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1. Einleitung

1.1 Immunsuppressiva

Die  Substanzklassen der Immunsuppressiva mit ihren  komplexen
Wirkmechanismen und vielfaltigen Anwendungsmoéglichkeiten eréffnen ganz
unterschiedlichen Disziplinen der Medizin neue Méglichkeiten der Behandlung.
Die Anfange der Immunsuppression lassen sich bis ins Jahr 1914 zurlckdatieren.
Damals wie heute begriindet eine méglichst optimale Balance zwischen adaquater
Immunsuppression und minimaler Toxizitat das Fundament des Therapieerfolges
[15]. Laut Hong und Kahan reprasentieren sechs Paradigmen die Entwicklung
immunsuppressiver Pharmaka auf dem Gebiet der Transplantationsmedizin [75].
Diese ermdglichen eine Klassifikation der Immunsuppressiva, die sich vorrangig
an deren Wirkmechanismus orientiert.

Entsprechend dieser Paradigmen wird eine Gruppe etablierter Substanzen
zusammengefasst, die in erster Linie in den Mechanismus der Zellproliferation
eingreift, weshalb diese auch unter der Bezeichnung Proliferationshemmer
bekannt sind. Zu deren bekanntesten Vertretern zahlen Azathioprin,
Cyclosphosphamid und Mycophenolat Mofetil (MMF) [75].

Das Zytokin-Paradigma bezieht sich auf Wirkstoffe die
Lymphozytenreifungsprozesse wie z.B. die Synthesehemmung durch die
Calcineurin-Inhibitoren Cyclosporin A und Tacrolimus, die Hemmung der Bindung
an Oberflachenrezeptoren (anti-CD25 mAbs) oder die Inhibition der
Signaltransduktion der Zytokinstimulation (Sirolimus), beeinflussen [75].
Darlberhinaus existieren Konzepte der Depletion (z.B. antilymphozytare
Antikdrper, Thymoglobulin, monoklonale OKT3) oder der Modulation des
sogenannten Ischamie-Reperfusionsschaden (z.B. der Inhibitor des Lymphozyten-
Homings FTY-720) [75].

Die Kostimulationstheorie beschreibt den Wirkmechanismus von Vertretern
(CTLA4-Immunglobulin, anti-B7 oder anti-CD40 mAbs), die durch Interaktion mit
antigenprasentierenden Zellen deren Signaltransduktion hemmen.
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Im Fokus des sechsten Paradigma steht die Transplantat-Toleranz, als Wirkung
von Substanzen die autoimmune Erkennungsprozesse durch antigen-reaktive
Zellen verandern, Anergy induzieren (kostimulatorische Inhibitoren) oder eine
funktionelle Inaktivitat bzw. Zerstérung von antigen-reaktiven Zellen auslésen (z.B.
Gentherapie) [75].

Die Wirkung immunsuppressiver Behandlungsschemata kann prinzipiell tber
unterschiedliche Mechanismen erzielt werden. Neben der Suppression der Anzahl
von Effektorzellen (z.B. Lymphozyten) stellen auch der Eingriff in den
Lymphozytenstoffwechsel sowie die Hemmung ihrer Signaltransduktionswege
Mdglichkeiten einer Modulation der immunologischen Kompetenz dar. Aus dieser
Eigenschaft der Immunsuppressiva resultieren letztlich drei Effekte. Zum einen die
beabsichtigte therapeutische Wirkung z.B. in Form der Vermeidung einer
AbstoBungsreaktion, andererseits missen aber auch unerwiinschte Folgen der
Immundefizienz, wie Infektionen oder maligne Erkrankungen und nicht zuletzt
nicht-immunologisch  bedingte  toxische  Effekte = gegeniber  anderen
Organsystemen, bertcksichtigt werden [66].

Mittlerweile  beinhalten  immunsuppressive  Behandlungsprotokolle  sehr
unterschiedliche Substanzkombinationen, wobei sich in den letzten Jahren unter
anderem auf dem Gebiet der Nierentransplantation eine Trendwende zu neuen
Therapiestrategien, mit reduziertem Einsatz von Glucocorticoiden und Calcineurin-
Inhibitoren, abzeichnet. Die Herausforderung besteht in einer evidenzbasierten
Herangehensweise an diese fast schon verwirrende Auswahl von
Therapieprotokollen  [66]. Zur besseren Ubersicht kénnen moderne
Immunsuppressiva entsprechend ihrer strukturellen Eigenschaften zwei groBen
Gruppen zugeordnet werden, wobei zwischen kleinmolekularen Substanzen und
proteinbasierten Pharmaka differenziert wird [124]. Zu den Vertretern der
kleinmolekularen Substanzen zahlen unter anderem Calcineurin-Inhibitoren (CsA,
Tacrolimus), Antimetabolite/DNA-Synthesehemmer (MMF, Azathioprin) sowie die

Corticosteroide.
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Im Mittelpunkt des Interesses dieser Arbeit stehen der etablierte Vertreter der
Calcineurin-Inhibitoren ~ Cyclosporin A und der  Proliferationshemmer
Mycophenolsaure, zwei Reprasentanten der Gruppe der kleinmolekularen
Immunsuppressiva. Kleinmolekulare Immunsuppressiva wirken intrazellulér,
wahrend die proteinbasierten Substanzen (mono- und polyklonale Antikérper) ihre
Wirkung primar Uber extrazellulare Interaktionsmechanismen mit der Zielzelle
entfalten [124]. Die aktuell etablierten immunsuppressiven Basistherapiekonzepte
bestehen vorrangig aus Kombinationen kleinmolekularer Pharmaka, wohingegen
der Einsatzbereich der unterschiedlichen Antikérperpraparate hauptsachlich auf
dem Gebiet der Induktionstherapie oder in der Behandlung akuter
AbstoBungsreaktionen liegt. Heutzutage besteht die optimale
Behandlungsstrategie aus einer Kombination von synergistisch wirkenden
Substanzen, um so die maximale Efffektiviat und Praktikabilitéat, bei mdglichst
geringer Toxizitat einer gleichzeitig kosteneffizienten Therapie des individuellen
Patienten, zu erreichen [75].
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Tab. 1: Ubersicht iber kleinmolekulare Immunsuppressiva, deren Wirkspektrum
und Nebenwirkungen.

(DHODH)-Inhibition,
Hemmung der
Leukozytenmigration

Spezifische
Substanzklasse Wirkstoffe Wirkmechanismus Nebenwirkungen
(Beispiele)
nephrotoxisch, neurotoxisch,
Calcineurin- Cyclosporin A, Hemmung der T-Zell-Aktivierung Hyg?rig?c;%yggrs;lgz?;us,
Inhibitoren Tacrolimus und Proliferation Hyperlipiddmie, hamolytisch-
urdmisches Syndrom
Mycophenolsaure gastrointestinale Beschwerden
DNA (MPA), Mycophenolat . . ) . ’
= Mofetil (MMF) Proliferationshemmung von T- Leukopenie, Anamie,
Synthesehemmer Cyclophospham’id und B-Zellen Knochenmarkstoxizitét,
Azathioprin ’ Alopezie, Hypertonie
Hemmung der
L Lymphozytenproliferation durch | gastrointestinale Beschwerden,
Pyrimidinsynthese- Leflunomid Dihydroorotat-Dehydrogenase
hemmer

Hepatotoxizitat, Leuko-
/Thrombopenie, Anamie,
Hypertonie

mTor-Inhibitoren

Sirolimus, Everolimus

Hemmung der T-Zell-Proliferation
durch Inhibition der Interleukin-2
(IL-2) Signaltransduktion,
Hemmung der
Antikdrperproduktion (Sirolimus)

Thrombozytopenie,
Hyperlipidamie, orale Ulzera,
Wundheilungsstérungen,
Arthralgie, gastrointestinale

Beschwerden

Migrationshemmer

FTY-720 (Fingolimod)

Hemmung der T-Zell-Migration,
Steigerung des Homings von
Lymphozyten

Bradykardie, Lymphopenie

Corticosteroide

Prednison, Prednisolon,
Methyl-
prednisolon

Hemmung der T-Zell-Aktivierung
u. T-Zell-Proliferation,
Transkriptionshemmmung von
Zytokingenen (z.B.

Tumornekrosefaktor-alpha,

Interleukin-1)
Induktion der Apoptose von
Leukozyten u. Lymphozyten,
Hemmung der Differenzierung
von Monozyt zu Makrophage,
Hemmung der
Phagozytosefahigkeit von

Makrophagen

erhéhte Thromboseneigung,

Hypertonie,
Magen-/Darmulzera,
Osteoporose, Myopathie,

Hyperlipidamie,
diabetogene Wirkung,

Muskelatrophie,

Katarakt, Glaukom,
Dysphorie,
Wundheilungsstérung,
Cushing-Syndrom
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1.1.1 Cyclosporin A

Die Einfihrung des Calcineurin-Inhibitors Cyclosporin A (CsA) leitete eine neue
Ara der Immunsuppression ein [7], und revolutionierte gleichzeitig die Entwicklung
der Transplantationsmedizin. Der Wirkstoff ermdglichte erstmalig eine effiziente
immunsuppressive  Behandlung bei gleichzeitig signifikant verringerten
TransplantatabstoBungsreaktionen [173].

