drei grundsétzlichen Arbeitsschritten:

1) Stimulation: Zun&chst erfolgte eine unspezifische Stimulation der Lymphozyten, um deren
Aktivierbarkeit unter den Bedingungen der immunsuppressiven Medikation nach allogener Nie-
rentransplantation abzubilden. Dazu wurde im Zytokinassay Phorbol-12-Myristat-13-Acetat
(PMA) und lonomycin, im Oberflachenmarker- und im Proliferationsassay Concanavalin A (Con
A) verwendet.

Der hauptsachliche Wirkmechanismus des Phorbolesters PMA ist die Aktivierung der Protein-
kinase C. Im Synergismus mit einem Calciumeinstrom aus Extrazellularraum und Endoplasmati-
schem Retikulum, welcher durch das Calciumionophor lonomycin ausldst werden kann, kénnen
die intrazellularen Effekte der Lymphozytenaktivierung Uber den T-Zell-Rezeptor nachgeahmt
werden, ohne dass eine Bindung von Antigen an den Rezeptor und seine Aktivierung notwendig
ist (152).

Das pflanzliche Lektin Concanavalin A ist in der Lage, eine ganze Reihe von zur T-Zell-
Aktivierung notwendiger Glykoproteine der Zellmembran zu binden, querzuvernetzen und somit
zu aktivieren (153). Die wichtigste betroffene Struktur ist dabei CD3. In der Literatur wird je-
doch davon ausgegangen, dass der stimulierende Effekt von Con A auf einer Summation zahlrei-
cher Einzeleffekte beruht (154).

Wahrend die Stimulation der Zytokinproduktion durch PMA und lonomycin binnen weniger
Stunden die gewunschten Ergebnisse zeigt, tritt der mitogene Effekt von Con A erst verzogert
auf, weshalb bei den Oberflachenmarker- und Proliferationsassays eine langere Inkubationszeit
eingehalten und Nahrlésung zugesetzt werden musste (107).

2) Farbung: Nach der Stimulation der T-Zellen erfolgte die Féarbung der gesuchten Ziel-
strukturen mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern.

3) Messung: In einem letzten Schritt wurden die Proben wie oben beschrieben der FACS-
Messung unterzogen und die Daten mit Hilfe der CellQuest-Software erfasst. Eine genaue Ab-

grenzung der zu untersuchenden Zellpopulation in fr den jeweiligen Assay entwickelten Analy-
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sefenstern (Gates) war notwendig. Bei allen Assays wurde das Ergebnis als prozentueller Anteil
der stimulierten T-Zellen an der Gesamtzahl der gemessenen CD3*-Zellen bestimmit.

Alle drei Assays wurden urspriinglich von einer Arbeitsgruppe um Randall E. Morris Ende der
90er Jahre in Stanford (USA) etabliert. Der Einsatz erfolgte zunachst nur experimentell im Tier-
versuch (101). 2003 setzte Barten die Assays erstmals in der Arbeit mit Humanblut ein (106).
Bohler und Nolting entwickelten sie bis zu der in der vorliegenden Dissertation verwendeten

Form weiter und validierten sie in ihrer Arbeit aus dem Jahr 2007 (107).

5.3.3.3. Der Zytokinassay
Stimulation: Eine PMA-Stammldsung mit 100pg/ml PMA in 1000ul des Losungsmittels DMSO

und eine lonomycin-Stammldsung mit 500ug/ml lonomyecin in 1000ul Ethanol wurde aliquo-
tiert und bei -20°C aufbewahrt. Unmittelbar vor Beginn des Assays wurden eine PMA-
Arbeitslosung durch Zugabe von 1323ul PBS zu 10ul PMA-Stammldsung und eine lonomycin-
Arbeitslosung durch Zugabe von 123ul PBS zu 10l lonomycin-Stammlésung erzeugt. 2ul der
jeweiligen Arbeitslésungen wurden mit 96ul Lithium-Heparin-Blut in ein Polypropylenréhrchen
uberfihrt, vermischt und fir 30 Minuten bei 37°C in einem Brutschrank mit einer feuchten 5%-
CO.-Atmosphare inkubiert. Bei allen Inkubationsschritten des Assays wurde auf eine schnelle
Durchflihrung geachtet, um die Lichtexposition moglichst gering zu halten.
Sekretionshemmung:AnschlieBend wurde 1pl Golgi-Plug-Arbeitslésung zum stimulierten Blut
hinzugeftgt, mit ihm vermischt und dann gemeinsam erneut fir 4 Stunden inkubiert. Die Golgi-
Plug-Arbeitslosung bestand aus 90ul PBS und 10ul Golgi-Plug-Stammlésung (Brefeldin A ge-
I6st in DMSO im Verhéltnis 1:9, gelagert bei -4°C). Brefeldin A ist in der Lage, den Transport
von Proteinen vom Endoplasmatischen Retikulum tber den Golgi-Apparat zur Zellmembran zu
verhindern und fuhrt so zur intrazellularen Akkumulation (155).

Farbung des T-Zell-Oberflachenmarkers: Nach Abschluss der Inkubation wurden 50ml des sti-
mulierten Patientenblutes in fir das FACS-Gerét geeignete Polystyrenrdhrchen mit je 2l von an
den Fluoreszenzfarbstoff PerCP gekoppelten Antikdrpern gegen CD3 Uberfiihrt. Nach grind-
licher Durchmischung wurden die Proben 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunklen auf-
bewahrt, um den Antikdrpern Zeit zur Bindung an ihre Zielstrukturen zu lassen.

Fixierung: Im nachsten Schritt erfolgte die Fixierung der Zellen mit dem Reagenz Intraprep 1.
Eine weitere Proteinbiosynthese wurde durch dieses 5,5-prozentiges Formaldehyd enthaltende

Reagenz effektiv unterbunden (156). Nach weiteren 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunk-
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len schloss sich ein erster Waschdurchgang mit 4ml PBS, anschliessender grindlicher Durchmi-
schung und 6 Minuten Zentrifugation mit 210g bei Raumtemperatur an.

Permeabilisierung und Lyse der Erythrozyten: Nach Absaugen des Uberstandes und griind-
lichem Mischen mit dem Vortexgerat wurde das Pellet mit 100ul Intraprep 2 resuspendiert und
vorsichtig durchmischt. Dabei diente der Inhaltsstoff Saponin der Permeabilisierung der Zell-
membranen, um den fluoreszenzmarkierten Antikorpern den Zugang zu den intrazelluléren Zy-
tokinen zu ermdglichen (157). Zugleich wurden durch diesen Schritt die Erythrozyten lysiert.
Intrazellulare Farbung: Nach fiinf Minuten in Dunkelheit bei Raumtemperatur wurden je 2ul
PE-markierte 1L-2-Antikérper und FITC-markierte TNF-o-Antikorper hinzugefligt und nach
vorsichtiger Durchmischung weitere 15 Minuten Einwirkzeit in Dunkelheit bei Raumtemperatur
gegeben.

Vorbereitung zur FACS-Messung: Nach einem zweiten Waschdurchgang mit 4ml PBS, griind-
licher Durchmischung und 6 Minuten Zentrifugation mit 210g bei Raumtemperatur wurde der
Uberstand erneut abgesaugt und das Pellet in 500ul 0,5-prozentiger Formalinlésung bis zur
FACS-Analyse bei 4°C gelagert.

FACS-Messung: Zunachst wurde im FSC/SSC-Dot Plot ein Gate um die Lymphozytenpopula-
tion gelegt. Die im Gate befindlichen Zellen wurden mit Hilfe des PerCP-Signals im Histo-
gramm in CD3"-T-Lymphozyten und andere Zellen unterschieden. Anschlieend wurden in zwei
weiteren Dot Plots anhand der FITC- und PE-Signale die TNF-a- und die IL-2-positiven Zellen
von den nicht stimulierten T-Zellen abgegrenzt. Gemessen wurde bis zu einer Zahl von 3000

CD3-positiven Zellen.

5.3.3.4. Der Oberflachenmarker-Assay

Stimulation: Zur unspezifischen Stimulation der Zellen wurde zunédchst eine Stammldsung von
Img/ml Con A gel6st in dem N&hrmedium RPMI 1640 (welches zuvor durch Zusatz von 100
U/ml Penicillin und 10 pg/ml Streptomycin gegen eine bakterielle Uberwucherung geschiitzt und
durch 2mM der instabilen essentiellen Aminoséure L-Glutamin angereichert wurde) aliquotiert
und bei -20°C gelagert. Dann wurden jeweils 200ul VVollblut mit 1800l RPMI in eine 24-Well-
Platte eingebracht und mit 15ul der Con A-Stammlésung stimuliert. Die Inkubation erfolgte Giber
72 Stunden in einem feuchten Brutschrank mit 37°C und 5%-CO2-Atmosphére.

Farbung der Oberflachenmarker: Zur Farbung der Oberflachenmarker wurde kurz vor dem En-
de der Inkubationszeit eine Farbeldsung hergestellt: Sie bestand aus je 2l PerCP-konjugierten

Antikorpern gegen CD3, FITC-konjugierten Antikdrpern gegen CD25 und PE-konjugierten An-
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tikorpern gegen CD71, die in 100l einer Losung von 3% (v/v) FCS in PBS eingebracht wurden.
Dem fetalen Kdlberserum kam dabei die Aufgabe zu, freie Proteinbindungsstellen abzublocken,
um eventuell auftretende unspezifische Fehlbindungen der Antikdrper zu unterdriicken (151).
Nach Ablauf der dreitdgigen Inkubationszeit wurden jeweils 400ul des stimulierten Blutes mit
100ul der Farbelésung in ein 15ml-Polystyren-Falcon tube Gberfiihrt, gut durchmischt und 30
Minuten in Raumtemperatur und Dunkelheit aufbewahrt.

Lyse der Erythrozyten: Anschlielend erfolgte die Lyse der Erythrozyten mit 10ml hypotonem
Lysierungspuffer (5,76g/1 NH4ClI, 25,8mg/l Na;EDTA, 0,69g/l KHCOs3 in destilliertem Wasser).
Nach einer Einwirkzeit von etwa fiinf Minuten wurden die Proben fir 8 Minuten mit 477g bei
Raumtemperatur zentrifugiert und dann der Uberstand abgesaugt.

Fixierung: Abschlieend wurden die Pellets mit 4ml PBS gewaschen, erneut mit 4779 fir 6 Mi-
nuten bei 10°C zentrifugiert und dann nach Absaugen des Uberstandes in 500ul einprozentiger
Formalinldsung fixiert. Bis zur kurz darauf folgenden FACS-Messung wurden die Proben dunkel
gelagert.

FACS-Messung: Zundchst wurde im FSC/SSC-Dot Plot ein Gate um die Lymphozytenpopula-
tion gelegt. Die im Gate befindlichen Zellen wurden mit Hilfe des PerCP-CD3-Signals in T-
Lymphozyten und andere Zellen unterschieden. Anschlie3end wurden in zwei weiteren Dot Plots
die FITC-konjugierten CD25*- und die PE-konjugierten CD71"-Zellen von den nicht stimu-
lierten T-Zellen unterschieden. Gemessen wurde bis zu einer Zahl von 5000 Ereignissen im erst-

genannten Gate.

5.3.3.5. Der Proliferationsassay

Stimulation: Die Stimulation wurde analog zum Oberflachenmarker-Assay mit Con A durch-
gefuhrt. Jeweils 200ul Vollblut des Patienten wurden mit 1800l RPMI in eine 24-Well-Platte
eingebracht und mit 15ul der Con A-Stammldsung stimuliert. Die Inkubation erfolgte tber 72
Stunden in einem Brutschrank mit 37°C und 5%-CO2-Atmosphare.

Lyse der Erythrozyten: Am Ende der Inkubationszeit wurden jeweils 800ul des stimulierten Blu-
tes in ein 15ml-Polystyren-Roéhrchen tberfihrt und mit 10ml Lysierungspuffer (5,76g/l NH4Cl,
25,8mg/l Na;EDTA, 0,69g/ KHCO3 in destilliertem Wasser) vermischt. Nach der etwa fiinf-
mindtigen Einwirkzeit wurde fir 8 Minuten mit 4779 bei Raumtemperatur zentrifugiert und der
Uberstand abgesaugt.

Fixierung: Im Anschluss wurden die Zellen mit 3ml PBS gewaschen, mit 477g fir 6 Minuten bei

10°C zentrifugiert und nach dem Absaugen des Uberstandes in 1ml einprozentiger Formalin-
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I6sung fixiert. Es folgte eine Pause von 5 Minuten, um das Formalin einwirken zu lassen. Diese
Pause verbrachten die Proben genauso wie die folgenden Pausen auf Eis, da so die Fixierung
langsamer und schonender erfolgte (151).

Permeabilisierung: Der Fixierung folgte ein weiterer Waschgang mit 2ml PBS, die Zentrifuga-
tion mit 477g fir 6 Minuten bei 10°C und das Absaugen des Uberstandes. Danach wurden 2ml
Methanol vorsichtig zugegeben. Dabei stand die Eigenschaft von Methanol, Zellen zu permeabi-
lisieren, im Vordergrund. Die ebenfalls durch Methanol vermittelte weitere Fixierung durch De-
hydratation war ein erwtnschter Nebeneffekt (151). Weitere 10 Minuten auf Eis in Dunkelheit
schlossen sich an.

Farbung der Proliferationsmarker: Zur Farbung der Proliferationsmarker mussten folgende Re-
agenzien vorbereitet werden: 20mg RNAse A wurden in 200l destilliertem Wasser gelost, zur
Inaktivierung von moglicherweise vorhandener DNAse auf 99°C (ber 10 Minuten erhitzt und
nach dem Abkiihlen mit 1800ul PBS verdiinnt (RNAse A-Stammldsung). 50mg Saponin wurden
mit 500ul FCS in 49,5ml PBS gel6st (Perm Buffer). 1mg/ml des in doppelstrangige DNA inter-
kalierenden Propidiumiodid (PI) wurde in destilliertem Wasser geldst (PI-Stammldsung). Als
Farbelosung wurden 107ul Perm Buffer mit  10ul RNAse A-Stammlosung, 5ul PI-
Stammlosung und 2,5ul1 FITC-markierten Antikdrpern gegen das von proliferierenden Zellen
obligat exprimierte PCNA, ein Hilfsprotein der DNA-Polymerase, angesetzt (158). Nach einem
Waschgang mit 4ml PBS, Zentrifugation mit 477g fir 6 Minuten bei 10°C und Absaugen des
Uberstandes wurden den Proben 125ul Féarbeldsung zugegeben und gut gemischt. 30 Minuten in
einem abgedunkelten Wasserbad bei 37°C gaben den Farbemitteln Gelegenheit, sich mit ihren
Zielstrukturen zu verbinden, und flhrten zur Rehydrierung der Zellen. Zudem ermdglichte das
Wasserbad der RNAse A den Abbau von noch in den Zellen vorhandenen RNA-Strangen, bevor
sie sich mit PI verbinden und so das Messergebnis verfélschen konnten. Der Perm Buffer vollen-
dete den zuvor durch die Zugabe von Methanol begonnenen Prozess der Permeabilisierung der
Zellen. Im Anschluss an die Farbung wurden die Zellen noch einmal mit 4ml PBS gewaschen,
mit 4779 fiir 6 Minuten bei 10°C zentrifugiert und nach dem Absaugen des Uberstandes in 500pl
zuvor hergestellter einprozentiger PI-Losung (1 ml PI-Stammldsung in 99 ml PBS) resuspen-
diert.

FACS-Messung: Zundchst wurde im FSC/SSC-Dot Plot ein Gate um die Lymphozytenpopula-
tion gelegt. Die im Gate befindlichen Zellen wurden dann mit Hilfe eines Dot Plots, welches die
zeitliche Breite auf der x-Achse und die lber die Zeit integrierte Flache des Fluoreszenzsignals
beim Durchqueren des Laserstrahls auf der y-Achse abbildete, erneut mit einem Gate umgeben,

um Doubletten, d.h. Partikel aus mehreren aneinander gehefteten Zellen, auszugrenzen. Ab-
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schlieRend wurde die Starke des PI- und FITC-Signals in einem weiteren Dot Plot abgetragen
und die Anzahl der PI- und PCNA-positiven Zellen bestimmt. Gemessen wurde bis zu einer Zahl

von 3000 als einzelne Zellen erkannten Ereignissen im Gate zur Doublettenseparation.

5.3.4. Statistische Auswertung

Die Daten wurden mit der Statistik-Software SPSS statistisch analysiert. Je nach Skalenniveau
der Daten wurden unterschiedliche statistische Tests zur Uberprifung der Signifikanz ange-
wendet: Nichtmetrische Daten wurden in Kreuztabellen mit dem Chi-Quadrat-Test ausgewertet.
Mittelwertvergleiche bei normalverteilten, unabhéngigen Daten erfolgten durch den T-Test nach
Student und die einfaktorielle ANOVA, bei abh&ngigen Daten kamen der T-Test bei gepaarten
Stichproben und die einfache Varianzanalyse mit Messwiederholungen zum Einsatz. Mittel-
wertvergleiche nicht normalverteilter, unabhéngiger Daten wurden mit Hilfe des Mann-Whitney-
U-Tests und des H-Tests nach Kruskal und Wallis durchgefiihrt, bei abhdngigen Daten erfolgte
die Analyse durch den Wilcoxon- und den Friedman-Test. Korrelationen normalverteilter Daten
wurden durch den Rangkorrelationskoeffizienten nach Pearson, Korrelationen nicht normal-
verteilter Daten durch denjenigen nach Spearman-Rho ermittelt. Ein Signifikanzniveau Kleiner
5% musste erreicht werden, um als statistisch signifikant angesehen zu werden. Der zeitliche
Verlauf der untersuchten Parameter im gesamten Studienzeitraum wurde einheitlich als Boxplot
dargestellt, nach der Randomisierung gruppiert nach Studienarm. Auch zur Beschreibung des
Zusammenhangs zwischen den Parametern und klinischen outcomes wurden gruppierte Boxplots

verwendet.

5.3.5.  Modellierung von Kennzahlen zur Beschreibung der Immunsuppression

Zur Beschreibung des Effekts der immunsuppressiven Therapie nach der Nierentransplantation
wurden verschiedene Variablen modelliert, die bei der Suche nach einem Zusammenhang mit
dem klinischem outcome der Therapie eingesetzt werden konnten.

Ausgehend von den Werten der untersuchten Parameter in der Visite am Tag vor der Trans-
plantation (Vo), wurde deren maximale Unterdriickung innerhalb der ersten 30 Tage nach Trans-
plantation, also dem Zeitraum, in welchem die hochsten Dosierungen der Immunsuppressiva ver-

abreicht wurden, als MaR fiir den Erfolg der Immunsuppression berechnet:

maximale Suppression = (Vo-Min[V1.3])/Vo
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Analog zu dem in der Pharmakokinetik weit verbreiteten Konzept der Berechnung der Area un-
der the curve (AUC) anhand der Trapezoidalregel als Korrelat der Gesamtexposition des Patien-

ten gegenuiber einem Medikament wurde dann eine weitere Variable berechnet:

AUEx = {[(V0+V1)/2](21-Zo)+[(V1+V2)/2](Zz-zl)... +[(Vx.1+Vx)/2](Zx-Zx.l)}/Zx

Die von Barten (159) vorgeschlagene Bezeichnung der Variablen als ,,area under the pharmaco-
dynamic effect time curve® (AUEyx) wurde beibehalten. Die AUE ist ein MaR flr die kumulierte
Restaktivitat der untersuchten Parameter im entsprechenden Zeitraum (Zx-Zx-1). Um eine Ver-
gleichbarkeit verschiedener Zeitrdume zu ermdglichen, wurde sie pro Tag angegeben. Ermittelt
wurden die AUEzo, die AUE135 vor der Randomisierung, die AUE2zs, die AUE3es und die AUERR
fur den Zeitraum der drei Monate nach der Randomisierung.

Die AUE3g bezieht sich ebenso wie die Variable der maximalen Suppression auf einen Zeitraum
von 30 Tagen nach der Transplantation. Um eine Verzerrung der Ergebnisse durch fehlende
Werte zu vermeiden, wurden zur Berechnung der AUE3o nur Datensatze herangezogen, die fur
den betrachteten Zeitraum (Visiten 0-3) vollstandig waren. Zur Berechnung der AUE13s (vor der
Randomisierung) wurden nur diejenigen Patienten ausgewertet, bei denen Werte der Visiten an
Tag 4 oder an Tag 11 nach Transplantation und vom Zeitpunkt der Randomisierung verfiigbar
waren. Obwohl sich die AUE22s nur auf den Zeitraum bis zur vorletzten Studienvisite 7,5 Mona-
te nach Studienbeginn bezieht (nur Datensdtze wurden verwendet, fur die eine AUE13s und Da-
ten der Visite an Tag 225 vorlagen), ist sie diejenige Variable, die in der vorliegenden Arbeit fur
eine Aussage Uber den gesamten Studienzeitraum herangezogen werden musste, da die AUEzss
wegen fehlender Daten nur flr zu wenige Patienten berechnet werden konnte. Aus dem gleichen
Grund bezieht sich die AUEqr (nach Randomisierung) ebenfalls nur auf den Zeitraum bis zum
Tag 225. Auf eine Darstellung der AUE3zss wurde verzichtet.

Bereits mit der Berechnung der AUE fur Zeitrdume Uber die Wirkdauer eines Pharmakons hin-
aus wurde die enge Anlehnung an das urspriingliche Konzept der AUC erweitert. Fur die vorlie-
gende Arbeit wurde dariiber hinaus ein weiterer Parameter berechnet und als ,,area above the
curve® (AACy) bezeichnet, welcher die Unterdriickung der Vortransplantationswerte der ent-
sprechenden Parameter durch die immunsuppressive Therapie im entsprechenden Zeitraum pro
Tag angibt. Er wurde nach Normalisierung des Datensatzes anhand der Ausgangswerte der Para-

meter vor Transplantation mit folgender Formel berechnet:
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AAC)( =1-AU EX (normalisiert)

Die AAC quantifiziert somit den kumulierten immunsuppressiven Effekt der Therapie im ent-
sprechenden Zeitraum pro Tag, bezogen auf den Ausgangswert der Parameter vor der Trans-
plantation. Die fur die Berechnung der AUE verwendeten Kriterien wurden zur Berechnung der
AAC unveréndert tbernommen, die AACnr bezieht sich ebenfalls lediglich auf die drei Monate
nach der Randomisierung, auf eine Darstellung der AUE3ses wurde verzichtet.

Die folgende Tabelle gibt an, wie viele AUE und AAC jeweils fur die einzelnen Parameter be-

rechnet werden konnten.

Variable
Parameter AUE3 | AUE1»s | AUE2s | AUEsss | AUER | AAC3 | AACis | AAC2s | AACsss | AACKR
IMPDH 36 41 22 5 26 36 36 21 5 24
Proliferation 37 45 22 4 26 37 40 21 4 25
CD25 39 46 23 5 26 39 41 22 5 25
CDh71 37 46 23 5 26 37 41 22 5 25
IL-2 32 43 20 5 26 32 33 17 3 21
TNF-a 33 43 20 5 26 33 33 17 3 21

AUE = Area under the pharmacodynamic effect time curve, AAC = Area above the curve, nR = nach Ranomisierung

Tabelle 1: Fallzahl der berechneten Variablen

Weiterhin wurde der zeitlichen Begrenzung der klinischen Ereignisse Infektion und Rejektion
Rechnung getragen, indem diese den Visitenterminen zugeordnet wurden.

Die pharmakodynamischen Daten, die innerhalb einer Woche vor dem Termin der Biopsie bei
Patienten, die eine bioptisch gesicherte AbstoBung aufwiesen, erhoben worden waren, wurden

dem klinischen Ereignis Abstoliung zugeordnet.
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Daten, die wahrend der in den case report files der Zeus-Studie angegebenen Zeitrdume von In-

fektionserkrankungen fir die jeweiligen Patienten erhoben wurden, wurden dem klinischen Er-

eignis Infektion zugeordnet.
Anschliefend wurden die den Ereignissen zugeordneten Daten der Patienten mit den Daten der

Patienten, die ereignisfrei geblieben waren, verglichen.
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6. Ergebnisse

6.1. Demographische Daten

Im Rahmen der pharmakodynamischen Substudie zur ZEUS-Studie wurden 79 Patienten an den
beiden Standorten Charité Campus Mitte (CCM, N=45) und Campus Virchow-Klinikum (CVK,
N=34) eingeschlossen. Bis zum Studienende hatten 11 Patienten (4 CCM, 7 CVK) ihr Einver-
standnis zur weiteren Teilnahme widerrufen. Daten dieser Patienten wurden ab dem Zeitpunkt
des Widerrufs nicht mehr erhoben. Acht Patienten nahmen ihre Einverstandniserklarung vor dem
Zeitpunkt der Randomisierung zuriick, weshalb diese nicht mehr erfolgte. Bei zwei Patienten er-
folgte keine Randomisierung wegen Proteinurie >1g/Tag zum jeweiligen Zeitpunkt. Acht Patien-
ten konnten nicht randomisiert werden, da sie das Studienprotokoll verletzende Immunsup-
pressiva erhielten (finf Patienten erhielten Tacrolimus, drei Patienten Sirolimus und zwei Patien-
ten OKT-3). Zwei Patienten wurden wegen Transplantatverlustes nicht mehr randomisiert.
Daraus ergibt sich eine Einteilung der 79 Patienten in drei Gruppen: Cyclosporingruppe (CyA,
N=31), Everolimusgruppe (EVA, N=29) und ,,Nicht-Randomisierte (N=19).

Nach der Randomisierung erhielten drei Patienten das Studienprotokoll verletzende Immun-
suppressiva (zweimal OKT3, einmal Tacrolimus), bei einem weiteren Patienten wurde die
Mycophenolsaure entgegen den Bestimmungen des Studienprotokolls zeitweise vollstandig pau-
siert. Eine Patientin wurde nach Umstellung auf Everolimus wieder zurlick auf Cyclosporin um-
gestellt. Die Daten dieser Patienten wurden jeweils ab dem Zeitpunkt der Protokollverletzung
nicht mehr berucksichtigt. Finf Patienten hatten bereits zum Zeitpunkt der Probenabnahme vor
der Transplantation Immunsuppressiva eingenommen (viermal die Studienmedikation, in einem
Fall Tacrolimus und MMF), die Vortransplantationsdaten dieser Patienten wurden nicht ver-
wendet.

Die demographischen Daten der in die Studie eingeschlossenen Patienten sind in folgender Ta-
belle dargestellt. Bis auf eine signifikant schlechtere Primarfunktion des Transplantats in der
Gruppe der nicht randomisierten Patienten (p=0,036) ergaben sich keine signifikanten Unter-

schiede zwischen den drei Gruppen.
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Keine Ran-

Cyclosporin Everolimus domisi Gesamt
omisierung

Patientenzahl 31 29 19 79
davon weiblich (%) 16 (52%) 11 (38%) 8 (42%) 35 (44%)
Empfangeralter! 44,7 +10,9 46,1+ 115 46,1+115 45,9 + 10,7
Spenderalter? 47,7+£11,0 443 +125 443+£125 458 +12,2
Anteil Lebendspende (%) 10 (32%) 9 (31%) 5 (26%) 24 (30%)
Anteil Zweittransplantation (%) 2 (7%) 1 (4%) 2 (11%) 5 (6%)
Dialyseverfahren
o praemptiv (%) 1 (3%) 4 (14%) 1 (5%) 6 (8%)
o Hamodialyse (%) 27 (87%) 22 (76%) 18 (85%) 67 (85%)
« CAPD (%) 3 (10%) 3 (10%) 0 6 (8%)
Dialysedauer in Jahren® 50+32 3.7+3,0 3,7+3,0 49+35
Grunderkrankung
* GN (%) 14 (45%) 12 (41%) 5 (26%) 31 (39%)
e Zystennieren (%) 5 (16%) 4 (14%) 6 (32%) 15 (19%)
o Pyelonephritis (%) 1 (3%) 7 (24%) 2 (11%) 10 (13%)
¢ Urologische Erkrankung (%) 2 (6,5%) 2 (71%) 1 (5%) 5 (6%)
o Stoffwechselerkrankung (%) 3 (10%) 0 1 (5%) 4 (5%)
o Hypertensive Nephropathie (%) 2 (6,5%) 2 (71%) 0 4 (5%)
o Interstitielle Nephritis (%) 1 (3%) 1(3,5%) 1 (5%) 3 (4%)
e HUS (%) 0 0 3 (16%) 3 (4%)
o Nicht bekannt (%) 3 (10%) 1(3,5%) 0 4 (5%)
missmatch broad* 29+17 28+16 28+16 28+16
Primarfunktion (%) 23 (74%) 22 (79%) 8 (44%) 53 (69%)
Warme Ischamie! 3,6+138 05+0,8 05+0,8 22+94
Gemischte Ischamie! 44,4 £ 185 46,1 £ 15,7 46,1 £ 15,7 45,1 +175
Kalte Ischamie? 9,6+6,2 9,8+6,6 98+6,6 9,7+6,0

! Mittelwert + Standardabweichung

Berechnung der Unterschiede zwischen den Gruppen mit dem Chi-Quadrat-Test

Tabelle 2: Demographische Daten der in die Studie eingeschlossen Patienten
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6.2. Pharmakokinetik

An den jeweiligen Visitenterminen wéhrend des Untersuchungszeitraumes wurden bei allen Pa-

tienten im jeweiligen Studienarm morgens die Talspiegel von Cyclosporin A und Everolimus

gemessen, zudem die Talspiegel der Mycophenolsaure. Die Werte der pharmakodynamischen

Parameter wurden aus dem Blut der gleichen Blutabnahmen gewonnen. Die korrespondierenden

Medikamentendosen, auf die im Folgenden Bezug genommen wird, sind diejenigen des Vor-

tages.

Die Tabellen zeigen die Medikamentendosen der Gesamtheit der Patienten, der Cyclosporin-

gruppe, der auf Everolimus umgestellten Patienten und der nicht randomisierten Patienten zum

jeweiligen Visitentermin. Da Everolimus nur im entsprechenden Studienarm verabreicht wurde,

wird bei den Dosierungen von Everolimus nur dieser dargestellt.

Dosierung von Cyclosporin A am Vortag (mg/Tag)

Visite 1 2 3 4 5 5.1 6 7 8
oA 524 476 329 252 233 225 219 211 200
y +143 +120 +83 +67 + 60 61 +54 +52 +48
528 479 332 264 243 123
EVA +175 +140 +90 +52 +56 +50 0 0 0
CyA!l
R 473 466 390 279 252 i i
ol +144 +194 +153 77 +105
Alle 514 475 340 260 239 178 124 115 109
+156 +143 +100 +62 +61 +79 +120 +115 +108
CyA = Cyclosporin A (-Gruppe); EVA = Everolimusgruppe; n.R. = nicht randomisiert ;
! Mittelwert + Standardabweichung
Tabelle 3: Vortagesdosis von Cyclosporin A
Dosierung von Everolimus am Vortag (mg/Tag)
Visite 14 2 3 4 5 5.1 6 7 8
1 2 15 3,0 2,9 2,8
EVA EVA 0 0 0 0 0 £07 +11 +1.0 £10

EVA = Everolimus (-Gruppe),
! Mittelwert + Standardabweichung

2 kein Patient der Cyclosporin-Gruppe und kein nicht randomisierter Patient erhielt im Verlauf Everolimus

Tabelle 4: VVortagesdosis von Everolimus

49



Dosierung der Mycophenolsdure am Vortag (mg/Tag)

Visite 14 2 3 4 5 51 6 7 8
1440 1428 1428 1344 1320 1302 1266 1198 1204
CyA +0 +67 +66 + 266 +273 +274 +322 +373 +364
(0/0) (1/360) | (1/360) | (4/720) | (6/600) | (7/591) | (8/653) | (10/702) | (10/684)
1440 1402 1365 1303 1260 1303 1221 1149 1163
EVA +0 +147 + 295 +279 +373 +279 +330 +338 +342
EC- (0/0) (2/540) | (2/1080) | (6/660) | (6/840) | (6/660) | (9/680) | (12/630) | (11/655)
1
MPS 1398 1311 1375 1260 1080
nR. +175 +389 +217 +333 +416 - -
720) | (2/900) | (U/720) | (2/720) | (2/720)
1431 1395 1394 1316 1277 1307 1248 1173 1176
Alle +83 +200 +212 +277 +330 +271 +322 + 352 +350

(1/720) | (5/648) | (4/810) | (12/690) | (14/720) | (13/623) | (17/667) | (23/650) | (22/671)

EC-MPS = Enteric coated Mycophenolate Sodium; CyA = Cyclosporin A (-Gruppe);
EVA = Everolimus (-Gruppe); n.R. = nicht randomisiert ;
! Mittelwert + Standardabweichung (Zahl der Patienten mit Dosisreduktion gegeniiber dem Standardwert von 1440mg/d /
durchschnittliches Volumen der Reduktion)

Tabelle 5: Vortagesdosis der Mycophenolsdure

Dosierung von Methylprednisolon am Vortag (mg/Tag)

Visite 1 2 3 4 5 51 6 7 8
CVA 80 32 20 8 4 4 4 4 4
y (10)/0 | (274)/0 | (0)/0 | @2)/0 ®/0 | @%)/1 | @70 ©)/0 ©)/0
EVA 80 40 20 8 4 4 4 4 4

©5/0 | (@4)/0 | @96)/1 | (12)/0 ®/0 | 498)/1 | (/0 ©)/0 | (496)/1
MP?

R 80 32 16 6 4 )
o 110)/0 | @o)y/0 | (0)/0 | @2/0 | (12)/0
Alle 80 32 18 8 4 4 4 4 4

10)/0 | (290)/0 | @96)/1 | @2y/0 | @20 | @9%)/2 | @10 ©)/0 | (496)/1

MP = Methylprednisolon; CyA = Cyclosporin A-Gruppe; EVA = Everolimusgruppe; n.R. = nicht randomisiert ;
! Median (Spannweite) / Zahl der Patienten mit MP-StoRtherapie zum Visitenzeitpunkt

Tabelle 6: Vortagesdosis von Methylprednisolon

Signifikante Unterschiede zwischen den Studienarmen in bezug auf die Dosierung der immun-
suppressiven Comedikation mit EC-MPS und Methylprednisolon traten nicht auf. Insbesondere
die wegen klinisch nicht vertretbaren Nebenwirkungen notwendigen Dosisreduktionen von EC-

MPS waren in Bezug auf Zeitpunkt und Volumen der Reduktion nicht signifikant unterschied-
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lich. Auch lag vor der Randomisierung kein signifikanter Unterschied in der Dosierung von Cyc-
losporin A zwischen dem Cyclosporin- und dem Everolimusarm vor.

Die Tabelle stellt die durchschnittlichen Talspiegel von Cyclosporin A und Everolimus in den
einzelnen Studienarmen dar. Bis zur Randomisierung bestand kein signifikanter Unterschied

zwischen den Talspiegeln von Cyclosporin A der verschiedenen Studienarme.

Talspiegel der immunsuppressiven Medikamente (ng/ml)

Visite 1 2 3 4 5 5.1 6 7 8

CyA CyA 162 + 49 224+ 72 176 £ 54 141+37 | 141+60 | 114+£25 | 123+45 | 112+23 95+ 25

CyA | 175+60 | 261+68 | 232+244 | 135+33 | 146+77 | 7757 0 0 0
EVA

EVA 0 0 0 0 0 53+24 [ 69+47 | 61+19 [ 56+13

n.R. CyA 172+73 197 £ 53 185+ 53 151 + 36 128 + 63 - -

CyA = Cyclosporin A (-Gruppe); EVA = Everolimus (-Gruppe); n.R. = nicht randomisiert;
dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung

Tabelle 7: Talspiegel der Immunsuppressiva am Untersuchungstag

Die folgenden Abbildungen zeigen die Korrelationen zwischen der Vortagesdosierung von

Everolimus und Cyclosporin A und dem Talspiegel des Medikaments auf.
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Abbildung 2: Verhéltnis von Cyclosporin A- und Everolimus-Vortagesdosis und -Talspiegel
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Es konnte keine signifikante Korrelation zwischen Vortagesdosis und Talspiegel von Everolimus
beobachtet werden. Fur Cyclosporin A lag eine signifikante Korrelation mittlerer Starke zwi-
schen Vortagesdosis und morgendlichem Talspiegel vor (r=0,59, p<0,001).

Bei der Mycophenolsédure konnte ein wenn auch nicht starker, so doch signifikanter Zusammen-
hang zwischen der Vortagesdosierung und dem morgendlichen Talspiegel beobachtet werden
(r=0,39, p<0,001). Folgende Abbildung zeigt die Vortagesdosis von EC-MPS und den MPA-
Talspiegel.
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Abbildung 3: Verhéltnis von EC-MPS-Vortagesdosis und MPA-Talspiegel

6.3. Pharmakokinetik und Pharmakodynamik

6.3.1. Der Zusammenhang zwischen Dosis und Talspiegel von Cyclosporin A und den
pharmakodynamischen Parametern

Auch wenn die Aktivitat der unspezifischen pharmakodynamischen Parameter das Resultat ver-
schiedener Einflussfaktoren darstellt, ist der Zusammenhang mit den pharmakokinetischen Daten
von besonderem Interesse. Die folgenden Abbildungen geben den Zusammenhang des Cyclo-

sporin-Talspiegels mit den Messwerten der FACS-Parameter und der IMPDH-AKktivitat wieder.
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Abbildung 4: Verhéltnis der pharmakodynamischen Parameter zum Cyclosporin A-Talspiegel
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Signifikante, aber wenig ausgepragte Korrelationen bestanden zwischen dem Cyclosporin-
Talspiegel und der Expression der Oberflachenmarker CD25 (r=0,49) und CD71 (r=0,43) sowie
der Proliferationsrate (r=0,34) und der Synthese von IL-2 (r=0,30) und TNF-a (r=0,32, jeweils
p<0,001). Die Aktivitat der IMPDH war nicht mit dem Cyclosporinspiegel korreliert.
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Dariiber hinaus bestanden signifikante Korrelationen der Cyclosporin-Vortagesdosis mit der Ex-
pression von CD25 (r=0,63) und CD71 (r=0,43) und der Proliferationsrate (r=0,46, jeweils
p<0,001). Die signifikanten Korrelationen mit der Zytokinsynthese waren sehr schwach, mit der
IMPDH-AKktivitat bestand kein Zusammenhang.

6.3.2. Der Zusammenhang zwischen Dosis und Talspiegel von Everolimus und den phar-

makodynamischen Parametern

Folgende Abbildungen stellen den Zusammenhang des Everolimus-Talspiegels mit ausge-
wahlten Messwerten der FACS-Parameter und der IMPDH-Aktivitat wieder. Eine signifikante
Korrelation des Talspiegels lag nur mit der Proliferationsrate vor (r=0,30, p=0,04). Es bestand
kein Zusammenhang zwischen der Vortagesdosierung von Everolimus und den pharmako-

dynamischen Parametern.
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Abbildung 5: Verhéltnis der pharmakodynamischen Parameter zum Everolimus-Talspiegel

6.3.3. Der Zusammenhang zwischen EC-MPS Dosis und MPA-Talspiegel und den phar-

makodynamischen Parametern

Da die Aktivitat des Enzyms IMPDH einen spezifischen pharmakodynamischen Parameter dar-
stellt, ist der Zusammenhang zwischen den gegebenen EC-MPS-Dosen, den erreichten Myco-
phenolsdurespiegeln und der Hemmung der Enzymaktivitat von besonderem Interesse. Die fol-
genden Abbildungen zeigen die Korrelation zwischen dem MPA-Spiegel und den untersuchten
Parametern dar. Die starkste Korrelation war diejenige mit der Proliferationsrate (r=0,56), ge-
folgt von derjenigen mit der Enzymaktivitat der IMPDH (r=0,54). Auch zwischen dem MPA-
Talspiegel und der CD71-Expression (r=0,40, alle p<0,001) und deutlich schwécher der CD25-
Expression (r=0,28, p=0,016) fanden sich signifikante Korrelationen, nicht hingegen zwischen
dem MPA-Spiegel und der Zytokinsynthese.

200

o MN=76 N=72

30,0
o
= e = 1507 o
E £ (]
= =
2 2
= 200 = B,
[ o 1 o o
Q
@ @ e
.g o .g 10,0 ® ©
- ° - o ° o
o (] [
s n o ¢
< < o
L 10040 o o 0 2 8 ©
= = o @00
5010 @8, % o o
®o o © © g o©
o 0000& 5 © 8 o° o )
o o0 o
@@ @ g 90 00 Qo ap, [e} o =
o &0 0 o o ® o5 @ o]
0 e © g © @ OF 2 0 T

o T
00 2,50

I
500

T
7,50

T
10,00

12,50

Proliferationsrate (% CD3+PlhighPCNA+)

T
10,00

IMPDH-Aktivitdt (nmol/h/imgProtein)

T
15,00

55



o _ o N=77
30,0 N=T712 20,04

20,0

20,0

10,0 1009 o o O

MPA-Talspiegel (Hgiml)
® o
[s]
o
MPA-Talspiegel (pg/ml)
oo

o 00

© o

o o © o o
o
Oﬁ % o ©°° &QSDO o 9 0%00%8 Bo o o ©
3) ©
%% °. o o 38 o) 0%

(@o o]
Q
° ogo 0 o T T T

00 ZUIUU 40, o sufuu " 0o 10,00 2000 30,00
CD25-Expression (% CD3+CD25+) CD71-Expression (% CD3+CD71+)

)

=] N=T1 MN=71 o
30,0 30,01

20,0 20,0

10,0 o o 0 10,07 o 0O o
o 0
[eNel o o
Q
o © o Ooo o o” o o
B I Sl o5 g 028 wou® o F °
o oo o
‘9;‘? o OI ° o % ! o o o o ® :
00 10,00 20,00 30,00 "o 1000 20,00 30,00 40,00

IL-2-Synthese (%CD3+IL-2+) TNF-Synthese (%CD3+TNF+)

MPA-Talspiegel (Hgiml)
o
MPA-Talspiegel (pg/ml)
o

)

Abbildung 6: Verhéltnis der pharmakodynamischen Parameter zum MPA-Talspiegel

Eine signifikante Korrelation bestand zudem zwischen der EC-MPS-Vortagesdosis und der
IMPDH-AKktivitat (r=0,34) und vor allem der Proliferationsrate (r=0,52) und der Expression der
Oberfachenmarker CD25 (r=0,49) und CD71 (r=0,44, jeweils p<0,001). Zur Zytokinsynthese

bestand lediglich eine geringe, wenn auch signifikante Korrelation.

6.3.4. Methylprednisolon und die pharmakodynamischen Parameter

Die Vortagesdosen von Methylprednisolon waren signifikant (p<0,001) mit allen pharmako-
dynamischen Parametern korreliert. Ausgepragt war diese Korrelation bei den Oberflachen-
markern CD25 (r=0,73), CD71 (r=0,56) und der Proliferationsrate (r=0,58), schwach hingegen
bei der Zytokinsynthese und der IMPDH-AKktivitat.
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Abbildung 7: Verhéltnis der pharmakodynamischen Parameter zur Methylprednisolon-Vortagesdosis
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6.4.

TNF-Synthese (%CD3+TNF+)

Die Korrelationen unter den pharmakodynamischen Parametern
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Abbildung 8: Verhaltis der Synthese der beiden untersuchten Cytokine und der Expression der beiden un-
tersuchten Oberflachenmarker zueinander

Eine hohe Korrelation wiesen die Zytokine IL-2 und TNF-a auf (r=0,86), gefolgt von den Ober-
flachenmarkern CD25 und CD71 (r=0,82).
Die Oberflachenmarker wiesen auch eine mittlere Korrelation mit der Proliferationsrate aus
(r=0,72 fur CD25 und r=0,69 fir CD71), wéhrend die Zytokine mit dieser nur schwach korreliert

waren. Eine starke Korrelation der IMPDH-AKktivitat mit der Proliferationsrate (r=0,32) konnte

nicht nachgewiesen werden. Alle Korrelationen waren signifikant (p<0,001).
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Abbildung 9: Verhéltnis der CD25-Expression und der IMPDH-AKktivitét zur Proliferationsrate
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6.5. Die Beschreibung der immunsuppressiven Therapie durch die gemessenen Parameter
bis zum Zeitpunkt der Randomisierung

6.5.1. Die Ausgangswerte der untersuchten Parameter vor der Transplantation

Vor Beginn der immunsuppressiven Therapie zum Zeitpunkt der Transplantation wiesen die ge-
messenen Biomarker der untersuchten Patienten betréchtliche interindividuelle Unterschiede auf,
wobei die Variabilitat der Werte bei Proliferationsrate und IL-2-Synthese am hdchsten, bei der

Expression von CD25 und der IMPDH-Aktivitat am niedrigsten ausfiel.
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Abbildung 10: Die Ausgangswerte der untersuchten Parameter vor der Transplantation

Es bestand eine hohe Korrelation der Oberflachenmarker untereinander (r=0,80) und der Ober-
flachenmarker mit der Proliferationsrate (r=0,77 fur CD25, r=0,73 fur CD71). Auch zwischen
der Synthese von IL-2 und TNF-a bestand eine mittlere Korrelation (r=0,64, jeweils p<0,001).