Die Substanz Cyclosporin war 1969 aus norwegischen Schlauchpilzen namens
.1olypocladium inflatum“ (Gams) der Gattung Fungi imperfecti und
,Cylindrocarpon lucidum“ (Booth) gewonnen worden [84]. Sie stellt ein aus elf
Aminosauren bestehendes zyklisches Peptid dar. Die Entdeckung der Bedeutung
als Immunsuppressivum folgte Im Jahr 1972 [179]. Damals war die Eigenschaft
der Hemmung der T-Zell-Proliferation bei Mausen von Jean Borel beschrieben
worden [23]. Allison und Calne demonstrierten im weiteren Verlauf die
immunsuppressive Wirkung beim Menschen. Die offizielle Markteinfihrung in den
USA unter dem Namen Sandimmun® erfolgte im Jahr 1983. CsA verbesserte die
Morbiditat und Mortalitdit nach Transplantation [47]. Die Synergie aus
zuverlassiger Immunsuppression und standiger Optimierung chirurgischer
Verfahren  fungierte  als  Wegbereiter der  Weiterentwicklung  der
Transplantationsmedizin zu einem Standardverfahren [89, 174].

Der Einsatz der in hohem MaBe lipophilen Substanz CsA wird durch deren
problematische Absorption und den engen therapeutischen Bereich erschwert,
weshalb eine alternative  Darreichungsform  entwickelt wurde. Diese
Mikroemulsion, genannt Neoral®, zeichnet sich durch eine schnellere und
vollstdndigere Absorption sowie eine hdéhere Bioverfligbarkeit, und nicht zuletzt
durch Dosis-linearere Spiegel aus [102, 188]. Die beiden Formulierungen sind
nicht biodquivalent [82, 161].
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Abb. 1: Strukturformel Cyclosporin A (CsA) Quelle: [108].

CsA zahlt heute zu den Standardimmunsuppressiva etablierter Therapieprotokolle
nach solider Organstransplantation (Nieren-, Lebertransplantation, Herz- oder
Herz- u. Lungentransplantation), und kommt zur AbstoBungsprophylaxe nach
Kochenmarkstransplantation ~ zum  Einsatz. Dariber  hinaus  werden
Autoimmunerkrankungen wie die rheumatoide Arthritis sowie steroidresistente
Formen der Psoriasis mit CsA behandelt. Als weitere Indikationen fir den Einsatz
des Immunsuppressivums gelten schwere Formen der endogenen Uveitis, z.B.
eine Behcet-Uveitis mit Retinabeteiligung, und steroidresistente nephrotische
Syndrome glomerularer Genese [109].

Im Rahmen moderner Behandlungsregime findet CsA mittlerweile Anwendung in
Kombination mit Vertretern anderer Klassen von Immunsuppressiva, wie Sirolimus
(SRL) oder Mycophenolat Mofetil (MMF). Obwohl CsA die immunsuppressive
Therapie im Bereich der Transplantationsmedizin revolutionierte, bezieht sich der
Erfolg vor allem auf kurzfristige Effekte dieser Substanz. Laut multizentrisch
erhobener Daten resultierte Uber einen Zeitraum von 8 bis 10 Jahren nach
Transplantation keine Verlangerung der durchschnittlichen Lebenszeit von
Nierentransplantierten, was groBtenteils auf Langzeitfolgen der toxischen

Eigenschaften zurtickgefihrt werden muss [54].
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Wirkmechanismus

Die Wirkung von Calcineurin-Inhibitoren wird durch eine Aktivierungshemmung
von T-Lymphozyten, Uber den Zwischenschritt der Hemmung der Transkription
von Zytokin-Genen, vermittelt [167]. Durch eine Komplexbildung von CsA mit den
intrazellularen Proteinen Cyclophilin und Calmodulin wird der daraus entstehende
Calcineurin-Calmodulin-Komplex in seiner Funktion gehemmt [105]. Dieser
Mechanismus fihrt zu einer Blockierung der Transkription wichtiger Gene der
Immunfunktion, die fir die Expression von z.B. IL-2, IL-3, IL-4, GM-CSF, TNF-a
oder IFN-y verantwortlich sind [170].

Die Proteinphosphatase Calcineurin nimmt eine zentrale Rolle bei der Steuerung
der Signaltransduktion Gber den T-Zell-Rezeptor ein. lhre Funktion ist Kalzium-
abhangig und basiert auf der Kontrolle des Transfers von Transkriptionsfaktoren,
den sogenannten ,nuclear factor of activated T-cells* (NFAT), an ihren
Bestimmungsort - den Zellkern [79, 170]. In nicht proliferierenden Zellen sind diese
Faktoren im Zytoplasma von Zellen des Immunsystems, kardiovaskularen Zellen
sowie Nervenzellen lokalisiert. =~ Wahrend  der  Kalzium-abh&angigen
Signaltransduktion werden diese Faktoren normalerweise durch Calcineurin, Uber
den Mechanismus der Dephosphorilierung, demaskiert. Daraus resultiert ein
schneller Transfer in den Zellkern sowie die Induktion der Transkription von
Zytokin-Genen, die an der Steuerung von Proliferationsvorgangen von T-Zellen
beteiligt sind [183]. Die Wirkung von CsA l&st Uber die Inhibition der Phosphatase
Calcineurin folglich eine Hemmung der zuvor beschriebenen Transkription von
Zytokin-Genen aus, und fuhrt zu einer verminderten IL-2 und Interleukin-Rezeptor
Freisetzung. Dieser Schritt verursacht eine Blockierung des Uberganges
aktivierter Lymphozyten von der GO zur G1 Phase des Zellzykluses [157]. Das
erzeugte Defizit an IL-2 bewirkt, dass T-Lymphozyten nicht aktiviert werden
kénnen, und bereits aktivierte T-Zellen nicht proliferieren. Neben der
Proliferationshemmung von T-Zellen umfasst das Wirkspekirum dieses
Immunsuppressivums auch Effekte beziglich anderer Zielzellmechanismen, wie
die Inhibition der Zytokinexpression von T-Zellen. Diese fuhrt wiederum zur
Proliferationshemmung von B-Lymphozyten. Darlber hinaus wird die
Oberflachenantigen-vermittelte Proliferation von B-Zellen gehemmt.
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Auch die Apoptose wird durch CsA in unterschiedlicher Art und Weise, abhangig
von der jeweilgen Zielzelle, beeinflusst. Wahrend CsA die Antigen-induzierte
Apoptose von T-Lymphozyten inhibiert, ist die Substanz bei B-Lymphozyten in der
Lage, deren Apoptose in Folge einer B-Zell-Aktivierung auszulésen [109].

alcineurin alcineuri Stopp der
ac |~ —) ,.r Dephosphorylierung
P

Stopp der
Translokati

Keine weitere
Translation von IL-2

IL-2
IL-2

" Fehlende Hemmung der

anskriptionsinduktion < -2 - |L-2-Sekretion
durch NFAT IL-2

Abb. 2: Schematische Darstellung des Wirkmechanismus von Cyclosporin A (CsA) mit
intrazelluldren Angriffspunkten (angelehnt an [98]). P: Phosphat-Gruppe. NFAT: Nuclear factor

of activated T-cells. IL-2: Interleukin-2.

Metabolismus

Der Metabolisierung von CsA erfolgt hauptsachlich in der Leber Uber das
Cytochrom-P-450 3A4-Enzymsystem. Neben der hepatischen Metabolisierung
wird das Pharmakon durch P-Glykoprotein in der Darmmukosa verstoffwechselt
[47, 153]. Die Substanz wird primar bilidr eliminiert. Nur 3 Prozent werden in Form
von Metaboliten renal ausgeschieden [47].

Die Halbwertszeit von CsA betragt zirka 8 Stunden [153] und zeigt groBe
Schwankungen, zwischen 6,3 Stunden bei gesunden Probanden und 20,4
Stunden bei Patienten mit schweren Lebererkrankungen [98].

Die sehr variable inter- und intraindividuelle Bioverfligbarkeit liegt far die
Darreichungsform Sandimmun® zwischen 1 Prozent und 89 Prozent [47]. Fir die
Mikroemulsion Neoral® wird diese mit 30-60 Prozent angegeben [98]. Auch die
Darreichungsform Neoral® weist eine noch beachtliche Variabilitdt ihrer
Absorption auf [83, 153].
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Unerwiinschte Arzneimittelnebenwirkungen und Interaktionen

Das dosis-abhangige Nebenwirkungsspektrum von CsA ist charakterisiert durch
Nephrotoxizitat, arterielle Hypertonie oder neurotoxische Effekte. Als etablierter
Bestandteil nephrologischer Behandlungskonzepte liegt gleichzeitig eine der
gefurchtesten Nebenwirkungen des Immunsuppressivums in dessen Potential der
Nephrotoxizitat. Diese am haufigsten Dosis-limitierende Nebenwirkung flhrt bei
bis zu 15 Prozent der Transplantierten (Niere, Leber oder Herz) zu einer
chronischen Niereninsuffizienz. Obwohl der nephrotoxische Schadigungs-
mechanismus noch nicht abschliessend geklart ist, werden eine direkte
vasokonstriktive Wirkung von CsA auf die renale Perfusion sowie Veranderungen
endogener vasokontriktiver und vasodilatativer Mechanismen als ursachliche
Faktoren postuliert [47].