Die IMPDH-AKktivitat und die Proliferationsrate waren nicht korreliert.
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Ausgangswerte vor Transplantation
Parameter N Minimum | Maximum | Mittelwert SD SEM cv
IMPDH 60 1,23 31,57 13,79 6,5 0,8 47,5
Proliferation 63 0,81 41,13 12,83 8,0 1,0 62,5
CD25 64 12,18 80,49 40,89 16,6 2,1 40,6
CDh71 64 4,90 58,77 26,35 12,7 1,6 48,0
IL-2 53 2,55 53,72 22,52 13,0 1,8 49,4
TNF-a 52 5,14 66,82 32,61 16,1 2,2 57,9
N = Fallzahl, SD = Standardabweichung, SEM = Standardfehler, CV = Variationskoeffizient

Tabelle 8: Deskriptive Statistik der Ausgangswerte vor Transplantation

Eine Dialysetherapie vor der Transplantation wirkte sich nicht signifikant auf die Werte der
pharmakodynamischen Parameter vor der Transplantation aus.

Die IMPDH-AKktivitat der Dialysepatienten betrug 13,8 £ 6,6 nmol/h/mg Protein, diejenige der
praemptiv transplantierten Patienten 13,4 + 0,4 nmol/h/mg Protein. Die Proliferationsrate der
Patienten, welche vor der Transplantation dialysepflichtig waren, war niedriger (12,5% + 8,2%)
als der Anteil der proliferationsfahigen T-Zellen bei den praemptiv transplantierten Patienten
(15,8% = 3,4%). Die Expression der Oberflaichenmarker CD25 und CD71 war bei den dialyse-
pflichtigen Patienten ebenfalls niedriger (40,1% + 16,6% fiir CD25 und 26,1% * 13% fur CD71)
als bei nicht dialysepflichtigen Patienten (52,3% * 12,2% fiir CD25 und 30,5% * 4% fir CD71).
Bei den vor der Transplantation dialysepflichtigen Patienten betrug die IL-2-Syntheserate 32,7%
* 16,2%, die TNF-a-Synthese betrug 22,8% + 13,3%. Etwas niedriger waren die Werte bei den
praemptiv Transplantierten, der Anteil IL-2-synthetisierender T-Zellen betrug 30,9% =+ 15,1%,
fur die TNF-a-Synthese beliefen sich die entsprechenden Werte auf 18,4% + 9%. Die Dauer der
Dialysetherapie wirkte sich nicht signifikant auf einen der pharmakodynamischen Parameter aus.
Zwischen dem Alter der Patienten und der Proliferationsrate (r=0,27, p=0,034) sowie der CD71-
Expression (r=0,30, p=0,016) fanden sich signifikante, aber nur geringe Korrelationen. Die Pa-
rameter IMPDH, TNF-a, CD25 und IL-2 waren nicht signifikant mit dem Alter korreliert.

Es bestand keine Korrelation zwischen dem Geschlecht oder der Grunderkrankung der Patienten

und einem der pharmakodynamischen Parameter.
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Auch waren die Vortransplantationswerte der Patienten, die ein Transplantat von einem Lebend-
spender erhielten, von denjenigen, die ein postmortal transplantiertes Organ erhielten, vergleich-

bar.

6.5.2. Enzymaktivitat: IMPDH

Die folgende Abbildung zeigt den Verlauf der gemessenen IMPDH-AKktivitat im Zeitablauf bis
zum Tag der Randomisierung. Deutlich ist die Reduktion der Enzymaktivitat nach dem Ein-
setzen der immunsuppressiven Therapie zu erkennen. Die Reduktion der Aktivitéat, sowohl von
vor der Transplantation bis zur ersten Visite als auch im gesamten Zeitablauf bis zur Rando-
misierung, ist statistisch signifikant (p<0,001).
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Abbildung 11: Die Aktivitat der IMPDH im Zeitablauf bis zur Randomisierung

Im Gegensatz zu den anderen untersuchten Parametern nahm die Hemmung der IMPDH-AKktivi-
tat mit zunehmender Dauer der immunsuppressiven Therapie zu, zum Ende des Beobachtungs-
zeitraums wurde eine maximale Hemmung von durchschnittlich 57% des Ausgangswertes vor

der Transplantation erreicht.
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6.5.3. Proliferationsrate

Noch deutlicher ist der Riickgang der Proliferationsrate nach Beginn der immunsuppressiven
Therapie zu erkennen. Die maximale Hemmung von 90% des Ausgangswertes vor der Trans-
plantation entwickelte sich bereits innerhalb der ersten vier Tage nach dem Eingriff. Der Riick-
gang der Proliferationsrate bis zur ersten Visite und flir den gesamten Zeitraum bis zur Randomi-
sierung ist signifikant (p<0,001).
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Abbildung 12: Die Proliferationsrate im Zeitablauf bis zur Randomisierung

Besonders niedrig ist der Anteil zur Proliferation stimulierbarer T-Zellen im ersten Monat nach
der Transplantation, dem Zeitraum der hdchsten Dosierungen der immunsuppressiven Medika-
mente. Auch der Unterschied zwischen den Werten an den Visiten nach einem und drei Mona-
ten, als sich bereits eine Erholung der Proliferationsfahigkeit abzeichnete, ist signifikant
(p=0,002). Die Ausgangswerte vor Transplantation wurden bis zur Randomisierung nicht er-
reicht.
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6.5.4. Oberflachenmarkerexpression: CD25 und CD71

Die Expression der Oberflachenmarker wurde durch die immunsuppressive Therapie stark unter-
drickt. Der Rickgang der Expression der Oberflachenmarker fiir den gesamten Zeitraum bis zur
Randomisierung ist signifikant. Dabei sind der Ruickgang von der Visite vor Transplantation zur
ersten Visite danach und der erneute Anstieg von nach einem Monat (jeweils p<0,001) sowie der
weitere Anstieg bis zur Randomisierung (p=0,007) statistisch signifikant.

Von allen gemessenen Parametern ging die Expression von CD25 in den ersten Tagen nach der
Transplantation am starksten zuriick (maximale Hemmung von durchschnittlich 89% des Aus-

gangswertes vor Transplantation nach vier Tagen).
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Abbildung 13: Die CD25-Expression im Zeitablauf bis zur Randomisierung

Auch die Expression des zweiten Oberflachenmarkers, des Transferrinrezeptors CD71, sank mit
Beginn der immunsuppressiven Therapie merklich ab. Der Rickgang wahrend des gesamten
Zeitraumes bis zur Randomisierung ist ebenso signifikant wie der Rickgang von der Visite vor
bis zur ersten Visite nach Transplantation (jeweils p<0,001). Auch der erneute Anstieg der

CD71-Expression von der Visite nach dem ersten Monat zur Visite nach drei Monaten ist signi-
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fikant (p=0,002). Die maximale Hemmung von 74% des Ausgangswertes entwickelte sich bis

zum Tag 11 nach der Transplantation.
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Abbildung 14: Die CD71-Expression im Zeitablauf bis zur Randomisierung

Bei beiden Parametern wurde die Ausgangsaktivitat der Visite vor der Transplantation bis zur

Randomisierung nicht erreicht.

Folgende Abbildung zeigt den zeitlichen Verlauf der prozentualen Expression beider Ober-
flachenmarker — bezogen auf den Vortransplantationswert — im Vergleich. Es fallt auf, dass der
Anteil der CD25-exprimierenden T-Zellen unmittelbar nach der Transplantation deutlich starker
abfiel, als derjenige der CD71-exprimierenden T-Zellen. Diese Beobachtung ist fur die Visiten
an Tag 4, Tag 11 (p<0,001) und Tag 30 (p=0,003) statistisch signifikant. Nach drei Monaten
konnten dann in Relation zum Ausgangswert wieder annahernd gleiche Mengen der Ober-

flachenmarker nachgewiesen werden.
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Abbildung 15: Vergleich der Expression der Oberflachenmarker CD25 und CD71 bis zur Randomisierung
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6.5.5. Zytokinsynthese: IL 2 und TNF-«
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Abbildung 16: Die IL-2-Synthese im Zeitablauf bis zur Randomisierung

Die Synthese der in den T-Zellen gemessenen Zytokine ging mit dem Einsetzen der immun-
suppressiven Therapie weniger stark zurlick als die Proliferationsrate und die Oberflachen-
markerexpression, die maximale Hemmung wurde bis zur Visite 2 an Tag 11 nach der Trans-
plantation erreicht. Sie erreichte mit 56% flr IL-2 und mit 63% fir TNF-a einen der Unter-
driickung der Aktivitat der IMPDH vergleichbaren Wert.

Der verringerte Anteil der IL-2- und TNF-a-synthetisierenden T-Zellen nach dem Beginn der
immunsuppressiven Therapie war im Vergleich zum Niveau vor der Transplantation fur den ge-
samten Zeitraum bis zur Randomisierung signifikant. Dabei waren sowohl der initiale Rick-
gang von der Visite vor der Transplantation zur ersten Visite danach, als auch der weitere Rlck-
gang bis zur Visite an Tag 11 nach der Transplantation fir TNF-a (alle p<0,001) und fur IL-2
(letzterer mit p=0,002) statistisch signifikant.
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Obwohl im weiteren Verlauf eine leichte, nicht signifikante, Erholung der Synthesefahigkeit
nach Stimulation einsetzte, verlief diese bei beiden Zytokinen schleppend, das Ausgangsniveau

wurde nicht erreicht.
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Abbildung 17: Die TNF-a -Synthese im Zeitablauf bis zur Randomisierung
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6.6. Unterschiede im Verhalten der Biomarker nach der Randomisierung

6.6.1. Hemmung der Enzymaktivitat: IMPDH

Die Abbildung zeigt die Verlaufe der Enzymaktivitat der IMPDH im Zeitablauf nach der Rand-
omisierung in den beiden Studienarmen.

Ab diesem Zeitpunkt l&sst sich im Everolimusarm eine Reduktion der IMPDH-Aktivitét er-
kennen, in der Cyclosporingruppe war eine stabile Aktivitat zu verzeichnen. In beiden Studien-
armen und bei der Gesamtheit der Patienten waren die Veranderungen im Zeitablauf nicht statis-
tisch signifikant.

Zwischen den Studienarmen waren signifikante Unterschiede an der Visite unmittelbar nach der
Randomisierung (p=0,003) und an der Visite drei Monate nach der Randomisierung (p=0,007)
festzustellen, an der Visite an Monat sechs wurde die Signifikanz knapp verfehlt (p=0,055).
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Abbildung 18: Die Aktivitat der IMPDH im Zeitablauf nach der Randomisierung
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6.6.2. Proliferationsrate

Auch bei der Entwicklung der Proliferationsfahigkeit der stimulierten Lymphozyten traten Un-
terschiede zwischen den Studienarmen auf. Wahrend sich der Trend zur weiteren Zunahme des
Anteils proliferierender T-Zellen in der Cyclosporingruppe nach der Randomisierung fortsetzte,
sank das Niveau in der Everolimusgruppe ab.
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Abbildung 19: Die Proliferationsrate im Zeitablauf nach der Randomisierung

Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Visiten oder zwischen den Studienarmen lie-
Ren sich bei niedrigen Fallzahlen nicht nachweisen.
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6.6.3. Oberflachenmarker: CD25 und CD71

Die Expression der Oberflachenmarker unterschied sich zwischen den beiden Studienarmen nach
Randomisierung.

In der Cyclosporingruppe war sowohl bei der Expression von CD25 als auch bei derjenigen von
CD71 eine klare Tendenz zu im Zeitablauf hoheren Werten zu verzeichnen. Beide Oberflachen-
marker waren drei Monate nach der Randomisierung gegeniiber dem Ausgangswert signifikant
angestiegen (p=0,005). Danach stiegen sie bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes weiter an,

bei niedrigen Fallzahlen war dies jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 20: Die CD25-Expression im Zeitablauf nach der Randomisierung

In der Everolimusgruppe war dieser klare Trend zur Mehrexpression hingegen nicht auszu-
machen. Wie die Abbildungen verdeutlichen, wurden die Oberflachenmarker, besonders der
Transferrinrezeptor CD71, unter dem mTOR-Inhibitor sogar seltener exprimiert. Statistisch sig-
nifikante Unterschiede im Zeitablauf der Visitentermine bestanden nicht.
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Abbildung 21: Die CD71-Expression im Zeitablauf nach der Randomisierung

Im Ergebnis der gegenlaufigen Entwicklung der Oberflachenmarker ergaben sich zwischen den
Studienarmen signifikante Unterschiede.

Bei der CD25-Expression war nur zum Ende des Beobachtungszeitraumes trotz niedriger Fall-
zahlen ein signifikanter Unterschied (p=0,040) zwischen den Studienarmen feststellbar. Bei der
CD71-Expression waren die Unterschiede zwischen den Studienarmen nach Abschluss der Um-
stellung zu jedem Zeitpunkt signifikant (p=0,007 fir den Visitentermin drei Monate nach der
Randomisierung, p=0,017 am Ende der Studie) oder verfehlten das Niveau der Signifikanz nur
knapp (p=0,063 sechs Monate nach Transplantation).
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6.6.4. Zytokinsynthese: IL-2 und TNF-«

Die Entwicklung der Syntheseraten der Zytokine IL-2 und TNF-a nach der Randomisierung ver-
lief weitgehend parallel.
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Abbildung 22: Die IL-2-Synthese im Zeitablauf nach der Randomisierung

In der Everolimusgruppe war im Zeitablauf jeweils eine Mehrproduktion an Zytokinen zu ver-
zeichnen. Bei hoher Streuung der Werte und nur gering ausgepragten Unterschieden im Zeitab-
lauf war dieser Trend jedoch sowohl im Fall von IL-2 (p=0,017) als auch von TNF-a (p=0,022)
nur im Vergleich des Randomidierungszeitpunktes mit dem Ende der Studie signifikant. In der
Cyclosporingruppe stagnierte die Zytokinsynthese, statistisch signifikante Unterschiede im Zeit-
ablauf waren nicht nachweisbar.

Der vor der Randomisierung begonnene Trend des langsamen Wiederanwachsens der Fahigkeit
der T-Zellen zur Zytokinproduktion beschleunigte sich also in der Everolimusgruppe, wéhrend
er in der Cyclosporingruppe eher abflachte.

Das Niveau der Zeit vor Beginn der immunsuppressiven Therapie wurde in beiden Gruppen in-

nerhalb des ersten Jahres nach der Transplantation nicht wieder erreicht.
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Die Unterschiede zwischen den Studienarmen waren weder bei der IL-2-Synthese noch bei der

TNF-a-Synthese statistisch signifikant.
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Abbildung 23: Die TNF-a -Synthese im Zeitablauf nach der Randomisierung
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6.7.  Vergleich der Immunsuppression zwischen den Studienarmen vor und nach der Ran-
domisierung

In den folgenden Abbildungen werden zusammenfassend die Aktivitat der untersuchten Para-
meter und ihre Inhibition in den einzelnen Studienarmen vor und nach der Randomisierung dar-
gestellt. Um maogliche Unterschiede durch ein héheres Datenvolumen aufzudecken, wurden die
im jeweiligen Zeitraum im jeweiligen Studienarm gemachten Beobachtungen zusammengefasst

und dann miteinander verglichen.
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Abbildung 24: Vergleich der IMPDH-AKktivitat und ihrer Hemmung in den Studienarmen

Es ist zu erkennen, dass die Aktivitat der IMPDH vor der Randomisierung in allen Studienarmen
ahnlich ausgepragt, nach der Randomisierung in der Everolimusgruppe signifikant (p=0,003)
niedriger war als in der Cyclosporingruppe. Damit einhergehend war die Inhibition der IMPDH-
Aktivitat im Vergleich zum Vortransplantationsniveau in der Everolimusgruppe nach der Rand-
omisierung signifikant (p=0,011) starker ausgepragt.

Die IMPDH-AKktivitat der Patienten, die nicht randomisiert werden konnten, war auf einem &hn-
lichen Niveau wie bei den randomisierten Patienten, im Vergleich zur Aktivitat vor Beginn der
immunsuppressiven Therapie allerdings signifikant (p<0,001) weniger stark supprimiert als in

den Cyclosporin- und Everolimusgruppen.

Die Proliferationsrate wies vor der Randomisierung in beiden Studienarmen und der Gruppe der
nicht randomisierten Patienten vergleichbare Werte auf, nach der Randomisierung war sie in der
Cyclosporingruppe signifikant (p=0,007) héher als in der Everolimusgruppe. Parallel dazu be-
stand eine Tendenz zur stérkeren Inhibition in der Everolimusgruppe.
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Ein signifikanter Unterschied (p=0,013) bestand zudem vor der Randomisierung zwischen der
Hemmung der Proliferationsrate in der Cyclosporingruppe und der Gruppe der spéater nicht rand-
omisierten Patienten.
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Abbildung 25: Vergleich der Proliferationsrate und ihrer Hemmung in den Studienarmen

Die Oberflachenmarker mussen einzeln betrachtet werden. Bei der CD25-Expression sind keine
signifikanten Unterschiede der Aktivitdt oder der Hemmung zwischen den Studienarmen vor
oder nach der Randomisierung nachzuweisen. Insgesamt ist aber eine geringere Inhibition nach
der Randomisierung, einhergehend mit einer hoheren Rate an nach Stimulation CD25-
exprimierenden T-Zellen, zu beobachten.
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Abbildung 26: Vergleich der CD25-Expression und ihrer Hemmung in den Studienarmen

Fur den Transferrinrezeptor CD71, der vor der Randomisierung in allen Gruppen in vergleichba-
rem MaR exprimiert worden war, lasst sich nach der Randomisierung ein deutlicher Riickgang

der Inhibition in der Cyclosporingruppe beobachten, der in der Everolimusgruppe nicht auftrat.
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Daraus ergaben sich signifikante Unterschiede der Inhibition (p=0,039) und der Aktivitat
(<0,001) zwischen den beiden Studienarmen.
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Abbildung 27: Vergleich der CD71-Expression und ihrer Hemmung in den Studienarmen

Die Cytokinsynthese und ihre Inhibition waren bis auf eine signifikant (p=0,024) héhere TNF-a-
Synthese in der Everolimusgruppe (Tendenz bei IL-2) nach der Randomisierung in den beiden

Studienarmen und bei den nicht randomisierten Patienten vergleichbar.
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Abbildung 28: Vergleich der Cytokinsynthese (IL-2, TNF-a) und ihrer Hemmung in den Studienarmen



6.8. Der Zusammenhang zwischen der Expression der Biomarker und dem Auftreten von
Rejektionen und Infektionen

Ein wichtiges Ziel der Bestimmung der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Parameter be-
stand darin, Zusammenhange aufzudecken, zwischen der durch sie aufgezeigten Immun-
suppression einerseits, und mit dieser in direktem Zusammenhang stehenden klinischen Ereignis-
sen andererseits. Wie bereits erwahnt, handelt es sich dabei um akute AbstoRungen als Indikator
fur eine zu geringe und um Infektionen und Neoplasien als Indikatoren fur eine zu starke Im-
munsuppression. Weitere mit der immunsuppressiven Therapie assoziierte unerwiinschte Ereig-
nisse, wie Nierenfunktionsstérungen, metabolische Erkrankungen, arterielle Hypertonie, Blut-
bildverdnderungen, gastrointestinale Nebenwirkungen, Schmerzen oder Wundheilungsstérungen,
wurden in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht. Da bei den untersuchten Patienten im Be-
obachtungszeitraum von einem Jahr nach der Transplantation keine bdsartigen Neubildungen
auftraten, war dieser Teil der Untersuchung nicht durchfiihrbar. Eine langerfristig angelegte
Nachbeobachtung der Patienten kdnnte diesbeziiglich aber interessante Ergebnisse aufzeigen.
Die klinischen Ereignisse wurden fur die Auswertungen anhand wichtiger Charakteristika opera-
tionalisiert: Das Auftreten bioptisch gesicherter akuter Abstoungen (biopsy proven acute rejec-
tion, BPAR) wurde anhand des Schweregrades nach der Banff-Klassifikation von 2007 (18) auf-
geschlisselt in gesicherte Abstolung (Banff Grad la, Ib, Ila, 11b) und borderline-Befund. Um
den Zeitpunkt des Auftretens der AbstoRung zu bericksichtigen, wurden frihe (bis zur Rando-
misierung) von spéten Rejektionen unterschieden.

Infektionen wurden nach ihrem zeitlichen Auftreten (wéhrend des gesamten Zeitraums, vor und
nach der Randomisierung) und nach dem Schweregrad eingeteilt. Sehr schwere Infektion ent-
sprechen Infektionen Grad 3 in den case report files der Zeus-Studie, schwere Infektionen ent-
sprechen den Graden 2 und 3. Fir CMV-Infektionen als typischer Ausdruck der Immunsuppres-
sion wurde eine eigene Kategorie gebildet. Zudem wurde die Zahl der Krankheitstage und
Krankheitsepisoden ausgewertet.