Als weitere Dosis-assoziierte Nebenwirkungen wurden Leberfunktionsstérungen
(insbesondere Cholestase), Hyperkalidmie, Hyperurikdmie, Hyperlipidamie,
Hirsutismus, Gingivahyperplasie, Glucoseintoleranz und gastrointestinale
Symptome beschrieben [47, 66].

Auch Uber das Auftreten hamolytisch-urdmischer Syndrome oder die Inzidenz
eines Posttransplantations-Diabetes wurde berichtet [66].

Das Nebenwirkungsspektrum umfasst ebenso grundséatzlich problematische
Aspekte der Immunsuppression, wie eine gesteigerte Infektanfélligkeit und ein
erhdhtes Risiko der Entwicklung von Neoplasien [190].

Die Wechselwirkungen mit entsprechender Komedikation umfassen eine
Bandbreite ursachlicher Mechanismen. Die Hauptproblematik liegt in der
Metabolisierung Uber das Cytochrom-P450 3A4-lsoenzym der Leber, einem
Stoffwechselweg den sich CsA mit diversen anderen Pharmaka teilt. Wahrend die
Kombination mit einigen Substanzen (z.B. Erythromycin, Ketokonazole, Phenytoin,
Phenobarbital) eine Spiegelveranderung von CsA Uber die kompetitive Hemmung
oder Induktion von Leberenzymen hervorruft, interagieren andere Substanzen
Uber Stoffwechselwege wie die Absorption oder Bindung von P-Glykoprotein.
Darlberhinaus verstarken bestimmte Wirkstoffe, wie z.B. Aminoglykoside, die
CsA- eigene Nephrotoxizitat [47].
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1.1.2 Mycophenolsaure

Die Mycophenolsaure (MPA/MPS) in ihren Darreichungsformen Mycophenolat
Mofetil (MMF) und magensaftresistentes Natrium-Mycophenolat (EC-MPS) gilt auf
dem Gebiet der Transplantationsmedizin als immunsuppressiver Antimetabolit der
Wahl [172]. Urspringlich war die Substanz als Produkt Penicillin-bildender
Schimmelpilze durch Gosio im ausgehenden 19. Jahrhundert aus Maispflanzen
isoliert, und 1913 von Alsberg und Black in gereinigter Form gewonnen worden.
Die Mycophenolsdure hatte zunachst in den vierziger Jahren aufgrund ihrer
antibakteriellen und fungiziden Wirkung Aufsehen erregt [61]. Uber eine
antineoplastische Eigenschaft war erst 1968 berichtet worden [61, 191]. Im
darauffolgenden Jahr hatten die Japaner Mitsui und Suzuki die
immunsuppressiven Effekte von Mycophenolat beschrieben [120]. Franklin
identifizierte schliesslich 1969 die zentrale Wirkung der Hemmung der Inosin 5°-
Monophosphat-Dehydrogenase (IMPDH), eines an der Purinbiosynthese
beteiligten Schlisselenzyms [51].

Die Markteinfihrung als Immunsuppressivum erfolgte erst zwanzig Jahre spater.
MMF erwies sich als potenter Wirkstoff in der Prophylaxe und Behandlung von
Abstossungsreaktionen auf dem Gebiet der Nierentransplantation, mit dem
zusatzlichen Vorteil eines glnstigen Nebenwirkungsprofiles [1, 134]. Drei Jahre
spater erhielt das Pharmakon auch die Zulassung zur AbstoBungsprophylaxe
nach Herztransplantation [61]. Seit seiner Einflhrung ist Mycophenolat Mofetil
weltweit zu einem Meilenstein der immunsuppressiven Therapie geworden, und
wird heutzutage vorrangig als Bestandteil von Erhaltungstherapieregimen nach
soliden Organtransplantationen [42], sowie in der Behandlung autoimmuner
Erkrankungen, eingesetzt [55]. Vorrangig findet der Wirkstoff in Kombination mit
CsA und Steroiden in der Transplantationsmedizin Anwendung, und wird in fixen

Dosen verabreicht [15].

Mycophenolat Mofetil (MMF) stellt ein Prodrug der Mycophenolsaure, eines
Garungsproduktes verschiedener Pilzarten der Gattung Penicillium, dar. Die
Mycophenolsaure selbst ist ein aktiver Metabolit, der aus dem 2,4-
Morpholinoethylester Mycophenolat Mofetil (MMF), in vivo durch Hydrolyse Uber

Plasmaesterasen, erzeugt wird [61].
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Mycophenolat- : maofetil

Abb. 3: Strukturformel Mycophenolat (MPA) und Mycophenolat Mofetil (MMF) Quelle: [108].

Die Entwicklung der magensaftresistenten Formulierung EC-MPS unter dem
Handelsnamen Myfortic® erfolgte mit der Intention eine verbesserte Variante
hinsichtlich der gastrointestinalen Vertraglichkeit zu schaffen, indem der aktive
Metabolit erst in der alkalischeren Umgebung des Dinndarmes freigesetzt wird
[26]. Uber die distalere Freisetzung sollte zudem eine bessere Absorption erreicht
werden [19]. EC-MPS stellt in seiner chemischen Eigenschaft das
Mononatriumsalz der Mycophenolsdure dar [26]. Die beiden Formulierungen
gelten als nicht biodquivalent [178], und zeichnen sich durch unterschiedliche
Charakteristika ihrer Pharmakokinetik aus. Das in einzelnen Studien beobachtete
bessere klinische Outcome unter EC-MPS ist in erster Linie auf die bessere
gastrointestinale Vertraglichkeit der magensaftresistenten Form zurlckzufihren,
die eine Dosisreduktion bzw. Behandlungsabbriiche weniger oft erforderlich
machte. Die optimierte Vertraglichkeit von EC-MPS kénnte zukilnftig
immunsuppressive  Behandlungsstrategien auf diesem Gebiet wesentlich
verbessern, und neue Horizonte der Therapie, durch CNI-sparende
Therapieprotokolle oder intensivierte EC-MPS Dosis-Regime bei
Hochrisikopatienten, er6ffnen [35].

Nach neueren Erkenntnissen verfugt MMF GUber nephroprotektive Eigenschaften,
wodurch es im Hinblick auf transplantierte Patienten mit eingeschrankter
Nierenfunktion, z.B. in Folge einer Langzeitbehandlung mit Cyclosporin A,
zunehmend an Bedeutung als Option in der Erhaltungstherapie gewinnt [155]. Im
Rahmen mehrerer multizentrischer Studien wurde die Uberlegenheit von
Mycophenolat Mofetil gegentber Azathioprin in  der Prophylaxe von
Abstossungsreaktionen bei Nierentransplantaten beschrieben [1, 2, 65, 169]. Die
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Indikation zur primdren Behandlung mit MMF stellt sich unter anderem bei
transplantierten Patienten, in deren Fall sich der Einsatz von Calcineurin-
Inhibitoren wie Cyclosporin A auf Grund von Kontraindikationen, wie drohender
medikamentdser Interaktionen oder unter Berlcksichtigung bestehender

Komorbiditaten, verbietet [61].

Wirkmechanismus

Die Wirkung der Mycophenolsdure basiert auf einer selektiven und
nichtkompetitiven Hemmung der sogenannten Inosin 5°-Monophosphat-
Dehydrogensase (IMPDH), einem Schliisselenzym der de novo Purinbiosynthese
[6, 25, 63]. Die de novo Purinsynthese wiederum nimmt eine zentrale Rolle
bezlglich des Metabolismus, der Differenzierung und Replikation von
Lymphozyten ein. Die IMPDH wird von T-und B-Lymphozyten gebildet und
wahrend der Phase der Zellaktivierung gesteigert exprimiert [141].

Es existieren zwei bekannte Isoformen der IMPDH, Typ | und Typ Il. Wahrend Typ
| vornehmlich von aktivierten Lymphozyten exprimiert wird, findet man Typ Il bei
allen Zellarten. Unter Berlicksichtigung der Wirkpotenz beider Isoformen bewirkt
die Mycophenolséaure eine 5-bis 10-fach starkere Hemmung der IMPDH-Typ |l
aktivierter Lymphozyten [7, 52, 101].

Der Wirkmechanismus untergliedert sich, wie im Folgenden aufgefihrt, in mehrere
Teilschritte. Die NAD+ abhéngige Dehydrogenase transferriert IMP
(Inosinmonophosphat) zu XMP (Xanthinmonophosphat). In Folge der Hemmung
des Enzyms IMPDH erfolgt eine Depletion von dGTP im Rahmen des de novo
Purinstoffwechsels. Dies kann im Falle aktivierter bzw. proliferierender
Lymphozyten nicht durch den salvage pathway kompensiert werden, und flhrt
somit zur DNA-Synthese-Hemmung und Inhibition der Proliferation von
Lymphozyten [6, 61]. Nicht proliferierende Lymphozyten hingegen sind dazu in der
Lage ihren metabolischen Bedarf Gber den salvage pathway allein zu decken [48].
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Abb. 4: Schematische Darstellung des Wirkmechanismus von Mycophenolat Mofetil (MMF).
MPA: Mycophenolsaure. IMPDH: Inosin 5’-Monophosphat-Dehydrogenase. IMP:
Inosinmonophosphat. GMP: Guanosinmonophosphat. HGPR: Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase.

Als Antwort auf mitogenische oder allospezifische Stimulation hemmt MPA die
Proliferation von B-, und T-Zellen [6, 59, 61], und zeichnet sich in dieser Funktion
vor allem durch den Vorteil der Selektivitat seiner Wirkung auf Lymphozyten aus
[61]. Diese Wirkspezifitdt resultiert aus zwei Charakteristika proliferierender
Lymphozyten, zum einen aus der Abhangigkeit des Mechanismus von der de novo
Purinsynthese, und zum anderen aus der bevorzugten Expression der Isoform Typ
Il der IMPDH durch diese Zellen [6].

Darlberhinaus verhindert MPA den Abbau des cyclin-abhangigen Kinase
Inhibitors p27P' [34, 141]. Somit interagiert MPA spezifisch mit cytokin-
abhangigen Signalkaskaden, die aktivierte T-Lymphozyten am Ubergang von der
frhen zur mittleren G1-Phase des Zellzykluses blockieren [7]. Im Gegensatz zum
Wirkmechanismus der Calcineurin-Inhibitoren hemmt MPA auf Zytokinebene
weder die IL-2 Produktion noch die Expression von IL-2 Rezeptoren. Die
Proliferationshemmung erfolgt am Ubergang der G1- zur S-Phase des Zellzyklus
[77], frGhe Stadien der Lymphozytenaktivierung, wie die Zytokinproduktion,
werden durch MPA nicht beeinflusst [77, 169, 186].

Die GTP-Depletion hat neben der Inhibition der Nukleinséduresynthese auch eine
Beeintrachtigung der Aktivitat von G-Proteinen und deren Funktion bezlglich der
Signaltransduktion zur Folge. Dies betrifft die Hemmung der Bildung von GDP-
Mannose- und GDP-Fucose-Zwischenstufen, und verhindert konsektiv deren

Einbau in Glykoproteine [61], was wiederum eine verringerte Glykosylierung von
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Adhéasionsmolekllen bewirkt [25, 57, 193]. Auch eine insgesamt verminderte
Expression von Adhé&sionsmolekllen, einschlieBlich der des intrazellularen
Adhessionsmolekils-1 (ICAM-1) sowie des Lymphozyten-Antigens-1 (LFA-1)
konnte im Rahmen einiger Untersuchungen unter Einfluss von MPA beobachtet
werden [46, 175]. Die daraus resultierende Migrationshemmung erklart die
verringerte Kapazitdt von Makrophagen und Lymphozyten in entzindlich
veranderte Gewebe einzuwandern [6, 162]. Unter Einfluss von MPA bilden
menschliche  Makrophagen als  Ausdruck der antiinflammatorischen
Wirkkomponente  liposomale  Hydrolasen, Liposome und den IL-1
Rezeptorantagonist IL-1ra [92].

Eine Eigenschaft die die Substanz insbesondere fir die Behandlung chronischer
Glomerulonephritiden pradestiniert, besteht in der Hemmung der Produktion
extrazellularer Matrix-Bestandteile durch Mesangiumszellen, sowie in einer
verminderten Produktion von Fibronektin und Kollagen Typ 1 [46]. Die
Kombination aus antiproliferativer Wirkung auf Mesangiumszellen [70] und
Expressionshemmung von Adhé&sionsmolekilen durch Lymphozyten sowie
Endothelzellen [116] unterdrickt die Invasion von Makrophagen und
Entziindungszellen im Rahmen der Entwicklung von Glomerolunephritiden [175].
Laut Nakamura et al. ist MPA auch in der Lage die Apoptose aktivierter T-
Lymphozyten auszulésen [129], um potentiell autoreaktive Zellen zu zerstéren.

Im Vergleich zu anderen Immunsuppressiva ist die Mycophenolsaure ein sehr
potenter Inhibitor der Antikdrperproduktion durch B-Zellen [92, 134].

Aufgrund der antiproliferativen Eigenschaften wird der Einsatz von MPA auch auf
dem Gebiet der Prophylaxe koronarer Re-Stenosierungsprozesse [184] und als
antineoplastische Substanz diskutiert [186]. Darlber hinaus wurde der Substanz
eine additive Wirkung in Kombination mit antiviralen Pharmaka zugesprochen
[186]. Zusammenfassend verflgt die Mycophenolsaure Uber ein breit gefachertes
Wirkspektrum, das neben der antiproliferativen Hauptkomponente auch
inhibitorische Effekte auf den Mechanismus des Monozyten-Rekruitments, die
Differenzierung dendritischer Zellen, die Antigenprasentation, die Expression ko-
stimulatorischer Molekille sowie die NO-Produktion und Zytokinexpression
umfasst [7].
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Metabolismus

Mycophenolat Mofetil (MMF), die inaktive Vorstufe von MPA und der magensaft-
resistenten Form EC-MPS, wird Uber den Gastrointestinaltrakt aufgenommen und
prasystemisch hydrolysiert, wodurch eine Bioverfligbarkeit von MPA von Gber 90
Prozent resultiert [10, 28, 94]. MPA wird in der Leber, dem Magen-Darmtrakt und
der Niere durch die Uridin Diphospat-Glucuronsyl Transferasen (UGTSs)
metabolisiert. Die vollstandige Umwandlung von MMF in den aktiven Metaboliten
MPA erfolgt im Bereich der Mucosa des Dinndarmes und wahrend der
Leberpassage [172].

In der Leber wird MPA durch die Uridin Diphospat-Glucuronsyl Transferase in
einen Hauptmetabolit, das sogenannte 7-0-MPA-Glucuronid (MPAG), das eine 20-
bis 100-fach héhere Plasmakonzentration als MPA aufweist, verstoffwechselt
[172]. MPAG ist nur ein schwacher IMPDH Inhibitor und pharmakologisch inaktiv
[61]. Zusatzlich entstehen wdhrend der Metabolisierung in deutlich geringerem
Ausmass mindestens drei weitere Metabolite, als aktiver Metabolit ein
Acylglucuronid (AcMPAG) und dartiberhinaus ein 7-O-Glucosid [28, 94].

Bis zu 87 Prozent von MPA werden als MPAG renal eliminiert, und weitere 6
Prozent Uber den Darm ausgeschieden [52, 61]. Der durch das ,multidrug-
resistance protein 2“ (MRP-2) Uber die Galle eliminierte Anteil von MPAG wird
durch Bakterien der Darmflora zu MPA deglucuronidiert und im Dickdarm
rickresorbiert [172]. Dieser Mechanismus des enterohepatischen Kreislaufes
bewirkt einen erneuten Anstieg der MPA-Plasmakonzentration 6 bis 12 Stunden
sowie 24 Stunden nach Einnahme von Mycophenolat [52, 164]. Der
enterohepatische Kreislauf von MPA und MPAG kann zwischen 40 und 60
Prozent zur AUC MPA beitragen [28, 172].

Die beiden Fomulierungen zeigen eine lineare Pharmakokinetik, bei MMF wird der
Spitzenspiegel normalerweise 1-2 Stunden nach Einnahme erreicht. Die mittlere
Halbwertszeit von MPA betragt zwischen 9 und 17 Stunden [172]. Entsprechend
der Literaturangaben konnte fir MMF eine Bioverflgbarkeit von Gber 90 Prozent
beobachtet werden [10, 28, 94]. GemaB der Herstellerangaben betragt die
absolute Bioverfligbarkeit von MPA, bei stabilen Nierentransplantierten nach
oraler Gabe von EC-MPS, zirka 72 Prozent [172].
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Beinahe 99 Prozent von MPA und zirka 82 Prozent von MPAG liegen
proteingebunden vor [28]. In Vollblut sind in vivo Gber 99 Prozent von MPA im
Plasma an Albumin gebunden. Diese Eigenschaft pradestiniert Plasma oder
Serum als Medien der Wahl zur Analyse der MPA-Konzentration [61, 135]. Laut
Nowak et al. verfligt nur der freie, nicht proteingebundene Anteil von MPA Uber
das Potential zur Hemmung der IMPDH in vitro. Folglich basiert die

immunsuppressive Wirkung in erster Linie auf dem freien Anteil von MPA [9].