Die Haufigkeit des Auftretens akuter AbstolRungen in den jeweiligen Studienarmen wird in den

folgenden Tabellen dargestellt:
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gesichert borderline alle Rejektionen
AbstoRungen
N alle friih spat alle friih spat alle frih spat
Cyclosporin-Gruppe 31 3 2 0 12 10 4 14 12 4
Everolimus-Gruppe 29 2 1 1 5 4 1 7 5 2
nicht randomisiert 19 8 4 - 5 5 - 9 9 -
Alle Patienten 79 13 7 1 22 19 5 30 26 6

Dargestellt der Patienten mit Rejektion, N = Zahl aller Patienten pro Gruppe

Tabelle 9: Anzahl der Patienten mit akuten AbstoRungen

gesichert borderline alle Rejektionen
AbstoRungen
N alle frih spat alle friih spat alle frih spat
Cyclosporin-Gruppe 31 3 3 0 15 12 3 18 15 3
Everolimus-Gruppe 29 3 2 1 8 6 2 11 8 3
nicht randomisiert 19 17 17 - 2 2 - 19 19 -
Alle Patienten 79 23 22 1 25 20 5 48 42 6

Dargestellt Fallzahl der Rejektionen, N = Zahl der Patienten pro Gruppe

Tabelle 10: Anzahl der akuten Abstoliungsepisoden

Ein signifikanter Unterschied bestand zwischen der Gruppe der nicht randomisierten und den
beiden Gruppen der randomisierten Patienten wegen des gehéduften Auftretens gesicherter Ab-
stoBungen bei den nicht randomisierten Patienten.

Zwischen dem Cyclosporin- und dem Everolimusarm traten keine signifikanten Unterschiede im

Auftreten von gesicherten und borderline-Rejektionen auf.
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Patienten mit Infektionen Episoden / Dauer
Infektionen

N alle friih spat alle frih spat

. 79 39 43
Cyclosporin-Gruppe 31 24 19 19 (53) (34) (52)
. 90 43 51
Everolimus-Gruppe 29 23 19 21 (50) (48) (34)

. . 16 16
nicht randomisiert 19 7 7 - (25) (25) -
. 185
Alle Patienten 79 54 45 40 (48) 98 94

Dargestellt Zahl der Patienten mit Infektion sowie Zahl der Episoden und Dauer
(Mittelwert der Krankheitstage) der Infektionen, N = Zahl aller Patienten pro Gruppe

Tabelle 11: Anzahl der Patienten mit Infektionen, der Infektionsepisoden und Dauer der Infektionsepisoden

Zwischen den Armen bestanden keine signifikanten Unterschiede in der Zahl der Patienten mit

Infektionen, der Zahl oder der Dauer der Infektionsepisoden. Die Gruppe der nicht randomisier-

ten Patienten wurde nur in der Phase vor Randomisierung mit den anderen Gruppen verglichen.

Schweregrad aller Infektionen
Infektionen
N 0 1 2 3 Alle
Cyclosporin-Gruppe 31 7 (36) 55 (62) 15 (52) 2 (14) 79 (53)
Everolimus-Gruppe 29 3 (44) 62 (57) 25 (35) 0(0) 90 (50)
nicht randomisiert 19 0(0) 10 (17) 5 (44) 1(3) 16 (25)
Alle Patienten 79 10 (39) 127 (54) 45 (43) 3 (10) 185 (48)

Dargestellt Zahl der Episoden und Dauer (Mittelwert der Krankheitstage)
der Infektionen, N = Zahl aller Patienten pro Gruppe

Tabelle 12: Schweregrad der Infektionsepisoden

Beziiglich des Schweregrades oder der Art der Infektionen konnten keine signifikanten Unter-

schiede zwischen dem Cyclosporin- und dem Everolimusarm festgestellt werden.
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Infektionstyp
Infektionen

N HWI | AWI Gl SBI | CMV | SVI | MYK | FUO | Alle

. 35 15 3 10 6 1 1 79
Cyclosporin-Gruppe 31 (50) 42) (16) 25) (69) @) 8 (26) ) (41)

Everolimus-Gruppe 29 50 24 S ! 6 2 2 0 0
(40) | (41) | (®) @ | B2 | (96) | (8) ©) | (36)

. .. 7 1 0 2 2 2 1 1 16
nicht randomisiert 19 (12) (13) 0) 26) 12) | (135) o) @) 21)
. 92 40 8 13 14 5 11 2 185
Alle Patienten P le e | @@ @] 6] a]| 6 | e

Dargestellt Zahl der Episoden und Dauer (Mittelwert der Krankheitstage) der Infektionen, N = Zahl aller Patienten
pro Gruppe, HWI = Harnwegsinfekt, AWI = Atemwegsinfekt, GI = gastrointestinaler Infekt, SBI = sonstiger bakterieller
Infekt, CMV = Cytomegalievirus, SVI = sonstiger viraler Infekt, MY K = Mykose, FUO = Fever of unknown origin

Tabelle 13: Art und Dauer der Infektionsepisoden
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6.8.1. Der Zusammenhang zwischen der IMPDH-AKktivitat vor der Transplantation und der
Notwendigkeit vorzeitiger Dosisreduktionen von EC-MPS

Glander (147) konnte zeigen, dass die IMPDH-Aktivitat vor der Transplantation einen Prédiktor
fur den Zeitpunkt der ersten Dosisreduktion der Mycophenolséurepraparate darstellt, und dass
Dosisreduktionen Pradiktoren flr den klinischen outcome sind.

Der Zusammenhang zwischen der vor der Transplantation gemessenen Aktivitat der IMPDH und
dem Zeitpunkt notwendiger Dosisreduktionen von EC-MPS konnte in der vorliegenden Arbeit
nur teilweise nachvollzogen werden. In der folgenden Abbildung ist zwar zu erkennen, dass Pa-
tienten mit friherer Dosisreduktion eine durchschnittlich niedrigere IMPDH-AKktivitat vor der
Transplantation aufwiesen als Patienten mit spéterer Dosisreduktion. Patienten, die wahrend des
gesamten Studienzeitraumes die volle Dosis des Préaparates tolerierten, wiesen jedoch ebenfalls

das ganze Spektrum der IMPDH-AKktivitat auf.
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Abbildung 29: Der Zusammenhang zwischen der IMPDH-Aktivitét vor der Transplantation und dem Zeit-
punkt der ersten Dosisreduktion von EC-MPS

Es bestand ein Zusammenhang zwischen der Notwendigkeit von EC-MPS-Dosisreduktion und
dem Auftreten von Rejektionen und Infektionen. Etwa die Halfte der Patienten, die eine akute
Abstollung oder auch eine gesicherte akute Abstolung aufwiesen, waren von einer Dosis-
reduktion im ersten Jahr nach der Transplantation betroffen, deutlich mehr als der entsprechende

Wert in der gesamten Studienpopulation. Der Zeitpunkt der AbstoRungsreaktionen lag friih nach
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der Transplantation: Statistisch signifikant (p=0,031) ist die Beobachtung, dass keiner der sechs
Patienten, die eine spate AbstoRungsreaktion aufwiesen, von einer Dosisreduktion betroffen war.
Infektionen traten signifikant (p=0,029) haufiger bei Patienten mit Dosisreduktionen auf als bei
Patienten, welche Uber den gesamten Zeitraum mit der vollen Dosis von EC-MPS behandelt
worden waren. Dieser Zusammenhang ist nachweisbar fur Patienten sowohl mit frih aufge-
tretener (p=0,004), spater (p=0,042) und schwerer Infektion (p=0,007). Auch war der Zeitpunkt
der Dosisreduktion signifikant mit dem Auftreten friiher (p=0,034) als auch schwerer (p=0,011)
Infektionen vergesellschaftet.

Zwischen einer nach den Kriterien von Glander (147) erstellten Risikostratifizierung (bertick-
sichtigt wurden ein Wert der IMPDH-AKktivitat vor der Transplantation von >8,53 nmol/h/mg
Protein der Patienten und die Notwendigkeit von Dosisreduktionen von EC-MPS) und dem Auf-

treten von Rejektionen oder Infektionen bestand kein signifikanter Zusammenhang.
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6.8.2. Der Zusammenhang zwischen der Ausgangsaktivitat der untersuchten Parameter vor
der Transplantation und dem Auftreten klinischer Ereignisse

Da eine Einschatzung des immunologischen Risikoprofils eines vor der Transplantation gemes-
senen Parameters klinisch nutzlich wére, ist der Zusammenhang zwischen der Ausgangsaktivitét
der untersuchten Parameter vor Transplantation und dem Auftreten klinischer Ereignisse von
besonderem Interesse.

Die folgende Abbildung zeigt fur das klinische Ereignis der akuten AbstoBung, dass kein eindeu-
tiger Unterschied zwischen den Werten der Patienten mit und ohne Rejektionsgeschehen zu er-

kennen ist.
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Abbildung 30: Werte der Parameter vor der Transplantation und Auftreten akuter Abstol3ungen (BPAR)

Auch nach Hinzunahme der borderline-Befunde oder bei den borderline-Befunden allein lief3
sich kein signifikanter Zusammenhang mit den Vortransplantationswerten nachweisen. Auch die
Unterscheidung nach dem Zeitpunkt des Auftretens der Rejektion ergab keine signifikanten Un-
terschiede zwischen den Gruppen.

Lediglich bei den Patienten, die eine spate AbstoBung entwickelten, bestand eine Tendenz fur
alle Parameter zu hoheren Werten (signifikant fir TNF-a, p=0,038), allerdings war die Fallzahl

in dieser Patientengruppe sehr niedrig (N=2).
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Die Analyse der Ausgangswerte in bezug auf das Auftreten von Infektionen nach der Transplan-

tation zeigte ebenfalls nur geringe Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Abbildung 31: Werte der Parameter vor der Transplantation und Auftreten von Infektionen

Es lieBen sich keine signifikanten Unterschiede der Vortransplantationswerte der untersuchten
Parameter aufdecken zwischen den jeweils nicht betroffenen Patienten und den Gruppen der
Patienten, bei denen Infektionen, friihe Infektionen, spate Infektionen oder schwere Infektionen
aufgetreten waren.

In der Gruppe der Patienten, die eine sehr schwere Infektionskrankheit aufwiesen, war die
IMPDH-AKktivitat signifikant (p=0,010) hoher als die mittlere Aktivitat bei den Patienten ohne
schwere Infektion. Die Fallzahl in der Gruppe der Patienten mit sehr schweren Infektionen war
allerdings mit N=3 ebenfalls sehr klein.

Bei den Patienten, die im Verlauf CMV-Infektionen entwickelten, war eine signifikant niedrigere
CD25-Expression zu verzeichnen (p=0,042), die Syntheseraten beider Zytokine waren ebenfalls
deutlich erhoht, flir TNF-a war der Befund anndhernd signifikant (p=0,060).
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Abbildung 32: Werte der Parameter vor der Transplantation und Auftreten von CMV-Infektionen

Eine signifikante Korrelation zwischen der Anzahl der Infektionsepisoden und der Krankheits-
dauer in Tagen (jeweils alle, vor und nach der Randomisierung) und den Vortransplantations-

werten der untersuchten Parameter konnte ausgeschlossen werden.

86



6.8.3. Der Zusammenhang zwischen der maximalen Suppression der untersuchten Parame-
ter und dem Auftreten klinischer Ereignisse

Wie im Methodenteil ausgefiihrt, wurden zur Suche nach einem Zusammenhang der unter-
suchten Parameter mit dem klinischem outcome weitere Variablen modelliert. Als MaR fur den
Erfolg der Immunsuppression wurde die maximale Suppression der untersuchten Parameter im
ersten Monat nach Transplantation berechnet. Folgende Abbildung zeigt den Zusammenhang

dieser Variablen mit dem Auftreten von akuten AbstoRungen nach der Transplantation.
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Abbildung 33: Die maximale Immunsuppression und das Auftreten von akuten AbstoRungen

Ein wesentlicher Unterschied zwischen der maximalen Immunsuppression in der Gruppe der
Patienten, in denen eine AbstoRung nach der Transplantation auftrat, und der Gruppe der Patien-
ten, bei denen keine AbstoBungen auftraten, ist bei keinem Parameter auszumachen. Ein dhnli-
ches Bild ergab sich auch bei der Auswertung der borderline-AbstoBungen und nach zeitlicher
Auftrennung in friihe und spate Rejektionen.

Signifikante Unterschiede in der Starke der maximalen Immunsuppression bestanden jedoch
zwischen der Gruppe der Patienten, die eine gesicherte Rejektion aufwiesen, und denjenigen, bei
denen keine BPAR nachgewiesen werden konnte: Die CD25-Expression war signifikant
(p=0,032) starker gehemmt, fir die ebenfalls stdrker gehemmte Proliferationsrate (p=0,063) und
die CD-71-Expression (p=0,069) wurde das Niveau der Signifikanz knapp verfehlt.
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Eine Tendenz zu einer vergleichsweise starkeren Immunsuppression zeigte sich bei Patienten,
die nach der Transplantation eine Infektion entwickelten. Der Unterschied war fir die CD71-
Expression signifikant (p=0,046) und konnte bei allen untersuchten Parametern mit Ausnahme
der TNF-a-Synthese beobachtet werden.
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Abbildung 34: Die maximale Immunsuppression und das Auftreten von Infektionen

Bei der Betrachtung der schweren Infektionen ist die gleiche Tendenz zu beobachten, der Unter-
schied bei CD71 ist erneut signifikant (p=0,032).

Auch nach Aufschlisselung nach dem Zeitpunkt des Auftretens der Infektion ergibt sich eine
Tendenz zu einer starkeren maximalen Immunsuppression in allen Parametern. Bei den friihen
Infektionen sind die Unterschiede zwischen den Gruppen signifikant flr die Proliferationsrate
(p=0,049) und die Oberflachenmarker CD25 (p=0,039) und CD71 (p=0,029). Bei den spéaten
Infektionen sind die Unterschiede bei der Proliferationsrate (p=0,044) und CD71 (p=0,040) sig-
nifikant.
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Abbildung 35: Die maximale Immunsuppression und das Auftreten von Infektionen vor der Randomisierung

Bei Patienten, bei denen im Verlauf eine CMV-Infektion diagnostiziert wurde, zeigte sich eben-
falls eine Tendenz zu einer starkeren Immunsuppression in allen Parametern. Eine besonders
starke maximale Suppression fiel bei der IMPDH-Aktivitdt und der Zytokinsynthese der unter
einer Infektion mit dem Virus leidenden Patienten auf.

Zwischen der maximalen Suppression der Proliferationsrate (r=0,30, p=0,018), der IMPDH-
Aktivitat (r=0,27, p=0,041), der CD71-Expression (r=0,25, p=0,049) und der kumulativen Dauer
der Infektionserkrankungen bestand jeweils ein signifikanter, jedoch nicht besonders aus-
geprégter Zusammenhang. Mit der Zahl der Infektionsepisoden war kein Parameter signifikant
korreliert.
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6.8.4. Der Zusammenhang zwischen der kumulierten Restaktivitat (AUE) der untersuchten
Parameter und dem Auftreten klinischer Ereignisse

Der folgenden Abbildung ist zu entnehmen, dass sich die durchschnittliche kumulierte Rest-
aktivitat der untersuchten unspezifischen pharmakodynamischen Parameter, ausgedriickt als area
under the pharmacodynamic effect time curve wahrend der ersten 30 Tage nach der Transplan-
tation (AUE3zp), zwischen den Gruppen der Patienten mit akuten AbstoRungen und Patienten,

die keine Rejektion aufwiesen, nicht wesentlich unterschied.
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Abbildung 36: Die kumulierte Restaktivitat der untersuchten Parameter im ersten Monat nach der Trans-
plantation (AUE3g) und das Auftreten von akuten Absto3ungen

Ein ahnliches Bild ergab sich auch bei der Auswertung der gesicherten Abstollungsreaktionen,
der borderline-AbstolRungen und nach zeitlicher Auftrennung in friihe und spéte Rejektionen.

In AUE, die fur langere Zeitrdume bestimmt wurden, war eine tendenziell niedrigere kumulierte
Restaktivitat der Proliferation und der Oberflachenmarkerexpression der abstol3enden Patienten
zu erkennen. Deutlich erhdht war dagegen die Zytokinsynthese: bei der AUE22s war der Unter-
schied der IL-2- und der TNF-a-Synthese signifikant (p=0,018 und p=0,010). Auch bei der allei-
nigen Betrachtung der gesicherten AbstoRungen zeigte sich eine signifikant hohere (p=0,039) IL-
2-Synthese der abstol3enden Patienten. Bemerkenswert ist, dass bei Patienten mit friihen Absto-
Rungen die IL-2-Synthese vor Randomisierung (AUE12s) im Vergleich mit Patienten ohne friihe
Abstol3ung signifikant erhoht war (p=0,046), und dass die IL-2-Synthese nach der Randomisie-
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rung (AUEqR) ebenfalls bei Patienten mit spaten AbstoBungen signifikant erhoht war (p=0,040).
Auller wéhrend der Phase der starksten Immunsuppression kurz nach der Transplantation ist also
eine zeitliche Zuordnung der kumulierten IL-2-Synthese der T-Zellen zu den AbstolRungsreakti-
onen im jeweiligen Studienabschnitt moglich.
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Abbildung 37: Die kumulierte Restaktivitat der untersuchten Parameter nach der Transplantation (AUE 22s)
und das Auftreten von akuten AbstoBungen

Ein Trend zu einer niedrigeren kumulierten Restaktivitat der untersuchten Parameter zeigte sich
bei Patienten mit in den case report files der Zeus-Studie dokumentierten Infektions-
erkrankungen.

Da die AUE22s bei Patienten ohne Infektion nicht bei allen Parametern berechenbar war, wurde
die AUE12s dargestellt. Die Unterschiede zwischen den Gruppen waren fir die CD25-Expression
(p=0,048) und die TNF-a-Synthese (p=0,047) statistisch signifikant.

Eine ebenfalls signifikant niedrigere Restaktivitat wurde bei Patienten mit spater Infektion fest-
gestellt (p=0,004 bei AUE1s CD25, p=0,002 bei AUE1>s CD71, p=0,046 bei AUE12s TNF-a,
p=0,024 bei AUE22s CD25, p=0,046 bei AUE25 CD71).
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Abbildung 38: Die kumulierte Restaktivitat der untersuchten Parameter bis zur Randomisierung (AUE12s)
und das Auftreten von Infektionen
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Abbildung 39: Die kumulierte Restaktivitat der untersuchten Parameter bis zur Randomisierung (AUE12s)
und das Auftreten von CMV-Infektionen

Patienten mit CMV-Infektion wiesen eine niedrigere Restaktivitét aller untersuchten Parameter

auf als Patienten, die nicht erkrankt waren. Die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant.
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Demgegeniber wiesen Patienten mit schweren Infektionen ein uneinheitliches Bild auf: einer
tendenziell niedrigeren Proliferationsrate und Oberflachenmarker-Expression standen eine signi-
fikant erhohte IMPDH-AKtivitat (p=0,013 bei AUE225) und Zytokinsynthese gegentiber (p=0,038
bei AUEzzs IL-2).
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Abbildung 40: Die kumulierte Restaktivitat der untersuchten Parameter bis zur Randomisierung (AUE12s)
und das Auftreten von schweren Infektionen

Zwischen der Zahl der Infektionsepisoden nach Transplantation und der AUE22s der IMPDH-
Aktivitat bestand eine signifikante mittlere Korrelation (r=0,57, p=0,005). Auch zeigte sich eine
signifikante, aber nicht sehr ausgepragte Korrelation zwischen der Krankheitsdauer und der
AUE 15 der Proliferationsrate (r=0,38, p=0,009), der CD25-Expression (r=0,35, p=0,018) und
der CD71-Expression (r=0,31, p=0,039).
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6.8.5. Der Zusammenhang zwischen der kumulierten Suppression (AAC) der untersuchten
Parameter und dem Auftreten klinischer Ereignisse

Durch die Berechnung der Area above the curve (AAC) wurde eine Kennzahl fur den kumulier-
ten Effekt der immunsuppressiven Therapie in einem bestimmten Zeitraum auf die untersuchten
Parameter entwickelt.

Aus der folgenden Abbildung wird deutlich, dass sich kein eindeutiger Zusammenhang zwischen
der Immunsuppression im ersten Monat nach der Transplantation (AAC 30) und dem Auftreten

von akuten Abstollungen nachweisen lieR3.
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Abbildung 41: Die kumulierte Immunsuppression im ersten Monat nach der Transplantation (AACs;) und
das Auftreten von akuten AbstoBungen

Bei der Betrachtung der Kennzahlen langerer Zeitradume sind ebenfalls keine signifikanten Zu-
sammenhange mit dem Auftreten von akuten AbstoRungen, gesicherten, friihen oder spaten Ab-
stoBungen zu erkennen (AAC12s, AAC225, AAChHR), auch wenn bei der Zytokinsynthese — vor
allem der IL-2-Synthese — und in geringerem MaR bei der Proliferationsrate eine Tendenz zu

einer geringeren Immunsuppression bei den Patienten mit AbstoRungsreaktion besteht.
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Abbildung 42: Die kumulierte Immunsuppression nach der Transplantation (AAC2s) und das Auftreten von
akuten Absto3ungen
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Abbildung 43: Die kumulierte Immunsuppression vor der Randomisierung (AAC1s) und das Auftreten von
Infektionen

Eindeutiger war der Befund bei den Patienten mit Infektionen. Dargestellt wird die AAC12s, da
die AAC225 wegen niedriger Fallzahlen fur Patienten ohne Infektionserkrankungen nicht bei al-

len Parametern berechnet werden konnte.
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Bei allen Parametern bis auf die IL-2-Synthese bestand ein deutlicher Trend zu einer starkeren
kumulierten Immunsuppression bei Patienten, bei denen Infektionen auftraten.

Signifikante Unterschiede einer der berechneten areas under the curve zwischen den Gruppen
mit bzw. ohne Infektion, schwerer, friilher oder spéter Infektion konnten nicht nachgewiesen
werden.

Wie folgende Abbildung verdeutlicht, zeigten die unspezifischen pharmakodynamischen Para-
meter bei Patienten, die eine CMV-Infektion entwickelten, eine Tendenz zu einer stérkeren ku-
mulierten Immunsuppression. Bei der Zytokinsynthese ist der Unterschied zwischen den Grup-
pen statistisch signifikant fir IL-2 (p=0,024) und TNF-o (p=0,008). Bei der IMPDH-Aktivitat

waren keine Unterschiede festzustellen.
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Abbildung 44: Die kumulierte Immunsuppression vor der Randomisierung (AAC1s) und das Auftreten von
CMV-Infektionen

Zwischen der Zahl der Infektionsepisoden nach Transplantation und den AAC3o (r=0,36,
p=0,046), AAC22s (r=0,54, p=0,026) und AACnr (r=0,46, p=0,035) der IL-2-Synthese bestanden
signifikante mittlere Korrelationen. Auch bestand eine signifikante, aber nicht sehr ausgepragte
Korrelation zwischen der Krankheitsdauer und der AUEixs der CD25-Expression (r=0,39,
p=0,012).
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6.8.6.