Unerwiinschte Arzneimittelnebenwirkungen und Interaktionen

Der Wirkstoff zeichnet sich unter Berlcksichtigung der Charakteristika anderer
etablierter Immunsuppressiva durch eine gute Vertraglichkeit aus [33].
Gastrointestinale, hamatologische und infektibse Nebenwirkungen werden
vorrangig mit dem Einsatz von MPA assoziiert [172]. Grundsatzlich sind die
unerwinschten Arzneimittelnebenwirkungen der Mycophenolsédure dosisabhangig
[52], und zeigen sich nach Dosisreduktion reversibel [56]. Am haufigsten treten bei
bis zu 40 Prozent der Patienten gastrointestinale Beschwerden wie Diarrhd,
Ubelkeit und Erbrechen auf [52, 66, 74, 168].

Auch die gastrointestinale Toxizitdt von MPA scheint dosisabhéngig. Die Atiologie
der gastrointestinalen Nebenwirkungen ist noch nicht vollstandig geklart [16], sie
ist jedoch am ehesten auf die antiproliferative Wirkung von MPA auf Enterozyten
zurlickzufihren  [186].  Hinsichtlich  dieser  Problematik  sollte  die
magensaftresistente Form EC-MPS die Vertraglichkeit der Substanz optimieren.
Obwohl EC-MPS in Einzelfallen eine bessere Vertraglichkeit zeigte, liess sich
insgesamt im Rahmen mehrerer Studien kein signifikanter Unterschied bezlglich
der gastrointestinalen Toxizitat beider Darreichungsfomen nachweisen [10, 36,
176]. Da jedoch zumindest bei einigen Patienten eine bessere Vertraglichkeit
beobachtet werden konnte, kdnnte dadurch eine Dosisreduktion vermieden und
das klinische Outcome verbessert werden [64].

Neben den gastrointestinalen Beschwerden stellen die Entwicklung einer
arteriellen Hypertonie, Blutbildveranderungen wie Anamie und Leukopenie, sowie
ein gesteigertes Infektionsrisiko bis hin zur Sepsis, unerwiinschte Folgen einer
Therapie mit MPA dar [52, 61, 66]. Der Aspekt der Myelotoxizitat ist im Falle
dieses Immunsuppressivums noch nicht hinreichend geklart, da MPA seinem

Wirkmechanismus entsprechend und der Selektivitdt der Hemmung der de novo
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Nukleinsduresynthese folgend, in erster Linie auf proliferierende Lymphozyten
wirkt [61]. Im Vergleich zu einem weiteren Vertreter dieser Wirkstoffklasse —
Azathioprin — wurden deutlich seltener Félle von Knochenmarkstoxizitat,
Leberschaden und Mutagenitat unter MPA beschrieben [92].

Der kombinierte Einsatz mit anderen Immunsuppressiva birgt das Potential von
Interaktionen und beeinflusst die Pharmakokinetik von MPA. Die haufig
eingesetzte Kombination von MMF mit CsA kann z.B. zu einem verminderten
MPA-Spiegel, bei gleichzeitigem Anstieg der MPAG-Plasmakonzentration, flihren
[9]. Mégliche Interaktionen mit nicht immunsupppressiver Komedikation missen
bei simultaner Anwendung von MPA in Kombination mit Phosphatbindern,
Anionenaustauschharzen (Cholestyramin), Metallionen, Rifampicin, Antazida,
Virostatika (Ganciclovir, Aciclovir), oder bei Kombinationen mit Antibiotika wie z.B.
Norfloxacin oder Metronidazol, bericksichtigt werden [172]. Aus einer
kombinierten Anwendung mit diesen Pharmaka kann insbesondere eine
Beeinflussung der MPA-Absorption, des enterohepatischen Kreislaufes und

folglich der Plasmakonzentration von MPA resultieren [28, 172].
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1.2 Immunologische Grundlagen

1.2.1 T - Lymphozyten

Als Teil des menschlichen Immunsystems repasentieren T-Lymphozyten auf
zellularer Ebene eine der wichtigsten Komponenten der antigenabhangigen,
adaptiven Abwehr. In dieser Funktion Uben sie komplexe Abwehrmechanismen
des menschlichen Organismus gegen exogene Krankheitserreger und
pathologische Autoimmunprozesse aus. Sie leiten sich von pluripotenten
Stammzellen des Knochenmarks ab, ihre Bezeichnung geht jedoch auf ihren
Reifungsort, den Thymus, zurlck [125]. Als Effektorzellen der immunologischen
Antwort spielen T-Lymphozyten sowohl in der Vermittlung der zellularen als auch
der humoralen Immunitét eine zentrale Rolle. Sie Ubernehmen unter anderem die

Aufgabe der Erkennung von Tumorzellen oder virusinfizierter Zellen [121].

Die Detektion veranderter Zellen erfolgt Uber einen in der Zytoplasmamebran
verankerten sogenannten T-Zell-Rezeptor (TCR: ,T-cell-receptor). Der T-Zell-
Rezeptor stellt ein aus zwei Polypeptidketten (a/B-Kette oder y/6-Kette)
bestehendes transmembrandses Heterodimer dar [121]. Die Mehrzahl dieser
Rezeptoren ist jeweils aus einer a- und B - Kette aufgebaut, wahrend ein kleiner
Anteil, der sich vornehmlich aus CD4+-T-Zellen zusammensetzt, eine y/d
Kombination tragt. Die Funktion dieser T-Zell-Subpopulation ist noch nicht
hinreichend geklart [71]. Der T-Zell-Rezeptor erkennt bereits prozessierte
Antigene in Verbindung mit dem passenden Haupthistokompatibilitditskomplex
(MHC: ,Major Histocompatibility Complex"), diese Eigenschaft wird auch als MHC-
Restriktion bezeichnet [43]. Die Besonderheit des T-Zell-Rezeptors liegt in seiner
Eigenschaft keiner somatischen Mutation zu unterliegen, so dass wéahrend seiner
Aktivierung, Differenzierung oder Entwicklung anders als bei Antikdrpern kein
Klassenwechsel stattfindet [126]. Die Vielfalt der T-Zell-Rezeptoren resultiert aus
einer wahrend der Differenzierung stattfindenden unterschiedlichen Kombination
von bis zu 100 V-Genabschnitten, mit wenigen D-, J- und C-Segmenten, durch
Mechanismen wie die somatische Rekombination [121]. Zusatzlich bilden T-

Lymphozyten auf ihrer Oberflache CD3-Molekiile aus, die mit dem T-Zell-Rezeptor



Einleitung 19

assoziiert sind. Dieser TcR/CD3-Komplex erkennt Antigene, die durch MHC-
Moleklle den Zielzellen prasentiert werden, und initiiert die Aktivierung von T-
Zellen.

Neben dem  TcR/CD3-Komplex werden die T-Zellen durch ihre
Oberflachenproteine CD4 oder CD8 naher charakterisiert, und darliber in zwei
Hauptgruppen, die CD4+- und CD8+-T-Zellen, unterteilt. Die CD4+-Zellen, auf die
hier ndher eingegangen werden soll, werden auch T-Helferzellen genannt. Die
Helferzellen (Obernehmen als spezialisiete  Untergruppe die primére
Effektorfunktion der zellularen Abwehr. In diesem Rahmen Uben sie vier zentrale
Aufgaben aus. Sie helfen antigen-stimulierten B-Lymphozyten zu proliferieren und
sich zu antikérper-produzierenden Zellen zu entwickeln, sie erkennen fremde,
spezifisch  MHC-Klasse ll-assoziierte  Antigenkomplexe auf  B-Zellen,
Makrophagen, Monozyten und anderen antigenprasentierenden Zellen, und sie

unterstitzen Effektor-T-Zellen bei der zellular-vermittelten Immunitat.

Ihre Aufgaben nehmen CD4+-T-Zellen nach Aktivierung wiederum in Form zweier
Untergruppen ihrer Zelllinie wahr, bezlglich derer Uber die jeweilig
unterschiedliche Zytokinexpression TH1- und TH2-Zellen unterschieden werden.
Die Anwort der TH1-Zellen auf bestimmte Pathogene basiert auf einer Aktivierung
zytotoxischer T-Lymphozyten und/oder der Auslésung einer verzdgerten
Hypersensitivitats-Reaktion [158]. TH1-Zellen zeichnen sich durch die Produktion
inflammatorischer Zytokine wie IL-2, IFN-y, IFN-B und Leukotrien A aus, wahrend
die Subpopulation der TH2-Zellen durch die Expression der Zytokine IL-3, -4, -5, -
6, -10 und IL-13 charakterisiert wird [148, 158]. Die Untergruppe der TH1-Zellen ist
hauptséchlich an der Elimination intrazellularer Pathogene durch Steuerung der
zellularen Immunitat beteiligt, wohingegen TH2-Zellen dazu beitragen, dass B-
Lymphozyten bestimmte Antikdrperklassen produzieren (z.B. IgA und IgE) und
dadurch extrazellulare Pathogene beseitigt werden. Im Gegensatz zu TH2-Zellen
tben TH1-Zellen eine duale Funktion aus. Zum einen kontrollieren sie bestimmte
intrazellulare bakterielle Erreger indem sie entsprechende Antigene auf der
Oberflache von Makrophagen erkennen, andererseits besteht ihre Funktion als
sogenannte ,T-Helferzellen® darin, die Produktion von Antikérpern Uber
kostimulatorische Signale bzw. Interaktion mit B-Zellen hervorzurufen. TH2-Zellen

sind dahingegen ausschliesslich dazu bestimmt, die Antikbrperproduktion durch
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naive B-Zellen zu aktivieren [127]. Die beiden Subpopulationen beeinflussen sich
in ihrer Wirkung gegenseitig, so sind z.B. TH2-Zellen in der Lage durch TH1-
Zellen hervorgerufene inflammatorische Prozesse zu hemmen [158]. Eine dritte
Untergruppe CD4+-T-Zellen, genannt regulatorische T-Zellen (friher ,Suppressor-
T-Zellen®), dient der Kontrolle und Unterdrlickung autoreaktiver CD4+- und CD8+-
T-Zellen, und ist an der Wahrung der Selbsttoleranz des Organismus beteiligt
[114].