Die pharmakodynamischen Parameter wahrend des Auftretens klinischer Ereignisse

In vorangehenden Abschnitten wurden die pharmakodynamischen Parameter und von ihnen ab-

geleitete Kennzahlen mit dem Auftreten der jeweils untersuchten outcome-Variablen in der Stu-

dienpopulation untersucht. Im Folgenden werden die wahrend des Auftretens der outcomes In-

fektion und Rejektion erhobenen Werte mit den Werten der tbrigen Studienvisiten verglichen.

Dabei ergaben sich fir die IMPDH-AKktivitat keine signifikanten Abweichungen der wéhrend

einer akuten AbstolRungsepisode oder im Zeitraum einer Infektionserkrankung erhobenen Mess-

werte von den Normalwerten.

Wahrend Perioden der Infektion war die IMPDH etwas starker supprimiert, insbesondere offen-

bar bei schweren Erkrankungen.

IMPDH-Aktivitdt (nmollhimgProtein)

IMPDH-Aktivitdt (nmol/h/mgProtein)

Abbildung 45: Vergleich der IMPDH-AKktivitat wahrend des Auftretens von Infektionen oder Rejektionen
und ihrer Aktivitat im freien Intervall
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Bei der Betrachtung der Proliferationsrate fielen eine signifikant verringerte Aktivitat (p=0,023)

und signifikant starkere Inhibition (p=0,023) bei den Messwerten auf, die wéahrend einer akuten

Abstollungsepisode erhoben worden waren.

97



Auch im Zeitraum einer Infektionserkrankung waren die Aktivitat deutlich reduziert und die
Inhibition verstarkt (p=0,052). Der Schweregrad einer Rejektion oder Infektion wirkte sich nicht

aus.
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Abbildung 46: Vergleich der Proliferationsrate wahrend des Auftretens von Infektionen oder Rejektionen
und im freien Intervall

Die Expression des Oberflachenmarkers CD25 war ebenfalls wahrend akuter Abstol3ungen signi-
fikant (p=0,016) reduziert, im Vergleich zu den Vortransplantationswerten fiel bei den abstoRen-
den Patienten zudem eine signifikant starkere Inhibition der CD25-Expression auf (p=0,002).
Wahrend der Zeitradume von dokumentierten Infektionserkrankungen war ebenfalls eine deutlich

reduzierte Aktivitat, einhergehend mit einer deutlich starkeren Inhibition, zu beobachten.
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Abbildung 47: Vergleich der CD25-Expression wahrend des Auftretens von Infektionen oder Rejektionen

und im freien Intervall
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Die Expression von CD71 ist ebenfalls sowohl wahrend akuter Abstollungen als auch wahrend

Infektionserkrankungen reduziert. Dies spiegelt sich in einer vermehrten Hemmung wieder. Im

Gegensatz zu der des anderen Oberflachenmarkers CD25 reagiert die Expression von CD71

starker auf Infektionserkrankungen als auf Rejektionen. Fir die Infektionen sind die Unterschie-

de zwischen den Gruppen ebenso signifikant fur die Aktivitat (p=0,022) wie fur die Inhibition

(p=0,043).
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CD71-Expression (%CD3+CD71+)
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Abbildung 48: Vergleich der CD71-Expression wahrend des Auftretens von Infektionen oder Rejektionen
und im freien Intervall

Die Synthese des Zytokins IL-2 ist ebenfalls starker mit Infektionen als mit Rejektionen assozi-

iert. Wahrend einer Infektionserkrankung konnten eine signifikant niedrigere Rate IL-2-

synthetisierender T-Zellen (p=0,009) und eine signifikant starkere Hemmung der Vortransplanta-

tionswerte (p<0,001) nachgewiesen werden. Auch fallen abnehmende Syntheseraten bei zuneh-

mender Schwere der Infektionserkrankung auf, diese Beobachtung war jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 49: Vergleich der IL-2-Synthese wahrend des Auftretens von Infektionen oder Rejektionen und

im freien Intervall
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Ahnlich wie die Synthese von IL-2 ist auch ein signifikantes Absinken der Rate der TNF-a-

synthetisierenden T-Zellen wahrend Infektionserkrankungen (p=0,009) zu verzeichnen. Damit

einher geht eine signifikante Zunahme der Inhibition der Zytokinsynthese (p<0,001). Durch aku-

te Abstolungen wird die TNF-a-Synthese nur wenig beeinflusst.
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Abbildung 50: Vergleich der TNF-a-Synthese wéahrend des Auftretens von Infektionen oder Rejektionen und

im freien Intervall

Die Zytokinsynthese war in der vorliegenden Untersuchung auch signifikant niedriger, wéhrend

die Patienten an einer CMV-Infektion erkrankt waren (p= 0,048 fir die IL-2-Synthese und
p=0,004 fir die IL-2-Inhibition, p=0,002 fiir die Inhibition der TNF--a-Synthese).
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Abbildung 51: Vergleich der Aktivitat der Parameter wahrend des Auftretens von CMV- Infektionen und im
freien Intervall

Unter der Hypothese, dass Rejektionen als Ausdruck der GbermaRigen, Infektionen als Ausdruck
einer zu niedrigen Immunsuppression aufgefasst werden kénnen, werden die wahrend Infekti-
onsperioden, bei Patienten ohne klinisches Ereignis und die wahrend akuten AbstolRungen erho-
benen Parameter in den folgenden Abbildungen zusammengefasst abgebildet. Einige Messungen
fielen in Phasen, in denen beide klinische Ereignisse zugleich berichtet worden waren; diese

Werte wurden in der Untersuchung nicht berticksichtigt.
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Abbildung 52: Vergleich der Aktivitat und Hemmung der Parameter wahrend Rejektionen, Infektionen und
im freien Intervall

Dabei fallt auf, dass weder die Aktivitat der Parameter wahrend Infektionen, klinisch stabilen
Phasen und Rejektionen, noch ihre Inhibition eine einheitliche Abfolge von zu hoher, normaler

und zu niedriger Immunsuppression erkennen lassen.
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6.9. Multivariate Varianzanalyse und ROC-Analyse

Wegen der besonderen klinischen Relevanz der Prétransplantationswerte als Prognosefaktoren
wurde eine multivariate Varianzanalyse zur Bestimmung der klinischen Ereignisse Rejektion
und Infektion (Auftreten wéhrend der gesamten Beobachtungszeit) durchgefiihrt. Die Faktoren
Alter, Dialysedauer in Jahren, Lebendspende, Primérfunktion, missmatch broad, Studienarm,
sowie die pharmakodynamischen Parameter vor der Transplantation wurden eingeschlossen.
Dabei konnte ein signifikanter Einfluss der IL-2-Synthese vor der Transplantation auf das out-
come Rejektion (p=0,042) nachgewiesen werden. Weitere signifikante Faktoren auf das outcome
Rejektion bestanden in Kombinationen aus den Faktoren Studienarm und Primarfunktion
(p=0,016), sowie missmatch broad und Lebendspende (p=0,034); die Kombina-tion Lebend-
spende und Studienarm hatte einen signifikanten Einfluss auf das outcome Infektion.

Fur den Pratransplantationswert der IL-2-Synthese und die ebenfalls signifikant mit dem outco-
me Rejektion verbundenen Parameter der AUE2zs der IL-2-Synthese, sowie der maximalen
Suppression der CD25-Expression und der Proliferationsrate wurden ROC-Analysen durchge-
fuhrt. Dabei ergaben sich fir den Pratransplantationswert der IL-2-Synthese und die maximale
Suppression der CD25-Expression wenig erfolgversprechende Werte der ROC-AUC von jeweils
0,40. Fir die maximale Suppression der Proliferationsrate betrug die ROC-AUC 0,57, fur die
AUE2.5 der IL-2-Synthese sogar 0,67.

Durch binér logistische Regression wurde flr die AUE2zs der IL-2-Synthese ein cut-off-Wert
von 27% CD3*IL-2" ermittelt, der eine Sensitivitat von 80% und eine Spezifitat von 75% fiir das

Auftreten von akuten Abstoliungen hatte.
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Abbildung 53: ROC-Kurve und prognostischer Wert der AUE2»sCD3*IL2*
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In einer multivariaten Varianzanalyse zur Bestimmung der Kklinischen Ereignisse Rejektion und
Infektion (zum Zeipunkt der Messung), in welcher die Faktoren Alter, Dialysedauer in Jahren,
Lebendspende, Primarfunktion, missmatch broad, Studienarm, Dosis von Methylprednisolon
und EC-MPS, sowie die Cyclosporin-Talspiegel und die pharmakodynamischen Parameter der
Aktivitat und der Inhibition einflossen, hatten von allen Faktoren und Covariaten lediglich die
Aktivitat (p=0,025) und die Inhibition (p=0,037) von CD71 einen signifikanten Einfluss auf ei-

nes der outcomes, eine Infektionskrankheit zum Messzeitpunkt.
Die Qualitéat des pradikativen Wertes der CD71-Expression wurde durch ROC-Analyse unter-

sucht. Mit einer AUC von 0,58 fiir die CD71-Inhibition und 0,42 flr die CD71-Expression war

der Wert beider Parameter aber begrenzt.
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7. Diskussion

7.1. Die verwendeten Assays

Um die immunsuppressive Therapie nach Nierentransplantation zu optimieren, sind in den letz-
ten Jahren verschiedene Formen des ,,Therapeutic drug monitoring“ (TDM) entwickelt worden.
Dabei dominieren derzeit in der klinischen Routine pharmakokinetische Verfahren (78).

Wegen der individuell sehr unterschiedlichen Verstoffwechselung der Medikamente und wegen
Medikamenteninteraktionen werden pharmakokinetische Verfahren bendtigt, um eine Exposition
im toxischen Bereich zu vermeiden. Wegen der individuell unterschiedlichen Wirkung einer ver-
gleichbaren Medikamentenexposition und wegen der synergistischen Effekte von Medikamen-
tenkombinationen sind sie jedoch nicht ausreichend, weshalb keine gute Korrelation zwischen
pharmakokinetischen Daten und dem outcome der Patienten besteht (79).

Die Suche nach Parametern, mit denen nicht nur die Anwesenheit, sondern auch die Wirkung der
immunsuppressiven Medikamente im Koérper des Patienten nachgewiesen und quantifiziert wer-
den konnen, hat deshalb zur Etablierung einer ganzen Reihe von pharmakodynamischen Metho-
den geflhrt (87).

Vier der am besten validierten Assays, die durchflusszytometrische Bestimmung der Prolifera-
tionsrate, der Expression der Oberflachenmarker CD25 und CD71 und der Synthese der Zytoki-
ne IL-2 und TNF-a im stimulierten Vollblut, sowie der Assay zur Messung der Aktivitat der
IMPDH in PBMC wurden fiir die vorliegende Arbeit parallel eingesetzt, um ein Maximum an
Informationen zu erhalten Uber die Effekte der immunsuppressiven Therapie mit dem CD25-
Antagonisten Basiliximab, dem Calcineurininhibitor Cyclosporin A, dem mTOR-Inhibitor
Everolimus, sowie von EC-MPS und Methylprednisolon, welche im Rahmen der ZEUS-Studie

(135) eingesetzt wurden.

7.1.1. Die FACS-Assays

Die Notwendigkeit der Verwendung lymphozytenspezifischer Stimulationsverfahren in den zy-
tometrischen Assays zur Darstellung immunsuppressiver Therapieeffekte konnte von Gummert
(101) fur die Proliferations- und Oberflachenmarkerassays und von Van der Berg (160) sowie
Barten (123) fiir die Untersuchung der Zytokinsynthese aufgezeigt werden: ohne Stimulation
konnten entweder keine Messwerte erhoben werden, oder die Werte sind so gering, dass jeder

Nachweis ihrer Suppression an der Unschérfe der Verfahren scheitert. Im Gegensatz zu einer —
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prinzipiell wiinschenswerten, da realitatsndheren — antigenspezifischen Stimulation bietet die in
der vorliegenden Arbeit verwendete unspezifische Stimulation mehrere Vorteile: Erstens sind
unspezifische Stimulantien im Gegensatz zu Spenderantigen jederzeit verfligbar. Zweitens ist das
Verfahren zur Stimulation in allen Patienten identisch, die Reaktion auf die Stimulation also
zwischen den Patienten vergleichbar. Drittens wird durch ein unspezifisches Stimulans die Ge-
samtheit der Lymphozyten aktiviert, wohingegen auf ein spezifisches Antigen nur einige Zell-
klone aktiviert werden kdnnten; ein messbares Ergebnis kann somit nicht mehr gewahrleistet
werden (161).

Die zur Verfiigung stehenden unspezifischen Stimulantien aktivieren unterschiedliche intrazellu-
lare Signalkaskaden. Bohler konnte zeigen, dass die fiir die vorliegende Arbeit gewahlten Stimu-
lantien ConA und PMA/lonomycin geeignet sind, die Proliferation und Oberflachenmarkerex-
pression bzw. die Zytokinsynthese anzuregen (107).

Zusammenfassend kann also festgestellt werden, dass die in der vorliegenden Arbeit verwende-
ten Assays nicht die tatsachliche Aktivierung der Lymphozyten des Patienten messen, sondern
ihre potentielle Aktivierbarkeit unter den Bedingungen der immusuppressiven Therapie.

Das ideale Medium zur FACS-Analyse der genannten Parameter ist VVollblut. Es bietet gegen-
uber der Verwendung von PBMC als Untersuchungsmaterial den Vorteil der bestméglichen
Ubereinstimmung mit den Bedingungen im Korper des Patienten. Auch werden ein geringeres
Probenvolumen und weniger aufwendige Verfahren benttigt. Die physiologische Matrix der
Blutbestandteile und somit das Gleichgewicht der Verteilung der Medikamente zwischen Bin-
dung an Plasmaproteine und intrazellularer Akkumulation bleibt erhalten, Auswascheffekte tre-
ten nicht auf. Damit ist Vollblut ideal zur Untersuchung der Gblichen immunsuppressiven Kom-
binationstherapien (162).

Die Messung von Oberflachenmarkern von Lymphozyten durch FACS-Analyse ist ein etablier-
tes Verfahren, welches in der klinischen Routine vielfach eingesetzt wird (163).

Das Verfahren zur Bestimmung der Proliferationsrate durch den Nachweis von DNA nach Mar-
kierung mit PI, sowie der zusétzlichen Bestimmung von PCNA ist unter anderem von Barten
(164) und Stalder (122) mit der klassischen Methode der Inkorporation des radioaktiven Markers
[*H]TdR in die DNA verglichen worden. Beide Methoden liefern dhnliche Ergebnisse, so dass
sich aufgrund der einfacheren Handhabung des Assays die in der vorliegenden Arbeit verwende-
te nichtradioaktive Methode durchsetzen konnte. Auch zeigte Flores, dass die Bestimmung der
intrazelluldaren Zytokinsynthese von IL-2 und TNF-a durch das verwendete FACS-Assay Resul-
tate erbrachte, die mit den durch Bestimmung der mRNA durch rt-PCR gewonnenen vergleich-
bar waren (124).
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Die durchflusszytometrisch erhobenen Parameter sind als globale Marker sensitiv fiir ein breites
Spektrum immunsuppressiver Medikamente. Dies pradestiniert sie fir die Untersuchung kom-
plexer Therapieregimes.

Besonders die Proliferationsrate der Lymphozyten wird von allen bekannten Immunsuppressiva
gehemmt (161). Ahnliches kann fiir die Expression von Oberflachenmarkern als Gradmesser fiir
den Aktivierungszustand der Lymphozyten gelten (99). Wegen ihrer guten Eignung sind die in
der vorliegenden Arbeit gemessenen Oberflachenmarker CD25 und CD71 gut untersucht wor-
den. CD25 stellt die o-Kette des IL-2-Rezeptors dar, die erst nach erfolgter Aktivierung der T-
Zelle Gber den TCR und ausreichender Costimulation Gber CD28 fiir etwa eine Woche in groRer
Zahl exprimiert wird und sich mit der -Kette zum hochaffinen Rezeptor fur IL-2 verbindet. Ne-
ben aktivierten T-Zellen weisen auch regulatorische T-Zellen vermehrt CD25 auf (163). CD25
ist zudem die Zielstruktur von Basiliximab. Sein Nachweis kann deshalb einen spezifischen Pa-
rameter fur dessen Therapieerfolg darstellen (93). Der erst nach Interaktion von CD25 mit IL-2
spat in der Gi-Phase exprimierte Transferrin-Rezeptor CD71 bezeichnet einen weiteren Meilen-
stein auf dem Weg zur erfolgreichen Aktivierung eines T-Zell-Klons, da ohne seine Expression
und nachfolgende Internalisierung kein Ubergang von der Gi-Phase in die S-, G- und schlieR-
lich M-Phasen der Zellteilung erfolgen und das zur Proliferation notwendige Eisen nicht aufge-
nommen werden kann (165). Wegen der sequentiellen Expression von CD25 und CD71 kdnnen
also unterschiedliche Stadien der T-Zell-Aktivierung dargestellt werden.

Die Untersuchung der Zytokine IL-2 und TNF-a bietet zugleich mehrere Vorteile. IL-2 wird von
Lymphozyten nach erfolgter Aktivierung fur etwa ein bis zwei Tage vermehrt ausgeschdttet und
dient als Signal 3 der T-Zell-Aktivierung der auto- und parakrinen Stimulation (5, 163).

Der Tumornekrosefaktor o schlie8lich ist eines der vielseitigsten Zytokine Uberhaupt. Er dient
sowohl Lymphozyten als Comitogen, welches iiber den NFxB- pathway wirkt, spielt aber auch

eine besondere Rolle in der Aktivierung des angeborenen Immunsystems (163).

7.1.2. Der HPLC-Assay

Die Bestimmung der IMPDH-Aktivitat in der vorliegenden Arbeit erlaubt den Vergleich der
unspezifischen mit einem spezifischen pharmakodynamischen Parameter. Wegen der Wirkung
der durch die Mycophenolsédure vermittelten IMPDH-Hemmung auf die Proliferationsfahigkeit
der Lymphozyten ist vor allem der Vergleich mit der durchflusszytometrisch erfassten Prolifera-

tionsrate von besonderem Interesse.
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Im Gegensatz zur Messung der FACS-Parameter aus stimuliertem Vollblut, kann der IMPDH-
Assay ohne vorherige Stimulation durchgefiihrt werden. Die oben aufgefiihrten Vorteile von
Vollblut als Untersuchungsmaterial gelten prinzipiell auch fir die Untersuchung der IMPDH-
Aktivitat, zumal die Mycophenolséure nur zu einem sehr geringen Anteil in den Lymphozyten
nachgewiesen werden kann (138).

Wegen der durch Mycophenolséure induzierten Enzymaktivitat in Erythrozyten (168) ist es al-
lerdings notwendig, PBMC anstelle von Vollblut als Untersuchungsmaterial zu verwenden. Den
Nachteilen dieses Verfahrens und der Gefahr des Auswaschens der Mycophenolsdure aus den
Lymphozyten wurden jedoch durch die Beschrédnkung auf ein einmaliges Waschen entgegenge-
wirkt (132).

7.2. Pharmakokinetik und Pharmakodynamik

Die Pharmakokinetik von Cyclosporin A, Everolimus und EC-MPS ist gut untersucht. In Uber-
einstimmung mit der Literatur konnten in der vorliegenden Arbeit Korrelationen zwischen den
Vortagesdosen von Cyclosporin A und EC-MPS und den Cyclosporin- und MPA-Talspiegeln
aufgedeckt werden, nicht jedoch eine Korrelation zwischen der Everolimus-Vortagesdosis und
dem morgendlichen Talspiegel, was durch die Metabolisierung des Medikaments erklart werden
kann (170).

Ebenfalls gut untersucht ist die Korrelation zwischen dem MPA-Spiegel und der IMPDH-
Aktivitat (139-141, 143-147), wobei unterschiedlich hohe Korrelationen zum Zeitpunkt der Tal-
spiegelbestimmung ausgewiesen wurden. Die Stérke der Korrelation in der vorliegenden Unter-
suchung (r=0,48) liegt zwischen den von Glander (147) an 35 Patienten unter MMF-Therapie
(r=0,24) und den unléngst von Stracke (171) an 24 Patienten unter EC-MPS-Therapie publizier-
ten Werten (r=0,67). In der erstgenannten Untersuchung konnte Glander zudem zeigen, dass eine
hohe interindividuelle Variabilitat fur die geringe Korrelation verantwortlich zeichnete, da intra-
individuell bei mehreren Patienten eine deutlich hthere Korrelation nachgewiesen werden konn-
te (147).

Bemerkenswert ist, dass die Proliferationsrate noch starker als die IMPDH-AKktivitat mit dem
MPA-Spiegel korreliert ist. Auch die CD71-Expression weist eine &hnlich starke Korrelation
aus, etwas geringer ist die Starke der Korrelation zwischen MPA-Spiegel und CD25-Expression.
Die Korrelation der Proliferationsrate mit dem MPA-Talspiegel war in der vorliegenden Arbeit
(r=0,52) starker ausgepragt als in einer vergleichbaren Untersuchung von Prémaud (172) an 10

Patienten auf der Warteliste fiir eine Lebertransplantation, die einmalig 1g Mycophenolat Mo-
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fetil erhielten (r=0,18). Die Expression der Oberflachenmarker CD25 (r=0,28) und CD71
(r=0,30) war bei Prémaud stérker mit dem MPA-Spiegel korreliert als die Proliferationsrate, aber
schwécher als in der vorliegenden Arbeit.

Auch Kamar (108, 146) berichtete uUber eine Korrelation zwischen der Proliferationsrate, der
Oberflachenmarkerexpression und dem MPA-Spiegel bei 24 Patienten vor Nierentransplan-
tation nach einmaliger Gabe von 1g Mycophenolat Mofetil. In seiner Arbeit fiel eine im Ver-
gleich zur IMPDH-AKktivitat starkere und langer anhaltende Unterdriickung der Proliferationsrate
auf. Auch beobachtete er einen Zusammenhang zwischen dem MPA-Spiegel und der Expression
der Oberflachenmarker CD25 und CD71. Anders als die Hemmung der T-Zell-Proliferation, die
durch die molekulare Wirkungsweise der Mycophenolsdure gut erklérbar ist, ist die Reduktion
der Expression der Aktivierungsmarker CD25 und CD71 erklarungsbedurftig. Gummert (101)
fuhrte sie auf eine verminderte Glykosylierung von Proteinen der Zelloberflache, eine ver-
minderte G-Proteinaktivitat und eine moglicherweise verringerte mMRNA-Synthese durch Purin-
depletion nach MPA-Therapie zurtick. Dartber hinaus ist insbesondere die Expression des
Transferrinrezeptors CD71 eng mit der Zellproliferation assoziiert.

Bdhler (107) wies in vitro nach, dass die Mycophenolséure die Proliferationsrate dosisabhangig
vollstandig unterdriicken, die Oberflachenmarkerexpression jedoch nur abschwachen kann.

Die zusatzliche Komplexitat, die mit einer Kombinationstherapie einhergeht, zeigte Barten (106)
in einer in vitro-Untersuchung auf, in welcher er synergistische Effekte von Cyclosporin und der
Mycophenolsaure nachweisen konnte. Der zusatzliche Effekt verschiedener MPA-Dosen wurde
dabei schwécher, je mehr Cyclosporin eingesetzt wurde. Die Proliferationsrate wurde starker
gehemmt als die CD25-Expression. Millan (117) verglich eine Cyclosporin-Monotherapie mit
einer Cyclosporin-MMF-Kombinationstherapie bei stabilen Nierentransplantierten und fand in
der Gruppe mit Kombinationstherapie trotz niedrigerer Cyclosporindosen eine vergleichbare
Calcineurinhemmung und eine geringere Stimulierbarkeit der IL-2-Synthese.

Eine Korrelation zwischen den MPA-Spiegeln und der Zytokinsynthese konnte nicht nach-
gewiesen werden, da sich die Mycophenolsaure — als Inhibitor primar der Proliferation, nicht der
Aktivierung — nicht auf die Zytokinsynthese auswirkt. Auf diese Tatsache wiesen sowohl Bohler
(107) bei seiner Untersuchung in vitro hin als auch Kamar (108) und Prémaud (172) in ihren in
vivo-Studien. Zudem konnte Béhler (173) in einer Untersuchung der Umstellung der Therapie
stabiler nierentransplantierter Patienten von MMF 1g/Tag auf die aquivalente Dosis von EC-
MPS (720mg/Tag) zwar einen nicht signifikanten Anstieg der Proliferationsrate und der Oberfla-

chenmarkerexpression, nicht jedoch eine Veranderung der Zytokinsynthese feststellen.
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Die pharmakodynamischen Parameter haben nicht nur eine Korrelation zu den MPA-Spiegeln,
sondern auch zu den am Vortag verabreichten EC-MPS-Dosen. Fur die IMPDH-AKktivitat und
die CD71-Expression fallt diese Korrelation schwécher aus als die Korrelation mit dem MPA-
Spiegel, bei der Proliferationsrate und der CD25-Expression starker. Eine Erklarung konnte sein,
dass die Mycophenolsdure komplexe immunsuppressive Effekte auslost, die Uber die reine
Hemmung der Enzymaktivitat durch den zum Zeitpunkt der Bestimmung des Talspiegels noch
nachweisbaren Wirkstoff hinausgehen.

Die Calcineurininhibitoren haben aufgrund ihrer molekularen Wirkung frih in der T-Zell-
Aktivierung Auswirkungen auf alle untersuchten unspezifischen Parameter, nicht jedoch auf die
IMPDH-Aktivitat.

Die stérkste Korrelation konnte zwischen dem Cyclosporin-Talspiegel und der Expression des
Oberflachenmarkers CD25, gefolgt von der Expression von CD71 festgestellt werden. Die Kor-
relation mit der Proliferationsrate und der IL-2-Synthese war ebenfalls hochsignifikant, aber
schwacher ausgeprégt.

Noch stdrkere Korrelationen konnten zwischen den Vortagesdosen und den pharmakodynami-
schen Parametern festgestellt werden. Bei diesen ist erneut die CD25-Expression am starksten
korreliert, gefolgt von der Proliferationsrate und der CD71-Expression. Die Zytokinsynthese ist
mit der Cyclosporindosis schwécher korreliert als mit dem Cyclosporintalspiegel.

In mehreren Untersuchungen zum pharmakodynamischen Monitoring von herztransplantierten
Patienten unter Calcineurininhibitortherapie konnte Barten (174-176) eine hohe Korrelation zwi-
schen den Cyclosporindosen bzw. den Cyclosporin-Ca-Spiegeln einerseits und den zwei Stunden
nach Medikamentengabe gemessenen pharmakodynamischen Parametern andererseits nachwei-
sen. Die Korrelation zwischen den pharmakodynamischen Parametern und den zeitgleich gemes-
senen Cyclosporinspiegeln war héher als diejenige mit den zuvor verabreichten Cyclosporindo-
sen. Bei 45 Herztransplantierten unter Cyclosporinmedikation war die Korrelation zwischen der
Dosis und dem immunsuppressiven Effekt am starksten ausgepragt fur die CD25-Expression,
gefolgt von der Proliferationsrate und der IL-2-Synthese. Etwas geringer war die Korrelation mit
der TNF-a-Synthese. Die Korrelationen der Talspiegel mit den pharmakodynamischen Parame-
tern wurden nicht beschrieben (176).

Die Synthese von IL-2 ist als spezifischer Parameter fiir die Wirkung der Calcineurininhibitoren
angesehen worden. In einer ganzen Reihe von Studien konnte ein Rickgang der IL-2-Produktion
aktivierter T-Zellen bei mit Cyclosporin A oder Tacrolimus behandelten Patienten nachgewiesen
werden (117, 118, 122, 123, 160, 166, 169). Bohler (107) konnte zeigen, dass die IL-2-Synthese

in vitro durch Cyclosporin fast vollstandig unterdriickt werden kann. VVan den Berg (160) be-
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schrieb 1999 in seiner Untersuchung von 13 Leber- und 7 Nierentransplantierten eine signifikan-
te Korrelation zwischen dem Cyclosporin-Talspiegel und dem Anteil IL-2-produzierender T-
Helferzellen (r=-0,74). Weder Grinyo (167) noch Stalder (122) konnten aber eine Korrelation
zwischen dem Talspiegel von Cyclosporin und der I1L-2-Synthese nachweisen.

Es fallt auf, dass die Aktivierbarkeit der T-Zellen zur IL-2-Synthese am starksten mit dem Spie-
gel zwei Stunden nach Medikamenteneinnahme korreliert zu sein scheint, dann mit dem Talspie-
gel und am schwéchsten mit der Vortagesdosis. Diese Beobachtung wird von den Untersuchun-
gen von Stein und Tkaczuk gestutzt, welche die maximale Wirkung von Cyclosporin auf die IL-
2-Synthese bereits zwei Stunden nach Medikamentengabe beschrieben; nach weiteren zwei
Stunden lieRBen diese aber bereits deutlich nach (118, 177).

Zwischen den Medikamentendosen von Everolimus und den pharmakodynamischen Parametern
bestand keine Korrelation. Die Everolimus-Talspiegel waren lediglich mit der Proliferationsrate
signifikant, wenn auch schwach korreliert. Die Starke der Korrelation war vergleichbar mit der-
jenigen von Cyclosporin, jedoch schwacher als die der Mycophenolséure.

Dieser Befund deckt sich mit den Ergebnissen der bislang in der Literatur beschriebenen Unter-
suchungen und mit der Wirkungsweise von Everolimus. Als mTOR-Inhibitor greift Everolimus
erst nach erfolgter Lymphozytenaktivierung in die klonale Expansion ein. Eine isolierte Auswir-
kung auf die Proliferationsrate ist deshalb plausibel. In vitro wies Barten (106) eine maximale
Hemmung der Proliferationsrate von 83 + 3% durch Sirolimus nach. Dieser Effekt war etwas
schwécher als der Effekt von Cyclosporin (102 + 5%). Eine Kombinationstherapie von Sirolimus
und MPA wirkte ebenso synergistisch wie die Kombination von Cyclosporin A und MPA.

Fur die Steroide liegen nur Dosisangaben vor. Alle Patienten erhielten initial hohe Steroiddosen,
im Verlauf wurden diese in der Regel schnell auf die Erhaltungsdosis von 4mg Methylpredniso-
lon/Tag reduziert und nur vereinzelt im Rahmen einer StoRtherapie einer akuten AbstolRung
zeitweilig wieder erhoht. Es besteht eine hohe Korrelation der Steroiddosis mit der CD25-
Expression und eine mittlere Korrelation mit der Proliferationsrate und der CD71-Expression.
Bohler (107) konnte zeigen, dass Methylprednisolon in vitro die Proliferation fast vollstandig,
die CD71- und CD25-Expression stark, die TNF-a-Synthese wenig und die IL-2-Synthese nur
minimal hemmt. Die Unterdriickung der Lymphozytenproliferation durch Prednisolon in vivo
wies Ferron (100) nach.

Die zusétzliche Induktionstherapie mit Basiliximab fallt ebenso wie die hohen Steroiddosen in
die erste Phase nach der Transplantation. Diese zeitliche Ubereinstimmung konnte zur Erklarung

der hohen Korrelation der Unterdriickung der CD25-Expression mit den Steroiddosen beitragen.
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7.3. Die Ausgangswerte vor Transplantation

Die Werte der pharmakodynamischen Parameter bei den flr die vorliegende Arbeit untersuchten
Patienten bewegen sich ihm Rahmen der Befunde anderer Studien, die mit vergleichbaren As-
says durchgeflhrt wurden.

Bei 40 gesunden Probanden wies Budde (150) eine IMPDH-AKktivitat von 18,7 £+ 6,3 nmol/h/mg
Protein nach, in einer weiteren Untersuchung an 65 Gesunden eine Aktivitdt von 17,7 = 6,4
nmol/h/mg Protein. Glander fand in zwei Untersuchungen (137, 148) an 60 bzw. 89 gesunden
Probanden Werte von 18,4 + 6,2 nmol/h/mg Protein und 15,8 + 6,6 nmol/h/mg Protein. Untersu-
chungen von Kollektiven ausschlieflich von Dialysepatienten werden in der Literatur nur spér-
lich berichtet. Budde (150) gibt bei 5 Dialysepatienten eine IMPDH-AKktivitdt von 11,7 + 5,2
nmol/h/mg Protein an, Glander (148) bei 8 Dialysepatienten eine Aktivitat von 11,4 + 4,7
nmol/h/mg Protein. Gemischte Kollektive vor der Transplantation sind besser untersucht: Kamar
(108) fand bei 24 Patienten an zwei aufeinander folgenden Tagen eine durchschnittliche
IMPDH-AKktivitat von 14,1 und 14,3 nmol/h/mg Protein, Glander (147) berichtet tiber eine Akti-
vitat von 9,56 + 4,27 nmol/h/mg Protein bei 79 Patienten. Zusammenfassend scheint bei gesun-
den Patienten eine tendenziell etwas hohere IMPDH-AKktivitat vorzuliegen. Dies war in der vor-
liegenden Arbeit (bei einer geringen Fallzahl praemptiv transplantierter Patienten) nicht nach-
weisbar. Alle Untersuchungen berichten aber von einer grof3en interpersonellen Variabilitat der
Enzymaktivitat. Die bereits in der Literatur berichteten Beobachtungen (139, 178), dass Alter
und Geschlecht keine signifikante Auswirkung auf die Hohe der IMPDH-Aktivitat haben, wurde
bestétigt.

Eine durchschnittliche Proliferationsrate von 16,8% und 17,1 £ 8,9% konnten Bohler (169) und
Canivet (179) an 85 bzw. 25 gesunden Probanden nachweisen. Auch fanden Canivet (179) und
Prémaud (180) ahnliche Werte (18,6 = 7,3% und 16,1%) bei Patienten, die auf eine Lebertrans-
plantation warteten.

Etwas niedrigere Proliferationsraten wurden bei Dialysepatienten gefunden. So gelang es Kamar
(108), an zwei aufeinander folgenden Tagen bei 24 Probanden einen durchschnittlichen Anteil
proliferierender T-Zellen von 12,3% und 12,9% festzustellen. Weitere 5 Dialysepatienten unter-
suchte Bohler (107) und fand eine Proliferationsrate von 14,2 + 8,1%. Im Vergleich mit 85 Ge-
sunden erkannte Bohler (169) keinen signifikanten Unterschied in der Proliferationsrate von 28
Dialysepatienten. Auch fand sich kein Hinweis auf einen Einfluss der Dialysedauer auf die

Proliferationsfahigkeit der Lymphozyten.
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In der vorliegenden Untersuchung ist die Proliferationsrate der Patienten, welche vor der Trans-
plantation dialysepflichtig waren, niedriger (12,5 * 8,2%) als der Anteil bei den praemptiv trans-
plantierten Patienten (15,8 + 3,4%), der Unterschied war jedoch nicht signifikant.

Die Expression der Oberflachenmarker CD25 und CD71 ist ebenfalls bei gesunden Probanden,
Dialysepatienten und Patienten, die auf eine Lebertransplantation warteten, untersucht worden.
Die Lymphozyten der gesunden Probanden konnten dabei jeweils zur starksten Expression sti-
muliert werden. So fand Stalder (122) eine CD25-Expression bei 58% der T-Zellen, CD71 wurde
von 57% exprimiert. Canivet (109) wies einen CD25-exprimierenden T-Zell-Anteil von 56,3 +
15% und einen CD71-exprimierenden Anteil von 41,1 + 16% nach. Etwas geringer waren die
Aktivierungsmarker in der Studie von Bohler (169) ausgepragt (CD25-Expression 45,3%, CD71-
Expression 33,1% der T-Zellen). In demselben Bereich bewegen sich die Werte der praemptiv
transplantierten Patienten (52,3 + 12,2% fur CD25 und 30,5 + 4% fur CD71) in der vorliegenden
Untersuchung. Ebenfalls gut stimulierbar war die Expression der Oberflachenmarker bei Patien-
ten, die wegen einer Hepatitis-C-Infektion auf eine Lebertransplantation warteten (CD25: 55,6
12,4%, CD71: 43,4 + 11,8%).

Etwas schlechter lieBen sich demgegeniber die T-Zellen von Dialysepatienten und Patienten mit
alkoholtoxischer Leberzirrhose zur Expression der Oberflachenmarker anregen. Fur letztere be-
richtet Canivet (109) Uber Werte von 42,6 £ 16% fur CD25 und 27,6 + 13,5% fir CD71. Bei
Dialysepatienten fanden Kamar (108) eine CD25-Expression von 33,9% und 39,8% und Bohler
(107) von 35,4 + 13,9%, fir CD71 beliefen sich die Werte auf 26,5% und 18,7% sowie 21,7 +
10,2%, auch wenn Bohler 2009 berichtete, im Vergleich mit gesunden Probanden bei Dialyse-
patienten keine veranderte Expression der Oberflachenmarker festgestellt zu haben. In der vor-
liegenden Arbeit beliefen sich die Werte der dialysepflichtigen Patienten auf 40,1 + 16,6% fur
die CD25- und 26,1 + 13% fir die CD71-Expression.

Bohler (169) beschrieb in seinem Vergleich von 85 gesunden Probanden mit 28 Dialysepatienten
eine signifikant erhdhte IL-2-Synthese von 36,3% bei den Dialysepatienten gegeniiber 19,5% bei
den Gesunden. Diese deutliche Differenz liel} sich in weiteren Untersuchungen jedoch nicht be-
stétigen.

Kamar (108), Bohler (107), Canivet (109) und Prémaud (180) publizierten Syntheseraten fiir IL-
2 von 32,9%, 35,3% und 29,4 + 8,9% fur Dialyse- sowie 34,2 + 11,9% und 30,3% flr leberkran-
ke Patienten. Die IL-2-Synthese der T-Zellen von gesunden Probanden betrug in der Untersu-
chung von Canivet (109) demgegeniber nur 18,8 + 8,7%. Stalder (122) fand bei Gesunden eine
Syntheserate von 33%. In der vorliegenden Untersuchung wurde ein etwas hoherer Anteil IL-2-

synthetisierender T-Zellen von 32,7 + 16,2% bei den vor der Transplantation dialsysepflichtigen
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Patienten und ein etwas niedrigerer Anteil von 30,9 + 15,1% bei den praemptiv Transplantierten
festgestellt.

Ein ahnliches Bild ergibt sich fir das Zytokin TNF-a. Leberkranke und Dialysepatienten schei-
nen eine etwas hohere Syntheserate zu haben als gesunde Probanden, die Unterschiede sind je-
doch gering und bei der Unschéarfe des Verfahrens und den geringen Fallzahlen statistisch nicht
relevant. In der vorliegenden Arbeit betrug die TNF-a-Synthese bei den Dialysepatienten 22,8 +
13,3%, bei den préemptiv Transplantierten 18,4 + 9%. Der Befund deckt sich mit den in der Li-
teratur berichteten Werten, Bohler (169) und Canivet (109) fanden bei Gesunden TNF-a-
Syntheseraten von 23,2% und 21 + 7,3%, bei Stalder (122) wird wie bei den anderen Parametern
erneut ein etwas hoherer Wert von 36% angegeben. Demgegenuber beliefen sich die TNF-a-
Syntheseraten von Patienten auf der Warteliste fiir eine Lebertransplantation bei Canivet (109)
auf 38,6 £ 16% und bei Prémaud auf 34,1%. Bei Dialysepatienten fanden Bohler (107) einen
Anteil von 26,2 + 7,5% und Kamar (108) Anteile von 21,3% und 25,8% TNF-a-
synthetisierender T-Zellen.

Die von Bohler (169) in seiner Vergleichsstudie gesunder Probanden mit Dialysepatienten (und
Nierentransplantierten) nachgewiesene signifikant erhohte Rate IL-2-synthetisierender T-Zellen
bei Dialysepatienten gegenuber den Gesunden — mdoglicherweise aufgrund eines T-Zell-
stimulierenden Einflusses der Dialysemembranen — konnte in der vorliegenden Untersuchung
nicht nachvollzogen werden. Bei sdmtlichen untersuchten Parametern fanden sich in der Gruppe
der praemptiv Transplantierten und der Dialysepatienten keine signifikanten Unterschiede. Auch
konnte erneut nachgewiesen werden, dass es keinen Zusammenhang zwischen der Dialysedauer
und der anhand der untersuchten Parameter beschriebenen Aktivierbarkeit des Immunsystems
gibt.

Unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass an Hepatitis C leidende Patienten eine Uber alle
nichtspezifischen Parameter nachweisbare Erhdhung der immunologischen Aktivitat aufweisen
(109), ergibt sich in Zusammenschau der dargestellten Befunde eine Tendenz zu einer bei chro-
nisch kranken etwas geringeren Proliferationsfahigkeit und Aktivierbarkeit der T-Zellen mit zu-
gleich erhdhter Zytokinsynthese gegentber gesunden Patienten.

Die durch den Einfluss der Geschlechtshormone auf das Immunsystem erklarten Unterschiede
zwischen den Geschlechtern wirkten sich ebenfalls nicht auf die vor der Transplantation gemes-
senen pharmakodynamischen Parameter aus.

Nachweisbar waren jedoch ein leichter Riickgang der Proliferationsfahigkeit der Lymphozyten
und der CD71-Expression, nicht jedoch der CD25-Expression oder Zytokinsynthese im hdheren
Alter. Das AusmaR der Korrelation der Proliferationsrate mit dem Alter und das Signifikanzni-
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veau entsprechen den bereits zuvor von Bohler nachgewiesenen. Das Nachlassen der Im-
munkompetenz im Alter ist umfangreich belegt, der Ruckgang der Proliferationsrate als gemein-
samer Endstrecke der T-Zell-Aktivierung kann als Ausdruck dieser Tatsache angesehen werden
(181). Die Beobachtung einer Assoziation einer starken Supprimierung der CD71-Expression
durch Wieland (104) nach einer Nierentransplantation mit einer erhdhten Rate an Infektionen,
konnte moglicherweise ebenfalls mit dem Nachlassen der Infektabwehr im Alter assoziiert sein.

Die von Bohler beobachtete vermehrte CD25-Expression und Zytokinsynthese im Alter konnte

nicht nachvollzogen werden.

7.4. Die Beschreibung der immunsuppressiven Therapie durch die gemessenen Parameter
bis zum Zeitpunkt der Randomisierung
Die immunsuppressive Therapie mit Cyclosporin A, EC-MPS, Methylprednisolon sowie Basili-
ximab vor und vier Tage nach der Transplantation kann durch die verwendeten Assays adaquat
abgebildet werden.
Auch wenn Stalder (182) an nephrektomierten Affen zeigen konnte, dass bereits ein chirurgi-
scher Eingriff bis zu zwei Wochen nach der Operation immunsuppressiv wirkt (mit einem Riick-
gang der Lymphozytenproliferation um 55%, der Expression von CD25 um 49% und von CD71
um 29% sowie der Synthese von IL-2 um 50% und von TNF-a um 22% gegeniiber den priope-
rativen Werten), ist die Starke der Hemmung der untersuchten Parameter nur durch den Beginn
der immunsuppressiven Therapie zu erklaren.
Unmittelbar nach der Transplantation besteht die hdchste Gefahr einer akuten Abstoung. Des-
halb wurden in den ersten Tagen zusétzlich zur zweifachen Basiliximab-Gabe hohe Dosen Me-
thylprednisolon und Cyclosporin A verabreicht. Die Steroide wurden schnell ausgeschlichen, elf
Tage nach der Transplantation betrug die mittlere Dosierung nur noch ein Finftel, nach einem
Monat nur noch ein Zehntel der initialen Dosis. Deutlich langsamer verlief die Reduktion von
Dosis und Talspiegel von Cyclosporin. Eine Dosisreduktion von EC-MPS war laut Studienpro-
tokoll nur bei Auftreten von Nebenwirkungen zul&ssig, effektiv kam es zu einem Rickgang der
mittleren Dosis bis zur Randomisierung um etwa 10%.
Der kumulierte Effekt der immunsuppressiven Kombinationstherapie spiegelt sich in einem star-
ken Rickgang der Werte der pharmakodynamischen Parameter. Die starkste und schnellste
Hemmung wurde beim Anteil proliferierender und CD25-exprimierender Lymphozyten bereits
vier Tage nach der Transplantation nachgewiesen. Etwas schwécher wurden die CD71-

Expression und die Zytokinsynthese gehemmt, der Zeitpunkt der maximalen Suppression war
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bei diesen Parametern Visite 2 elf Tage nach der Transplantation. Im weiteren Verlauf stiegen
die Werte der untersuchten unspezifischen Biomarker wieder an, erreichten aber nicht das vor
der Transplantation bestehende Ausgangsniveau.