1.2.2 Zytokine und Aktivierungsmarker

Der Mechanismus der T-Zell-Aktivierung beruht nicht nur auf der Interaktion
zwischen MHC-gebundenem Peptid, T-Zell-Rezeptor und CD4+- oder CD8+-T-
Zellen, vielmehr sind dardberhinaus noch weitere Kostimulatoren involviert, die
den Aktivierungsprozess von T-Lymphozyten komplettieren [128]. Eine zentrale
Rolle in diesem Prozess spielt eine Gruppe von ,Signalstoffen®, die sogenannten
Zytokine. Zytokine sind chemische Botenstoffe, die von korpereigenen Zellen
gebildet werden. Sie werden von verschiedenen Zellen, vorrangig von
antigenspezifischen CD4+-T-Zellen und Makrophagen sezerniert, und
beeinflussen sich in ihrer Wirkung und Expression gegenseitig. Es handelt sich um
|6sliche Proteine, die den Ablauf der Immunreaktion in Form einer Induktion von
entzindlichen und immunologischen Prozessen steuern. Entsprechend ihrer
strukturellen Eigenschaften lassen sich zwei Hauptgruppen von Zytokinen
unterscheiden, die Hamatopoetin-Familie, welche Wachstumshormone und viele
Interleukine umfasst, und die TNF-Familie. Beide Gruppen spielen sowohl fiir die

angeborene, als auch fur die erworbene Immunitat eine wichtige Rolle.

Als Regulatoren des Wachstums und der Differenzierung von Lymphozyten
bewirken sie die Aktivierungsphase der spezifischen Immunantwort. Die
regulatorische Funktion der T-Lymphozyten erfolgt CUGber die Freisetzung
verschiedenster Zytokine, mit aktivierender oder auch hemmender Wirkung. Jede
T-Zelle verflgt Uber ein charakteristisches (Zytokin-) Muster, und kann darlber
unterschiedliche Effekte auslésen. Zytokine sind die wichtigsten Effektormolekile

zytotoxischer T-Zellen [128]. Ihre Wirkung wird Uber Rezeptoren vermittelt, deren
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Expression auch durch die Zytokine selbst reguliert wird. Die Reaktion einer Zelle
auf die Ausschittung von Zytokinen hangt wiederum davon ab, ob sie Uber die
entsprechenden Rezeptoren verflgt. Zytokine sind im Stande auf die sie
produzierende Zelle (autokrin), auf benachbarte Zellen (parakrin), oder via
Blutweg auf weiter entferntere Zellen (endokrin) einzuwirken [128]. Die Bindung
von Zytokinen an bestimmte Rezeptoren fOhrt zu Wachstums- und
Differenzierungssignalen.

Diese Arbeit befasst sich mit zwei proinflammatorischen Zytokinen, Interleukin-2
(IL-2) und Interferon-gamma (IFN-y). Die Auswahl dieser Zytokine erklart sich
durch ihre Funktion als Reprasentanten der frihen Lymphozytenaktivierung. Aus
der Gruppe der Aktivierungsmarker wurde CD69 ausgewdahlt, und in seiner
Eigenschaft als Marker der sehr frihen T-Zell-Aktivierung betrachtet.

Interferon-gamma (IFN-y)

Die Interferone werden anhand ihrer biochemischen und serologischen
Eigenschaften in zwei Gruppen unterteilt. Die Gruppe Typ-I beinhaltet IFN-a und
IFN-B. Das als Immuninterferon bezeichnete IFN-y ist ein Glykoprotein und zahlt
zur Gruppe Typ-ll. Ihre Wirkung wird durch die Interaktion mit speziellen
Interferon-Rezeptoren, die von beinahe allen Zelltypen exprimiert werden,
vermittelt. Entsprechend der oben genannten Untergruppen werden auch hier
Typ-l1 und Typ-ll Rezeptoren unterschieden. Die Signaltransduktion erfolgt Uber
den Phosphoinositolweg durch die Aktivierung einer Proteinkinase. Nach
Antigenkontakt wird IFN-y hauptsachlich von aktivierten T-Helferzellen und NK-
Zellen produziert [93].

Interferon-y zeichnet sich durch eine rezeptorvermittelte antiproliferative sowie
antivirale Wirkung aus. Die antiviralen Effekte beruhen hauptsachlich auf einer
Hemmung der Proteinbiosynthese. Als Hauptzytokin CD8+-Effektor-T-Zellen ist es
in der Lage neben einer Hemmung der Virusreplikation, Viren aus infizierten
Zellen zu entfernen ohne die jeweilige Zelle abzutdten. IFN-y wird auch von TH1-
Zellen exprimiert und fungiert dann als wichtigstes Makrophagen-aktivierendes
Zytokin. Darlberhinaus hemmt IFN-y die Proliferation von B- und T-Zellen. In
seiner Funktion als Immunmodulator bewirkt es eine Steigerung der MHC Klasse |
und Il Expression, wodurch eine Verbesserung der Antigenprasentation ausgelést
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wird. Das Zytokin fordert die Differenzierung von TH1-Zellen, wohingegen es auf
die Bildung von TH2-Zellen inhibitorische Effekte austbt. Ausserdem steigert es
die zytolytische Aktivitat von NK-Zellen und aktiviert Phagozyten [93].

Interferone interagieren mit anderen Zytokinen, so wird z.B. durch den Einfluss
von IL-2 die IFN-y-Produktion initiiert. Umgekehrt besteht eine synergistische
Wirkung von IFN-y auf die IL-2-induzierte Immunglobulin-Produktion, im Sinne
einer Steigerung des Immunglobulinklassenwechsels zum 1gG2, was wiederum
eine Verstarkung der Phagozytose zur Folge hat. Die Rolle eines Antagonisten
nimmt IFN-y gegenlber IL-4 ein, indem es die Inhibition der IL-4 vermittelten IgG1-
Produktion sowie des Isotyp-,Switching” zu IgE bewirkt. Die IL-4 induzierte B-Zell-
Aktivierung sowie Expression eines FC-Rezeptortyps werden ebenfalls gehemmit.
In entzindlich veranderten Geweben induziert IFN-y bei vaskularen
Endothelzellen eine Expression von Adhasionsmolekilen, daraus resultiert eine
Migration von Enziindungszellen in das betroffene Gewebe. Durch die derartige
inhibitorische und stimulative gegenseitige Beeinflussung der Mediatoren wird die

Realisierung einer gezielten Immunantwort ermdglicht [93].

Interleukin-2 (IL-2)

Der auch unter der Bezeichnung , T-cell growth factor” (TCGF) bekannte Vertreter
der Zytokine nimmt eine Schllsselrolle in der Steuerung der Proliferation und
Differenzierung von T-Zellen ein. In erster Linie von aktivierten naiven T-Zellen
gebildet, reguliert es als autokriner Wachstumsfaktor deren zentrale
Differenzierungsschritte. Die Expression von IL-2, nach antigenspezifischer
Stimulation, erfolgt sowohl durch CD4+-T-Zellen, als auch in geringerem Ausmaf
durch CD8+-T-Zellen [128]. Die Wirkung des Zytokins auf T-Zellen wird Uber den
IL-2-Rezeptor vermittelt. Dieser besteht aus mindestens drei Untereinheiten, den
sogenannten alpha-, beta- und gamma-Ketten [119].

In seiner Funktion als parakriner Wachstumsfaktor beeinflusst das Zytokin durch
seine Wirkung zusatzlich Zellen seiner Umgebung, es stimuliert das Wachstum
und die zytotoxischen Eigenschaften von NK-Zellen [97], und tragt dadurch zur
Entstehung von Lymphokin-aktivierten-Killer-Zellen (LAK-Zellen) bei [22].
Desweiteren initiiert IL-2 die Synthese weiterer Vertreter der Gruppe der Zytokine,
beispielsweise von Interferon-y, durch Einleitung der Transkription dieses Faktors.

Ein zusatzlicher Aspekt des Wirkspektrums von IL-2 betrifft die Beeinflussung von
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B-Zellen im Sinne eines Wachstumsfaktors, indem es zu einer Steigerung der
Antikérperproduktion fuhrt [22].

Die Synthese dieses Interleukins erreicht ihren H6hepunkt bereits vier Stunden
nach erfolgter Aktivierung und halt nur Uber einen kurzen Zeitraum (mehrere
Stunden nach Aktivierung) an [112]. Die produzierte Menge an IL-2 bestimmt das
AusmafB der nachfolgenden Immunantwort, und reprasentiert somit einen

quantitativen Marker der Zielzellantwort.

Der Aktivierungsmarker CD69

Als eine der ersten Reaktionen auf eine Antigenstimulation exprimieren T- und B-
Zellen sowie natirliche Killerzellen den Aktivierungsmarker CD69 [32, 97]. Der
Marker ist ein homodimeres phosphoryliertes Oberflachenprotein [107].
Entsprechend seiner Funktion und des Zeitpunktes seiner Expression ist CD69
auch unter den Synonymen ,activation inducer molecule* (AIM) [32], ,early
activation antigen“ (EA-1) [130] , ,Leu-23“ [97] oder ,MLR-3 Antigen“ bekannt
[152]. Es wird angenommen, dass die Ausschittung von CD69 eine zentrale Rolle
im Rahmen der Aktivierung der T-Zellen spielt [177]. Charakteristischerweise wird
CD69 von antigen- oder mitogen-stimulierten Lymphozyten exprimiert, wahrend
dieser Marker auf der Plasmamembran von ruhenden PBMCs nicht nachweisbar
ist [112]. Der Zeitpunkt der maximalen Expression von CD69 wird 8 Stunden nach
Stimulation erreicht. Die Expressionskinetik folgt dem Muster eines schnellen und
kurzfristigen Anstieges, mit einem linearen Verlauf innerhalb der ersten 6 Stunden
[111], gefolgt von einer ebenso raschen Abnahme der Expression [97, 107, 111].
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1.2.3 Die Untersuchung der frithen T- Zell-Aktivierung

Unter Berilcksichtigung des Aktivierungszustandes und ihrer Zellmorphologie
lassen sich T-Lymphozyten in naive oder aktivierte T-Zellen, sowie in aktivierte T-
Effektor- und Gedéachtniszellen (,Memory Cells®) unterteilen. Das Verfahren der im
Weiteren gezeigten Untersuchungen konzentriert sich auf die Phase der friihen
Aktivierung CD4+-Zellen (TH1-Zellen). Die Methode verfolgt die Bestimmung der
immunsuppressiven Aktivitat durch die Quantifizierung der Frequenz CD4+-Zellen,
Uber die Expression von CD69 und intrazellularen Zytokinen, mithilfe der
durchflusszytometrischen Analyse. Diese Form der Lymphozytenfunktions-
untersuchung bietet die Mdglichkeit die biologische Wirkung eines Pharmakons ex
vivo zu erfassen, und durch pharmakokinetische Daten zeitgleich entnommener
Proben zu erganzen. Dadurch soll ein mdglichst umfassendes Bild der
Immunsuppression generiert werden. Im Vergleich zu biochemischen Drug
Monitoring ~ Verfahren  kénnen  funktionelle  Ergebnisse  Uber  die
pharmakodynamische Wirkung des Immunsuppressivums erhoben werden.

Somit besteht die Intention dieses Ansatzes in einer zuverlassigeren Einschatzung
des inividuellen Ansprechens auf verschiedene Pharmaka. Dies reprasentiert
einen wichtigen Schritt auf dem Weg zu einer immunsuppressiven Therapie, in
deren Rahmen Auswahl und Dosierung der Medikamente optimiert und auf das

Individuum abgestimmt werden kénnen.

Da die durchflusszytometrische Evaluation der frihen T-Zell-Aktiverung eine
multiparametrische ~ Untersuchung erlaubt, lassen sich  verschiedene
Lymphozytensubsets (z.B. CD4+-/CD8+-T-Zellen) und einzelne spezifische T-
Zellen gleichzeitig anhand einer Probe untersuchen. Folglich stellt diese Methode
eine wenig zeitaufwendige Analyse antigenspezifischer T-Zell-Antworten dar.

Wahrend durch eine Antigenstimulation Uber den T-Zell-Rezeptor allein nur
Effektor- oder Gedachtniszellen aktiviert werden kénnen, bendtigt die Aktivierung
naiver T-Zellen bestimmte kostimulatorische Signale. Fir diese Untersuchungen
diente als Kostimulans eines der wichtigsten Molekule zur Aktivierung von naiven
T-Zellen - das Glykoprotein CD28. Dieses férdert die IL-2 Sekretion nach
Aktivierung und verhindert gleichzeitig eine Apoptose der T-Zelle wahrend der

Aktivierungsphase [73].
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Im Rahmen der Versuchsandordung des Early Activation Assay wurde zusatzlich,
wie unter 2.2.1.1 beschrieben, eine Antigenstimulation der T-Lymphozyten
durchgefihrt. Hierfir kamen das zellulare Antigen HFF (HFF-Negativkontrolle),
das Superantigen Staphylokokken Enterotoxin B (SEB), sowie CMV-Antigen zum
Einsatz. SEB als Vertreter bakterieller Superantigene wird in seiner Wirkung durch
eine Bindung an die B-Kette des T-Zell-Rezeptors charakterisiert, die entfernt von
der komplementaritatsbestimmenden- und von der peptidbindenden Region des
MHC-II-Molekiils erfolgt. Somit ruft SEB eine T-Zell-Rezeptor unabhangige
Aktivierung hervor. Die weite Verbreitung solcher Bindungssequenzen ermdéglicht
die Stimulation ganzer T-Zell-Subsets. Diese Eigenschaft pradestiniert SEB zum
Einsatz als sogenannte ,Positivkontrolle®  fir  Lymphozytenfunktions-
untersuchungen. Im Gegensatz zu SEB wurde durch CMV-Antigen die T-Zell-
Rezeptor-abhangige Lymphozytenaktivierung ausgel6st. Der Einsatz dieses
Antigens als stimulierendes Agens zur Durchfihrung der frihen
Lymphozytenaktivierung erklart sich zudem durch die hohe Frequenz CMV
spezifischer Gedachtniszellen bei CMV-Seropositiven (ca. 1 Prozent aller CD4+-T-
Zellen). Dadurch eignet sich die Erfassung CMV-reaktiver Zellen zur
Untersuchung des Einflusses von Medikamentenspiegeln auf die quantitative T-
Zell-Funktion sehr gut.

Die Expression von CD69 als friher Aktivierungsmarker zeigt ihren Héhepunkt
nach 8 Stunden. Auch das Maximum der Produktion von IL-2 und IFN-y wird
zeitnah, wenige Stunden nach Aktivierung, erreicht [112]. Wahrend klassische
Lymphozytenproliferations-Assays, wie zum  z.B. der  H3-Thymidin
Proliferationstest, eine Langzeitkultivierung der Zellen erfordern und nur spate
Stadien der Aktivierung erfassen [15], wurde der im Rahmen dieser Arbeit
angewandte Lymphozytenfunktionstest (Early Activation Assay) innerhalb von 5
Stunden an Vollblut-Proben durchgefihrt.

Das Medium der Wahl fir die géngigen pharmakodynamischen Monitoring-
Verfahren auf dem Gebiet der Immunsuppressiva ist laut Gummert et al. Vollblut.
Dies basiert auf der Erkenntnis, dass Untersuchungen an Zellkulturen oder
isolierten Lymphozyten die Wirkung der Immunsuppressiva in vivo nicht

vollstandig und realitatsgetreu abbilden [62], da sich Zellkulturen von
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menschlichen Zellen grundsétzlich unterscheiden, und die Isolation von Zellreihen
einen Verlust bestimmter Zellpopulationen und Zellinteraktionen zur Folge haben
kann [41]. Zusammenfassend pradestiniert sich die Methode der friihen T-Zell-
Aktivierung als Monitoring-Verfahren, durch die Eigenschaft einer schnellen
Kinetik und zeitlich begrenzten Expression der Aktivierungsmarker (CD69) und
Zytokine (IFN-y, IL-2), wodurch eine direkte Erfassung der Zielzellantwort auf

einen experimentellen Stimulus erméglicht wird [112].