Daten zum pharmakodynamischen Monitoring de novo-transplantierter Patienten mit den in der
vorliegenden Untersuchung eingesetzten FACS-Assays sind in der Literatur bislang nicht berich-
tet worden.

Es liegen aber eine Reihe von Untersuchungen zu stabilen Patienten nach Herz-, Leber-, Lungen-
und Nierentransplantation vor. Eine Therapie mit Cyclosporin A und MMF wurde in funf Stu-
dien untersucht, zwei davon wurden an Herztransplantierten durchgefiihrt (174, 176), eine an
einem gemischten Kollektiv aus Herz- und Lungentransplantierten (183), eine an Nierentrans-
plantierten (122) und eine an je einem Kollektiv aus Nieren- und Lebertransplantierten (107).
Eine Studie untersuchte eine Therapie mit Cyclosporin Monotherapie oder einer Comedikation
aus Azathioprin und/oder Methylprednisolon (175). Zur Verbreiterung der Datenbasis wurden
zudem vier weitere Studien von Nierentransplantierten berlcksichtigt, in denen die Patienten mit
dem Calcineurininhibitor Tacrolimus zusammen mit MMF behandelt wurden (109, 169, 173,
184). In einer dieser Studien wurde die Umstellung von MMF auf EC-MPS untersucht (173).
Das grofite untersuchte Kollektiv waren 45 Herztransplantierte, in zwei weiteren Studien wurden
27 Nieren- und 25 Herztransplantierte untersucht. Alle anderen Studien untersuchten héchstens
15 Patienten, funf Kollektive waren kleiner als 5 Patienten. Die vorliegende Untersuchung dient
deshalb nicht nur dazu, qualitativ neue Informationen vorzulegen, sondern verbreitert die Daten-
basis zu den durchflusszytometrisch erhobenen Biomarkern erheblich.

Bei der Betrachtung von Studien, in denen Tacrolimus verabreicht wurde, sind Unterschiede
zwischen den CNI zu berucksichtigen. In vitro zeigte Barten (106) die Unterschiedliche Potenz
der Medikamente auf. Die maximale Hemmung der Proliferatonsrate, der CD25- und der CD71-
Expression betrugen bei Cyclosporin 102 £ 5%, 98 + 3% und 96 +4%, bei Tacrolimus 112 * 6%,
101 + 4% und 109 * 5%. Bohler (107) wies zudem auf die starkere Hemmung der Zytokinsyn-
these durch Tacrolimus hin. Barten (183) konnte die starkere Potenz von Tacrolimus in vivo be-
statigen. Er untersuchte mehrere pharmakodynamische Parameter an 8 Patienten, die bei unver-
anderten MMF-Dosen und MPA-Spiegeln von einer Cyclosporin- auf eine Tacrolimustherapie
umgestellt wurden: Die Proliferationsrate blieb unveréndert, die CD25-Expression war leicht
ricklaufig, die Zytokinsynthese ging um mehr als die Halfte des Ausgangswertes unter Cyclos-
porintherapie zurtick.

Bei der Betrachtung der Proliferationsrate ist der minimale nach Transplantation gemessene

Wert von durchschnittlich 1,3 + 1,3% proliferierender T-Zellen nach Stimulation identisch mit
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dem von Béhler (107) berichteten Anteil von 1,3 = 0,8%. Die Studien mit mehr als 10 untersuch-
ten Patienten berichten (ber Proliferationsraten von 3,5%, 5,5% und 8,4 = 7,7% unter Ta-
crolimus (109,169,184) sowie 8%, 10% und 12% unter Cyclosporintherapie (174,176,175). Bis
zum Zeitpunkt der Randomisierung hatte sich die Proliferationsrate der untersuchten Patienten
wieder auf einen Wert von 5,5 + 6,6% erhoht, lag also bereits wieder im unteren Bereich der
unter Erhaltungstherapie beobachteten Werte. Der maximale unter Erhaltungstherapie berichtete
Wert belé&uft sich auf eine durchschnittliche Proliferationsrate von 12% bei 14 Herztransplantier-
ten (183) und 8 Nierentransplantierten (122) unter Cyclosporintherapie. Dieser Wert ist nur we-
nig geringer, als die in der vorliegenden Untersuchung vor Beginn der immunsuppressiven The-
rapie beobachtete durchschnittliche Proliferationsrate.

Die in der Literatur berichteten Anteile der Expression des Oberflachenmarkers CD25 betragen
mindestens 10% bei 10 Herztransplantierten unter Cyclosporintherapie (176) und maximal
36,4% bei Nierentransplantierten unter Therapie mit Tacrolimus und EC-MPS (173). Der letzt-
genannte Wert ist nur wenig niedriger als die in der vorliegenden Arbeit beobachtete CD25-
Expressionsrate von 40,1 + 16,6% vor Beginn der immunsuppressiven Therapie. Durch die In-
duktionstherapie wurde die CD25-Expression vier Tage nach der Transplantation dann auf einen
Anteil von 4,4 + 4,6% reduziert.

In den grolReren Studien wurden unter Cyclosporintherapie Werte von 24%, 26% und 33% (176,
174, 175) und Werte von 30%, 31,7% und 32 + 17,1% unter Tacrolimustherapie beschrieben.
Mit 25,2 +15,6% bewegte sich die CD25-Expression zur Randomisierung in einem ahnlichen
Bereich.

Ahnlich verhalt sich die Beziehung der gemessenen zu den in der Literatur berichteten Werten
bei der CD71-Expression. Der Expressionsrate von 6,9 £ 7,0% zum Zeitpunkt der maximalen
Reduktion elf Tage nach der Transplantation steht ein in der Literatur berichtetes Minimum von
13,1% unter tacrolimusbasierter Erhaltungstherapie gegentiber (173). Weitere in den grolReren
Studien berichtete Werte belaufen sich auf 13,8%, 18,1% und 21,9 £+ 14,7% unter Tacrolimus
und 27% unter Cyclosporintherapie (109, 169, 184, 175). Zum Zeitpunkt der Randomisierung
konnte wieder ein Anstieg der CD71-Expression auf 15 + 11,3% beobachtet werden, deutlich
niedriger als der maximale in der Literatur berichtete Wert von 28,8% unter Tacrolimus- und
ebenfalls EC-MPS-Therapie (173).

Betrachtet man den Nachweis der CD25-Expression als spezifischen Marker fiir die Therapie mit
Basiliximab, lohnt es sich, den Vergleich dieses Oberflachenmarkers mit CD71 heranzuziehen.
In den Visiten wahrend des ersten Monats nach Transplantation war die CD25-Expression signi-

fikant starker gehemmt als diejenige von CD71, anschlielend ist eine kaum unterschiedliche
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Hemmung zu verzeichnen. Da Béhler (107) bei gleicher Konzentration der verwendeten immun-
suppressiven Medikamente in vitro eine jeweils stdrkere Hemmung der Expression von CD71 als
von CD25 nachweisen konnte, ist es hochst plausibel, den beschriebenen gegenlaufigen Effekt
auf den Einsatz von Basiliximab zurtickzufiihren, zumal bekannt ist, dass die Wirkung von Basi-
liximab in einem immunsuppressiven Regime mit Cyclosporin A, Mycophenolsaure und Steroi-
den etwa sechs Wochen anhalt (32).

Im Vergleich zu der Proliferationsrate und den Oberflachenmarkern etwas verschoben ist die
Beziehung der in der vorliegenden Untersuchung gemessenen zu den in der Literatur berichteten
Werten.

Fir die IL-2-Synthese wurde von Béhler (173) ein minimaler Anteil an T-Zellen von 9,7% unter
Erhaltungstherapie mit Tacrolimus und MMF nachgewiesen. Dieser Wert ist erheblich niedriger
als der durchschnittliche Anteil von 14,3 £ 10,0%, der die maximale Immunsuppression im
Rahmen der Zeus-Studie beschreibt. Bei den Untersuchungen, in welche mehr als 10 Patienten
eingeschlossen wurden, belaufen sich die Anteile IL-2-synthetisierender T-Zellen auf 10,1%,
13,3% und 18,3 = 21,7% unter Tacrolimusgabe (169,109,184) und 10,2%, 11,9% und 18% unter
Cyclosporintherapie (176,175,174). Der bislang héchste Wert wurde von Bohler fiir 5 mit Cyc-
losporin behandelte Nierentransplantierte mit einem Median von 23,6% (4,6%-61,3%) berichtet.
Mit 20 £ 14,8% ist der Anteil an IL-2-synthetisierenden T-Zellen zum Zeitpunkt der Randomi-
sierung vergleichbar.

Die Syntheserate von TNF-a wurde durch die Induktionstherapie maximal auf den Wert von 8,3
* 5,7% elf Tage nach der Transplantation supprimiert. Dieser ist nur wenig Kkleiner als der von
Barten an 45 Herztransplantierten unter Cyclosporin- und MMF-Therapie beschriebene Wert
von 9,5% flr den Anteil TNF-synthetisierender T-Zellen. Auch stieg die TNF-Syntheserate bis
zur Randomisierung nur auf 11,8 + 8,5% an, wohingegen in der Literatur in den gréfieren Stu-
dien Uber Raten von 12% und 13,3% unter Cyclosporin (174,175) und 14,7%, 16,7% und 17,2
14,6% unter Tacrolimus (169,109,184) berichtet wird. Der von Stalder (122) fur Nierentrans-
plantierte publizierte Maximalwert fir die TNF-a-Synthese betragt unter Cyclosporintherapie
25%.

Die hohen Syntheseraten unter immunsuppressiven Regimes mit Tacrolimusbeteiligung sind mit
der von Barten (183) und Bohler (107) gemachten Beobachtung einer deutlich starkeren Supp-
ression der in T-Zellen stimulierbaren Zytokinsynthese nur schwer zu vereinbaren. Da die Zyto-
kinsynthese einer vergleichsweise hohen interindividuellen Variation unterliegt und weniger
stark gehemmt wurde als die anderen zytometrischen Parameter, kann die Unschérfe der Be-

obachtungen eine Erklarung fiir diese Diskrepanz sein.
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Auch die Aktivitat der IMPDH ging nach Beginn der immunsuppressiven Therapie schnell und
deutlich zuriick. Im Gegensatz zu den FACS-Parametern blieben die Werte anschlieBend jedoch
dauerhaft auf einem niedrigen Niveau. Da die IMPDH-AKktivitét ein spezifischer Marker flr die
Wirkung der Mycophenolséure ist, kann diese Beobachtung am ehesten durch die annahernd
konstante Dosierung von EC-MPS im Zeitablauf erklart werden. Zu beachten ist dabei die be-
kannte Abhéngigkeit des MPA-Spiegels von der Comedikation Cyclosporin A. Durch Eingriff in
den enterohepatischen Kreislauf reduziert Cyclosporin bei gleichen Mycophenolsauredosen den
MPA-Spiegel und die Exposition gegenuber dem Medikament (185). Da die im Zeitablauf sin-
kenden Cyclosporin A-Spiegel also zu einem Anstieg der MPA-Spiegel flhrten, konnte das
leichte Absinken der durchschnittlichen EC-MPS-Dosis mindestens kompensiert werden.
Weiterhin ist zu beachten, dass aus zahlreichen pharmakokinetischen Untersuchungen bekannt
ist, dass die IMPDH-Aktivitdt nach Einmalgabe von MPA fir mehrere Stunden stark gehemmt
wird, nach 12 Stunden aber wieder den Ausgangswert erreicht (144). Bei Dauertherapie wird
aber eine Hemmung der Aktivitat auch zum Zeitpunkt des morgendlichen Talspiegels beobach-
tet. Eine Hemmung der Ausgangsaktivitat von 40,2 nmol/h/mg Protein vor Transplantation auf
21,9, 20,5, 20,7 und 21,7 nmol/h/mg Protein an den Tagen 6, 21, 49 und 140 nach der Transplan-
tation unter Therapie mit MMF, Tacrolimus und Steroiden beschrieb Sombogaard (142). Glander
(89) konnte eine leichte Zunahme dieser Inhibition in den PBMC von 44 nierentransplantierten
Patienten Uber einen Zeitraum von einem Jahr nachweisen.

Zum Zeitpunkt der ersten Visite vier Tage nach der Transplantation betrug die durchschnittliche
morgendliche IMPDH-AKtivitat in der vorliegenden Untersuchung 7,8 + 4,9 nmol/h/mg Protein,
im weiteren Verlauf sank sie weiter auf den Wert von 6,0 + 3,6 nmol/h/mg Protein zum Zeit-
punkt der Randomisierung ab. Damit liegt sie im Bereich der in der Literatur beschriebenen
Werte. Die maximale unter immunsuppressiver Therapie beschriebene Aktivitat von 13,9 + 4,8
nmol/h/mg Protein findet sich unter einer milden Immunsuppression mit 720mg EC-MPS/Tag
bei sieben Patienten mit IgA-Nepbhritis (186). Sie ist anndhernd im Bereich der in der vorliegen-
den Untersuchung gemessenen Vortransplantationswerte. In einer Studie zur Umstel-lung einer
Therapie mit MMF auf EC-MPS verédnderte sich bei 21 stabilen Patienten nach Nierentransplan-
tation eine basale IMPDH-Aktivitdt von 10,6 + 2,6 nmol/h/mg Protein unter MMF unter EC-
MPS kaum: zwei Wochen nach der Umstellung wurde eine Aktivitdt von 10,5 £ 3,9 nmol/h/mg
Protein, nach drei Monaten von 10,0 = 3,8 nmol/h/mg Protein gemessen (143). In einer ahnli-
chen Untersuchung zur Umstellung von 27 Nierentransplantierten berichtete Budde (144) niedri-
gere Werte: unter MMF betrug die IMPDH-AKktivitat 8,6 = 4,3 nmol/h/mg Protein, nach Umstel-
lung auf EC-MPS ging sie sogar auf 7,0 =+ 4,6 nmol/h/mg Protein zuriick. In beiden Studien er-

120



hielten die Patienten als Comedikation Tacrolimus. In zwei kleineren Studien an 6 bzw. 8 Nie-
rentransplantierten berichteten Budde (149) und Glander (148) (iber eine Aktivitat von 9,4 + 3,3
nmol/h/mg Protein und 9,2 £ 5,1 nmol/h/mg Protein bei Dauermedikation mit 2g MMF/Tag.

Mit den in der vorliegenden Untersuchung erhobenen Werten gut vergleichbar sind die Ergeb-
nisse einer groflen aktuellen Arbeit von Sommerer (141) zur Pharmakokinetik und
-dynamik von EC-MPS. Sie fand an 65 nierentransplantierten Patienten unverdnderte Aktivitaten
der IMPDH von 8,5 nmol/h/mg Protein vor Medikamentengabe und 8,5 nmol/h/mg Protein
zwolf Stunden spéater unter 1440mg EC-MPS/Tag in identischer Kombinationstherapie mit Cyc-

losporin, Steroiden und nach Basiliximabinduktion.

7.5. Die Beschreibung der immunsuppressiven Therapie durch die gemessenen Parameter
nach der Randomisierung

Nach der Randomisierung wurde in der mit Everolimus behandelten Patientengruppe die Medi-
kation mit Cyclosporin A ausgeschlichen. Aufgrund der bereits genannten Effekte von Cyclo-
sporin auf die MPA-Spiegel ist von einem Ansteigen des MPA-Spiegels auszugehen (185).
Dieser Zusammenhang ist die wahrscheinliche Erklarung fur die beobachtete Tendenz einer wei-
teren Reduktion der IMPDH-AKktivitat im Zeitablauf im Everolimusarm, welche in der mit Cyc-
losporin behandelten Studiengruppe nicht nachweisbar war.

Vergleichsdaten der IMPDH-Aktivitat unter einer immunsuppressiven Erhaltungstherapie mit
Everolimus und einem Mycophenolsdurederivat liegen nicht vor. In der Aggregation der Mess-
werte ist ein signifikanter Unterschied zwischen den Studienarmen nach der Randomisierung zu
erkennen: im Everolimusarm ist die IMPDH-AKktivitat signifikant niedriger als im Cyclosporin-
arm. Mit durchschnittlichen Werten unter 5 nmol/h/mg Protein ist sie nach der Umstellung auf
den mTOR-Inhibitor zudem deutlich starker gehemmt als in allen vergleichbaren Studien zu ei-

ner CNI-basierten Therapie.

Die durchschnittliche Proliferationsrate zeigte nach der Randomisierung ebenfalls einen diskre-
ten, aber nicht signifikanten Riickgang in der Everolimusgruppe, in der Cyclosporingruppe stieg
sie dagegen weiter leicht an. Aggregiert lieR sich eine signifikant niedrigere Proliferationsfahig-
keit der T-Zellen unter Everolimustherapie gegentiber der CNI-Therapie nachweisen.

Der Anstieg der Proliferationsrate in der Cyclosporingruppe l&sst sich als Fortsetzung des vor der
Randomisierung begonnenen Trends interpretieren, der durch die weitere Reduktion der Cyclos-

porindosen und -spiegel bedingt war.
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Einer ndheren Erklarung bedarf jedoch das Absinken des Anteils proliferierender T-Zellen in der
Everolimusgruppe. Zwar gilt Everolimus tiber den Mechanismus der Blockade des mTOR als ein
potenter Proliferationsinhibitor, eine starkere Hemmung durch Everolimus als durch Cyclosporin
A ist jedoch bemerkenswert. In seiner vergleichenden Untersuchung von Kombinationstherapien
mit MMF und entweder Cyclosporin A oder Sirolimus konnte Barten (106) in vitro eine maxi-
male Suppression der Proliferation unter Cyclosporin A von 100% erreichen, mit Sirolimus war
hingegen nur eine Suppression von maximal 83% mdglich. Allerdings war die Inhibition der
Proliferationsrate mit dem mTOR-Inhibitor Sirolimus schon bei niedrigen Dosierungen effektiv,
wohingegen die Wirkung von Cyclosporin A sich erst in hohen Dosierungen entfaltete. Im Rah-
men der Zeus-Studie wurden Dosierung und Zielspiegel fir Everolimus am oberen Rand der
Dosierungsempfehlungen gewahlt, um eine optimale Sicherheit des CNI-freien Studienarmes
sicherzustellen (135). Somit ist die tendenziell starkere Unterdriickung der Proliferationsrate im
Everolimusarm, gemessen zum Zeitpunkt des Talspiegels, am ehesten auf eine relativ hdhere
Wirkung des Medikaments zurtickzufuhren.

Ein Teil der Erklarung der starkeren Inhibition der Proliferationsrate im Everolimusarm koénnte
zudem die bereits erwahnte starkere MPA-Exposition der Patienten darstellen.

Die Beobachtung einer im Zeitablauf zunehmenden Suppression der Proliferationsfahigkeit der
Lymphozyten deckt sich mit den Befunden von Béhler (187), der nach einer taglichen fixen Ga-
be von Everolimus zusétzlich zu Cyclosporin und Steroiden einen kontinuierlichen Rickgang
der Lymphozytenproliferation bis zum Tag 21 nach Beginn der Therapie nachweisen konnte.

Mit einem durchschnittlichen Wert von 3,6 £ 4,6% in allen Messungen nach vollstandigem Aus-
schleichen von Cyclosporin A liegt die Proliferationsrate im Everolimusarm im unteren Bereich
der in der Literatur berichteten Vergleichswerte, flr die durchschnittlich gemessene Rate von 6 +

5,3% in der Cyclosporingruppe trifft dies nicht zu.

Der Verlauf der Expression der Oberflachenmarker CD25 und CD71 ahnelte der Entwicklung
der Proliferationsrate. Wahrend die Expressionsraten im Cyclosporinarm weiter leicht anstiegen,
wurde im Everolimusarm eine Tendenz zu einer starkeren Suppression beobachtet. Wahrend die
Unterschiede bei CD25 wenig ausgeprégt waren, ergaben sich bei CD71 im Verlauf und kumu-
liert signifikante Unterschiede zwischen den Studienarmen.

Die Unterschiede zwischen den beiden Oberflachenmarkern kdénnen moglicherweise auf ihre
unterschiedliche Stellung im molekularen Ablauf der T-Zell-Aktivierung und T-Zell-
Proliferation erklart werden. CD25 ist die a-Kette des hochaffinen IL-2-Rezeptors und wird un-

mittelbar nach Stimulation Uber den T-Zell-Rezeptor und Costimulation tber CD28 exprimiert,
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um das IL-2-vermittelte dritte Signal zur vollstdndigen Aktivierung und Einleitung der klonalen
Expansion besser verarbeiten zu kdnnen. CD71 hingegen wird erst nach Beginn des Proliferati-
onsvorgangs am Ubergang der Zelle von der G- in die SG2M-Phasen der Zellteilung exprimiert;
seine Expression kann somit durch die Blockade von mTOR behindert werden (45).

Dafur sprechen auch die Ergebnisse der in vitro-Untersuchungen von Barten (106). Er wies nach
Sirolimusgabe eine maximale Hemmung der CD71-Expression von 90% nach (unter Cyclospo-
rin 96%). Die maximale Inhibition der CD25-Expression durch Sirolimus war jedoch mit 75%
deutlich geringer als diejenige des CNI (98%). Kombinationen von Sirolimus und MPA waren
ebenso synergistisch wie Kombinationen von Cyclosporin und MPA. Eine geringere Wirkung
des mTOR-Inhibitors Sirolimus auf die Expression von CD25 als auf CD71 in vitro beschreibt
auch Bohler (107).

In vivo fand Barten (176) in einer Untersuchung an 10 Herztransplantierten, die von Cyclosporin
auf Sirolimus umgestellt wurden, einen diskreten, aber signifikanten Anstieg der CD25-
Expression bei unverénderter Proliferationsrate.

Der Riickgang der Oberflachenmarkerexpression wird am ehesten erklart durch den Wechsel von
Cyclosporin A zu einer vergleichsweise hohen Dosis des mTOR-Inhibitors Everolimus. Zudem
sind auch bei der Oberflachenmarkerexpression die Effekte einer gesteigerten MPA-Exposition
zu bericksichtigen.

Maglich ist aber auch, dass die Hemmung von CD71 durch den mTOR-Inhibitor starker ausfiel,
als die Hemmung von CD25. Der kumulativ gemessene Wert von durchschnittlich 11,8 + 7,3%
CD71-exprimierender T-Zellen in der Everolimusgruppe ist niedriger als jeder in der Literatur
angegebene Vergleichswert, der in der Cyclosporingruppe gemessene Wert von 19,7 + 11,4%
entspricht dagegen den publizierten Werten der tibrigen CNI-basierten Regimes.

Die CD25-Expression unterscheidet sich weder zwischen den Studienarmen, noch heben sich die
gemessenen Werte von den in der Literatur angegebenen Werten ab.

Aufgrund der zentralen Rolle der Calcineurininhibitoren flr die IL-2-Synthese war ein Anstieg
in der Everolimusgruppe nach Absetzen von Cyclosporin zu erwarten. In einer Arbeit, in welcher
15 Patienten unter konventioneller Immunsuppression mit Tacrolimus mit 15 Patienten vergli-
chen worden waren, in denen die immunsuppressive Therapie nur mit MMF und Steroiden
durchgefuhrt wurde, wies Canivet (109) eine deutlich starkere Stimulierbarkeit der T-Zellen zur
Zytokinsynthese bei den Patienten ohne (22% fur IL-2, 25,5% flr TNF-a) gegeniiber den Patien-
ten mit CNI (13,3% fiir IL-2, 16,7% fir TNF-a) nach.

Zudem fand Boéhler (107) fir den mTOR-Inhibitor Sirolimus in vitro eine nur geringe Hemmung

der Synthese von TNF-a, die IL-2-Synthese stieg mit steigender Sirolimuskonzentration sogar
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an. Keine signifikanten Unterschiede in der Zytokinprodukion nach Umstellung von Cyclosporin
auf Sirolimus wies Barten (176) in vivo in seiner Untersuchung herztransplantierter Patienten
nach.

Obwohl in der vorliegenden Untersuchung eine Tendenz zu einer vermehrten Synthese beider
untersuchter Zytokine nach der Umstellungsphase in der Everolimusgruppe zu erkennen ist, ist
dieser Befund nur in bezug auf den Visitenzeitpunkt ein Jahr nach Studienbeginn signifikant, an
welchem nur sehr geringe Fallzahlen erreicht wurden. In der Cyclosporingruppe ist die Zytokin-
synthese erwartungsgemal im Zeitablauf unverandert. In der Aggregation aller nach Ausschlei-
chen der Cyclosporinmedikation gewonnenen Werte lasst sich in der Everolimusgruppe eine
signifikant héhere IL-2-Synthese nachweisen als in der Cyclosporingruppe. Auch im Vergleich
mit den bislang fiir die CNI-basierte Erhaltungstherapie publizierten Daten ist die durchschnittli-
che Syntheserate von 25,5 £16,4% der hdchste bislang berichtete Wert.

Die TNF-a-Synthese weist keinen signifikanten Unterschied zwischen den Studienarmen auf, die
bestimmten Syntheseraten beider Gruppen bewegen sich im Rahmen der in der Literatur berich-

teten Werte.
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7.6. Der Zusammenhang zwischen der Expression der Biomarker und dem Auftreten von
Rejektionen und Infektionen
Das Ziel aller pharmakodynamischen Verfahren ist es, Informationen bereitzustellen, welche
dem Patienten einen gunstigeren klinischen Verlauf nach der Transplantation ermdglichen. Des-
halb ist die Frage nach dem Zusammenhang der untersuchten Parameter mit dem Auftreten klini-
scher Ereignisse von besonderem Interesse. In der vorliegenden Arbeit wurde der Zusammen-
hang mit dem Auftreten von Rejektionen als Ausdruck einer zu geringen, sowie Infektionen als
Ausdruck einer zu starken Immunsuppression ausgewertet.
Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen dem Wert eines der pharmakodynamischen Parameter
vor der Transplantation und dem Auftreten eines der untersuchten klinischen Ereignisse konnte
nicht nachgewiesen werden. Dies gilt ebenso fiir die zytometrisch erhobenen Parameter wie fur
die IMPDH-AKktivitat.
Die hohere IMPDH-ALktivitat bei Patienten, die im Verlauf schwere Infektionen erlitten, ist bei
der geringen Fallzahl und der hohen interpersonellen Variabilitidt der IMPDH-AKtivitét trotz sta-
tistischer Signifikanz vorsichtig zu bewerten.
In der Literatur ist die Evidenz fur eine Korrelation der IMPDH-Aktivitat vor der Transplantati-
on mit dem Auftreten von Rejektionen oder Infektionen gering.
Glander (147) teilte anhand der IMPDH-AKtivitat vor der und der Notwendigkeit von MMF-
Dosisreduktionen nach der Transplantation retrospektiv 48 Nierentransplantierte in Risiko-
klassen ein. AnschlieBend fand sie ein signifikant erhdhtes Risiko fur AbstofRungen bei Patien-
ten, die beide Kriterien erfullten. Diese Ergebnisse konnten anhand der Daten der vorliegenden
Untersuchung nicht reproduziert werden, auch wenn die Patienten, bei denen eine Dosis-
reduktion notwendig war, signifikant haufiger Infektionserkrankungen aufwiesen.
Sombogaard (89, 142) gelang es mehrfach nicht, einen Zusammenhang zwischen der IMPDH-
Aktivitat vor Transplantation und dem Auftreten von akuten Abstolungen herzustellen; die
Menge der nachweisbaren IMPDH-mRNA war allerdings bei Patienten mit akuter AbstolRung
erhoht.
Der von Glander (147) nachgewiesene Zusammenhang zwischen der Hohe der IMPDH-AKktivitat
vor der Transplantation und dem Zeitpunkt notwendiger Dosisreduktionen von MMF wurde be-
statigt. Allerdings wiesen Patienten, die keine Dosisreduktion benétigten, ebenfalls die gesamte
Bandbreite der gemessenen IMPDH-AKktivitét auf.
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Zum Zusammenhang der vor der Transplantation erhobenen Werte der durchflusszytometrisch
bestimmten Parameter mit klinischen outcomes gibt es in der Literatur fast keine vergleichbaren
Informationen.

Millan (194) veroffentlichte unlangst eine Publikation, in welcher die Stimulierbarkeit der Syn-
these von IL-2 und IFN-y in den T-Zellen von 47 Patienten vor de novo- Lebertransplantation
unter Tacrolimus und Steroid mit oder ohne MMF mit dem klinischen outcome der akuten Ab-
stoBung verknlpft wurde. Die 9 Patienten, welche eine akute AbstoRung entwickelten, hatten vor
der Transplantation eine etwas niedrigere IL-2-Synthese in den CD4"CD69"-T-Zellen als die
nicht betroffenen Patienten. Signifikant niedriger war allerdings der Anteil der CD8"CD69*-T-
Zellen, die IL-2 und IFN-y synthetisierten. Fiir die Subgruppe der IFN-y-produzierenden CD8"-
Zellen konnte sogar ein cut-off-Wert definiert werden, welcher eine Sensitivitat von 75% und
eine Spezifitat von 82% hatte.

Bereits zuvor hatte Boleslawski (125) eine signifikant erhohte IL-2-Synthese in CD8"-T-Zellen
vor der Transplantation bei Patienten, die nach Lebertransplantation eine akute AbstoRung ent-
wickelten, nachweisen kénnen.

In der vorliegenden Untersuchung wurde die Zugehdrigkeit der T-Zellen zu den Helfer- und zy-
totoxischen Zellen nicht unterschieden. Fur die Gesamtheit der T-Zellen lieR sich kein signifi-
kanter Unterschied nachweisen zwischen den Patienten, die eine Rejektion entwickelten, und
denen, die abstoBungsfrei blieben. Lediglich in der multivariaten Analyse konnte ein Einfluss der
IL-2-Synthese vor der Transplantation auf das outcome der Rejektion aufgezeigt werden.
Messungen der IMPDH-Aktivitdt nach der Transplantation konnten einen deutlichen Zusam-
menhang mit gastrointestinalen Nebenwirkungen nachweisen (104,141,171), weniger eindeutig
waren die Ergebnisse jedoch in bezug auf Rejektionen.

Chiarelli (188) fand in einer Untersuchung an 55 Nierentransplantierten einen gegentber den
nicht abstolRenden Vergleichspatienten signifikant erhdhten Wert der basalen IMPDH-Aktivitat
bei 5 Patienten wahrend einer Episode von BPAR. Dieses Ergebnis konnte er jedoch in einer
Folgeuntersuchung (189) an 44 ebenfalls nierentransplantierten Patienten nicht mehr bestatigen.
Sombogaard (190) wies an Tag 6 nach der Transplantation bei Patienten mit akuter Abstoung
eine deutlich hohere AUC der IMPDH-AKktivitat nach als bei Patienten ohne Rejektion. Die basa-
le Aktivitat war allerdings nicht erhoht. Ebenfalls eine erhdhte AUCo.an der IMPDH-Aktivitat
konnte Raggi bei 17 Nierentransplantierten mit BPAR gegenuber 35 Vergleichspatienten nach-
weisen. Unterschiede der basalen Aktivitat wurden nicht berichtet. Auch Wieland (104) fand

sieben und 21 Tage nach der Nierentransplantation bei 35 Patienten weder einen Zusammenhang
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zwischen BPAR und der basalen IMPDH-Aktivitat, noch der Aktivitat zwei Stunden nach der
Gabe von EC-MPS.

Auf der Basis dieser VVorbefunde ist es nicht verwunderlich, dass sich in der vorliegenden Arbeit
ebenfalls keine Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der IMPDH-Aktivitat und akuten
Abstollungen ergaben.

Bei Infektionserkrankungen besteht eine Tendenz zu einer starkeren Inhibition und niedrigeren
Aktivitat der IMPDH, bei schweren Infektionen sind allerdings eine Erhéhung der Aktivitat und
Verringerung der Hemmung nachweisbar. Eine Erklarung dafir kdnnte die im Studienprotokoll
zugelassene — und im Fall einer schweren Erkrankung von den verantwortlichen Arzten wahr-
scheinlich durchgefiihrte — Verringerung der EC-MPS-Dosis bei Diagnose einer Infektions-
krankheit als inakzeptabler MPA-Nebenwirkung darstellen. Die Daten belegen, dass dement-
sprechend Dosisreduktionen bei Patienten mit Infektionserkrankungen héufiger durchgefiihrt
wurden.

Die wéhrend einer Infektion erhobenen Befunde weisen trotz hoher Fallzahlen nur diskrete Un-
terschiede zu den im infektionsfreien Intervall erhobenen Befunden aus.

Zum Zusammenhang der nach der Transplantation erhobenen Werte der FACS-Parameter mit
klinischen outcomes sind einige bemerkenswerte Beobachtungen gemacht worden.

Im Tierversuch wies Gummert (192) mit den in dieser Untersuchung verwendeten Assays an 8
herztransplantierten Ratten unter MMF-Therapie eine hohe Korrelation zwischen der AUEo-24n
der Proliferationsrate und der CD25-Expression (jeweils r=0,89) und dem histologischen Schwe-
regrad der Rejektion nach. Die entsprechenden Korrelationen der PD-Werte vor Medikamenten-
einnahme waren deutlich niedriger: Sie betrugen r=0,46 fir die Proliferationsrate und r=0,52 fiir
die CD25-Expression.

In &hnlichen Versuchsanordnungen konnte Klupp (102) an 24 Ratten eine hohe Korrelation zwi-
schen der morgendlichen Expression von CD71 (r=0,86) sowie der Proliferationsrate (r=0,66)
und einem Rejektionsscore nachweisen. Die entsprechenden Korrelationen waren vergleichbar
mit derjenigen des MPA-Talspiegels (r=0,70), aber hther als bei der CD25-Expression (r=0,37).
Fir die AUEo.22n wurden fir die Proliferationsrate, CD71 und CD25 noch héhere Werte erreicht
(r=0,85, r=0,81, r=0,64), diese lagen zudem deutlich Uber der Korrelation der AUCo-2an der
Mycophenolsdaure mit dem histologischen Score der Rejektion.

Barten (193) wies ebenfalls an 24 Ratten eine hohe Korrelation der AUEo-24n der CD25- und
CD71-Expression sowie der Proliferationsrate (r=0,87, r=0,82 und r=0,75) und der Korrelation

der AUCo-24n der Mycophenolsaure (r=0,83) mit einem histologischen Rejektionsscore nach. Die
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Korrelation mit den morgendlichen Werten der pharmakodynamischen Parameter wird nicht
berichtet, die Korrelation mit dem MPA-Talspiegel war deutlich niedriger (r=0,57).

Diese Tierversuche legen die Vermutung nahe, dass sich akute Abstollungsreaktionen in den T-
Zellen des peripheren Blutes widerspiegeln und durch die durchflusszytometrische Bestimmung
von Proliferation und Aktivierungsmarkern nach Stimulation nachgewiesen werden kénnen. Sie
zeigen aber auch, dass dazu Uberaus aufwendige Prozeduren notwendig sind, da die durch mul-
tiple Messungen bestimmten AUE offenbar deutlich besser mit histologischen Rejektionsscores
korrelieren als die Talspiegel. Zudem konnten die genannten Abstollungsstudien durch die Be-
grenzung auf kurze Zeitrdume und die besondere Konstellation des Tierversuchs eine sehr hohe
Informationsdichte erzielen.

Daten zu der Korrelation zwischen den FACS-Parametern und Rejektionen oder Infektionen in
klinischen Studien gibt es kaum. Fir die Oberflachenmarker berichten Wieland und Shipkova
(104) von einer signifikant starkeren Hemmung der CD71-Expression bei 35 Patienten 21 Tage
nach der Nierentransplantation bei Patienten, die an einer Infektionskrankheit litten. Fir die Ex-
pression von CD25 in dieser Studie waren keine Unterschiede nachweisbar, insgesamt wurde der
Parameter aber wegen Abweichungen im Stimulationsverfahren deutlich niedriger ausgepragt, so
dass der Befund nur bedingt vergleichbar ist.

Fur die Zytokinsynthese fand Millan (194) in ihrer bereits erwéhnten Arbeit eine deutlich redu-
zierte Inhibition der IL-2-Synthese sowohl in CD4"CD69*-Helferzellen, als auch in CD8"-
CD69*-zytotoxischen T-Zellen bei Patienten, die eine akute AbstoBung aufwiesen. Bereits zuvor
hatte Akoglu (126) bei 66 Lebertransplantierten fur die zytotoxischen T-Zellen eine gute Korre-
lation (r=0,81) zwischen der IL-2-Synthese und einem AbstolSungsscore nachweisen kénnen.
Einen Assay zum Nachweis der NFAT-regulierten Genexpression (Bestimmung der mRNA von
IL-2, IFN-y und GM-CSF durch rt-PCR) zum spezifischen pharmakodynamischen Monitoring
der Therapie mit CNI publizierte die Arbeitsgruppe um Sommerer und Giese. Ihnen gelang es in
einer Reihe von Arbeiten, eine signifikant starkere Hemmung der NFAT-regulierten Genexpres-
sion in Patienten, die Infektionen oder Malignome nach Transplantation entwickelten, nachzu-
weisen (92).

Auch publizierte die Gruppe um Kowalski (128) ein Verfahren zum Nachweis der intrazelluldren
ATP-Produktion in CD4"-T-Zellen nach Stimulation, welches als einziges pharmako-
dynamisches Assay eine offizielle Zulassung durch die amerikanischen Gesundheitsbehdrden
erhielt. In einer Metaanalyse aus zehn Beobachtungsstudien gelang es Kowalski, an 504 Trans-
plantierten nachzuweisen, dass Patienten mit akuter AbstoBung signifikant mehr ATP syntheti-

sierten als die stabilen Patienten. Bei diesen wurde wiederum signifikant mehr intrazellulares
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ATP nachgewiesen als bei Patienten, die wéahrend der Untersuchung an einer Infektionserkran-
kung litten (129). Die daraufhin definierten Bereiche einer zu hohen, adéquaten oder zu niedri-
gen Immunsuppression erwiesen sich in der klinischen Anwendung als nicht umsetzbar. Eine
Vielzahl an Arbeiten belegt die klare Korrelation mit Infektionen nach Transplantation. Die Aus-
sagekraft beziiglich AbstoRungsreaktionen ist jedoch umstritten (196). Daraufhin ist eine Uber-
legenheit des Assays gegenuber herkdmmlichen Mdéglichkeiten des Infektnachweises, wie CRP
oder Leukozytenzahl, angezweifelt worden (197).

In der vorliegenden Arbeit wurden die zytometrisch erhobenen pharmakodynamischen Parame-
ter umfassend auf Korrelationen mit den klinischen outcomes Rejektion und Infektion unter-
sucht. Dabei wurde den Vorteilen der AUE-Bestimmung gegeniber einmaliger Messung bei der
Korrelation mit den Rejectionsscores im Tiermodell Rechnung getragen, indem aus den Werten
zum Zeitpunkt des Talspiegels AUE gebildet wurden. Zudem wurde das Konzept durch Berech-
nung der ,,areas above the curve* (AAC) zur Bestimmung der kumulierten immunsuppressiven
Last erweitert. Schliel3lich wurden Werte, die wahrend Infektionserkrankungen oder Episoden
akuter Abstoliung erhoben worden waren, mit den im freien Intervall erhobenen Werten vergli-
chen.

Im Einklang mit den aktuellen Befunden von Millan stellte sich die stimulierte IL-2-Synthese der
CDA4"-T-Zellen als prognostisch wertvollster pharmakodynamischer Parameter fir die akuten
Abstol3ungen heraus.

Durch die Bestimmung der AUE22s der IL-2-Synthese konnte bei einem cut-off von 27 eine ver-
gleichbare Sensitivitat und Spezifitat erreicht werden, wie Millan fur den Vortransplantations-
wert der CD8"CD69"-IFN-y*-T-Zellen berichtete. Der Nachteil der AUE22s besteht in der deut-
lich aufwendigeren Bestimmung und der Verfugbarkeit erst zu einem Zeitpunkt nach der Ubli-
chen Manifestation akuter Abstoungen. Die AUEz der IL-2-Synthese war bei abstoRenden
Patienten nicht signifikant unterschiedlich.

Auch ist der Befund einer zeitlichen Zuordnung der kumulierten IL-2-Synthese der T-Zellen zu
den AbstoBungsreaktionen im jeweiligen Studienabschnitt nur schwer mit der Beobachtung
kaum von den Messwerten im freien Intervall abweichender IL-2-Syntheseraten wahrend einer
akuten AbstoRBungsreaktion zu vereinbaren.

Fur die Expression des Oberflaichenmarkers CD71 hatten bereits Wieland und Shipkova einen
Bezug zum Auftreten von Infektionen publiziert. Auch in der vorliegenden Arbeit konnte eine
signifikant niedrigere Rate der CD71-Expression eine deutlich stdrkere Hemmung der Vortrans-

plantationswerte wahrend der Dauer einer Infektionserkrankung nachgewiesen werden. Zudem
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zeigen die abgeleiteten Parameter der maximalen Suppression, der AUE und der AAC vielfach

einen signifikanten Zusammenhang der CD71-Expression mit dem outcome der Infektion.

7.7. Limitationen der vorliegenden Arbeit

Die vorliegende Arbeit hat klare Limitationen. Zunéchst miissen die Limitationen der eingesetz-
ten Assays benannt werden. Die Stimulation durch Zugabe mitogener Substanzen unter Labor-
bedingungen ist artifiziell und entspricht den Bedingungen in vivo nur anndherungsweise.
Weiterhin erschwert die grofie Variabilitat vor allem der durchflusszytometrischen der Assays
die statistische Auswertung erheblich. Einen Teil der Variabilitdt mag die Messung durch Dokto-
randen erkléren, eine routiniertere Durchfiihrung der Assays durch medizinisch-technische As-
sistenten ware flir weitere Arbeiten zu erwéagen.

Fehlgeschlagene Messungen und organisatorische Probleme erzeugten einen liickenhaften Da-
tensatz, was sich vor allem bei der Berechnung der areas under the curve als problematisch er-
wies.

Beklagenswert ist auch das sehr reduzierte Datenvolumen in der zweiten Studienphase: Weder
im Zeitraum der Randomisierung, noch am Ende des Beobachtungszeitraums stehen ausreichend
Daten zur Verfugung, um eine valide Auswertung durchfiihren zu kénnen.

Auch die Dokumentation der klinischen Ereignisse Infektion und Rejektion ist moglicherweise
unprazise. Die Auswertung der Daten legt den Verdacht nahe, dass oftmals bereits vor der biop-
tischen Sicherung einer akuten AbstofRungsreaktion immunsuppressiv therapiert, nicht jedoch
exakt in der ausgewerteten T-base-Transplantationsdatenbank der Charité dokumentiert wurde.
Die Konzeption der Studie ist eher auf die Beantwortung der Frage nach den Unterschieden der
Everolimus- im Vergleich zur Cyclosporintherapie ausgelegt. Die Frage nach dem Zusammen-
hang der pharmakodynamischen Parameter mit dem klinischen outcome ist schwer zu beantwor-
ten, da die Studientermine vorab festgelegt worden waren und nur zuféllig mit dem Auftreten
von Infektionen oder Rejektionen einhergingen. Zusatzliche Messungen wurden nicht durchge-
fuhrt.

Vor dem Hintergrund der ermutigenden Ergebnisse von Millan (194) ist retrospektiv zu bedau-
ern, dass nicht nach CD4*- und CD8*-T-Zellen unterschieden wurde. Auch ware die Bestim-
mung von IFN-y moglicherweise aufschlussreicher gewesen als die Messung der TNF-a-

Synthese.
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SchlieBlich wére eine zusatzliche Bestimmung der pharmakodynamischen Parameter zum Zeit-
punkt der starksten Wirkung der immunsuppressiven Medikamente eventuell der alleinigen Be-

stimmung vor Medikamenteneinnahme vorzuziehen gewesen.
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