Lymphozytenfunktionsuntersuchungen

Quantifizierung und Erfassung der Zielzellaktivitiat (Pharmakodynamik) von TH1-Zellen

Fruhe Aktivierung Proliferation

Stunden Tage :

e
E—

- (e

B Aktivierungsmarker (z.B. CD69)
e Zytokine (z.B. IFN-y, IL2)
\ Antigenstimulation

Abb. 5: Schema Funktionsuntersuchungen von Lymphozyten.
TH1-Zellen: Typ 1-T-Helferzellen. IFN-y: Interferon-gamma. IL2: Interleukin-2.
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1.3 Cytomegalievirus

Vor mehr als 90 Jahren hatte der amerikanische Pathologe Dr. Ernest William
Goodpasture, entsprechend des histopathologischen Korrelates dieser
Virusinfektion, den Begriff ,cytomegal® gepragt [68]. Seine Bezeichnung erhielt das
ubiquitédr vorkommende Herpesvirus auf Grund der Eigenschaft eine auffallende
VergréBerung der infizierten Zielzellen hervorzurufen, welche mikroskopisch als
sogenannte Riesenzellen mit nukleéren, eulenaugenartigen Einschlusskdrperchen
imponieren. Diese bereits im Zusammenhang mit unterschiedlichen Erkankungen
insbesondere bei Kindern entdeckten histopathologischen Veranderungen,
wurden von Goodpasture erstmalig als Folge einer Virusinfektion interpretiert [68].

Als haufigster viraler Erreger von Embryo- und Fetopathien durch pra- oder
perinatale Infektion erlangte es seine urspriingliche klinische Bedeutung [122]. Es
zahlt zur Unterfamilie der Betaherpesvirinae und wird durch ein enges
Wirtsspektrum und einen langsamen Replikationszyklus charakterisiert [24, 185].
Heutzutage ist das humanpathogene doppelstrangige DNA-Virus unter den
synonymen Bezeichnungen ,Humanes Cytomegalievirus® (HCMV/CMV) oder
,=Humanes-Herpes-Virus 5“ (HHV 5) bekannt. In Abhé&ngigkeit von Alter und
soziobkonomischem Status betragt die Durchseuchungsrate in Deutschland 40 -
90 Prozent [122].

CMV ist einer der wichtigsten  opportunistischen  Erreger  bei
Transplantatempfangern unter Immunsuppression, und als solcher ursachlich far
die Entwicklung schwerer CMV-assoziierter-Erkrankungen mit hoher Letalitat
[187]. Bei HIV-Patienten und Knochenmarkstransplantierten gilt die interstitielle
Cytomegalieviruspneumonie als haufige Todesursache [122]. Die kongenitale
Cytomegalievirusinfektion stellt die weltweit haufigste angeborene Virusinfektion
dar [68]. AuBerdem kommt diesem Virus als Ausléser sekundarer
Folgerkrankungen, wie akuten oder chronischen AbstoBungsreaktionen, kardialen
Komplikationen, Diabetes und der Entwicklung lymphoproliferativer Erkankungen,
Bedeutung zu [86]. CMV gilt als ein wesentlicher prognostischer Faktor der
Transplantatiberlebensdauer [137].
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Eine Primarinfektion durch HCMV erzeugt die Bildung von IgM- und IgG-
Antikdrpern sowie die Induktion zytotoxischer T-Zellen. Wahrend die Antikérper
dem Schutz vor einer Neuinfektion und Neutralisation extrazellularer freier
Virionen dienen, kommt der zellularen Immunantwort die Bedeutung der
Eliminierung virusinfizierter Zellen zu. Beide Mechanismen sind jedoch nicht in der
Lage die Reaktivierung einer latenten Infektion vollstandig zu verhindern [122].

Die Primarinfektion verlauft bei Gesunden meist asymptomatisch und flhrt bei
Immunkompetenten nur in seltenen Fallen zu einem Mononukleose-&hnlichen
Krankheitsbild. Vielmehr stellt dieses Virus eine allgegenwaértige Gefahr fir
immunsupprimierte Patienten dar. Entsprechend der Viruslokalisation zeigen
Betroffene neben Fieber und unspezifischen Allgemeinsymptomen als klinische
Manifestation Erkrankungen wie Pneumonien, Nephritiden, Enterokolitiden,
Hepatitiden, Chorioretinitiden oder gelegentlich auch das Bild einer Enzephalitis
[122, 137]. Im Gegensatz zu friher fihrt eine CMV-Infektion bei
Nierentransplantierten mittlerweile eher zu schleichenden, spéater nach
Transplantation einsetzenden, haufig fieberfreien Verlaufen mit milderer
Allgemeinsymptomatik [137].

Eine weitere wichtige Rolle spielt das Cytomegalievirus, wie oben bereits erwahnt,
bei Primarinfektionen von Neugeborenen und Feten. Neben der Ubertragung
durch Kérpersekrete und Blutprodukte stellt die transplazentare Infektion einen
weiteren wichtigen Ubertragungsweg dar [122]. Die postnatale Erkrankung bleibt
im Gegensatz zur Infektion bei Immundefizienten auf Organmanifestationen
beschrankt, da die produktiven und cytopathogenen Mechanismen der viralen
Genexpression der immunologischen Kontrolle des immunkompetenten
Individuums unterliegen, und durch diese begrenzt werden [68]. Eine postnatale
Infektion kann zu neurologischen Spatschaden wie geistiger Retardierung,
Verkalkungen im Gehirn, Blind- oder Taubheit fihren. Pranatale Infektionen
verursachen in bis zu zehn Prozent der Félle die sogenannte ,cytomegale
Einschlusskdrperchenkrankheit, die Entwicklungsstérungen, Thrombozytopenien,
Hepatosplenomegalie und haufig einen letalen Verlauf zur Folge haben kann
[122].
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Verschiedene Testverfahren zum Nachweis einer CMV-Infektion kommen je nach
Indikation zum Einsatz. Die Diagnosestellung der Primarinfektion basiert
Ublicherweise auf dem serologischen Nachweis von IgM-Antikérpern durch ELISA
[122]. Als bewédhrte Methode zur Bestimmung der Viruslast im Sinne eines
quantitativen Nachweisverfahrens gelten PCR-Verfahren an Vollblut oder im
Plasma [187]. Wahrend friher Virusisolation und Zellkultur als ,Goldstandard” des
CMV-Nachweises galten, sind heute Verfahren wie der Nachweis einer pp65
Antigenamie Uber Immunfluoreszenz und PCR-Verfahren, insbesondere zur

Uberwachung einer akuten Infektion bei Risikopatienten, etabliert [185, 187].

Aufgrund seiner Eigenschaft sich der Immunantwort durch multiple Mechanismen
zu entziehen, scheint hinsichtlich des Verstandnisses der Pathologie von CMV
und der Entwicklung entsprechender Therapiestrategien, die Balance zwischen
Immunkontrolle und Immunevasion eine zentrale Rolle zu spielen [68]. Zur
Behandlung einer HCMV-Infektion stehen als Mittel der ersten Wahl antivirale
Substanzen zur Verflgung. Entsprechend der vielfaltigen Erscheinungsbilder einer
derartigen Virusinfektion existieren unterschiedliche Behandlungsansatze.

Eine prophylaktische Therapie erhalten z.B. herz- oder lungentransplantierte
Patienten, mit dem hoéchsten Risiko eine CMV-assoziierte Erkrankung zu
entwickeln. Nach Knochenmarkstransplantation erfolgt eine praemptive
Behandlung asymptomatischer Patienten bei Nachweis einer Virdmie [156]. Bei
AIDS Patienten oder Organstransplantierten stellt sich die Indikation zur
antiviralen Therapie zum Zeitpunkt des Auftretens klinischer Symptome. Im Falle
einer Viramie nach soliden Organtransplantationen, z.B. im Rahmen einer
Reaktivierung, werden diese Substanzen in Kombination mit Hyperimmunglobulin-
praparaten verabreicht. Einige Untersuchungen proklamieren eine intrauterine
Hyperimmunglobulintherapie als vielversprechende therapeutische Option bei
Priméarinfektionen in der Frihschwangerschaft oder bei Verdacht auf eine
perinatale Infektion [122]. Durch die antivirale Behandlung pranatal infizierter
Kinder nach der Geburt konnte eine Prognoseverbesserung bezliglich des
Horverlustes erreicht werden [156]. Ein Impfstoff gegen HCMV existiert bislang
nicht [68].
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Im Rahmen der antiviralen Therapie kommen Substanzen wie Ganciclovir,
Foscarnet, Cidofovir und Fomivirsen zum Einsatz. Gemeinsam ist diesen
Praparaten die Eigenschaft sehr nebenwirkungsreich zu sein. Eine weitere
dominierende Problematik stellt die zunehmende Resistenzentwicklung seitens
des HCMV gegenlber den gangigen antiviralen Substanzen dar [156]. Um dieser
Tendenz entgegenzuwirken sind verbesserte Verfahren der Routinediagnostik mit
dem Ziel des schnelleren und sensitiveren Nachweises einer Therapieresistenz
erforderlich. Neuere Pharmaka wie der UL97 Kinaseinhibitor Maribavir,
Leflunomide oder das Antimalariamittel Artesunate sind Gegenstand einiger
Untersuchungen und gelten, nicht zuletzt in Anbetracht ihrer guten Vertraglichkeit,
als zuklnftige Therapieoptionen um das Problem der Resistenzentwicklung zu
beherrschen. Unter Beachtung dieser Aspekte liegt die Zukunft der Behandlung
von CMV in einer antiviralen Kombination aus Substanzen unterschiedlicher

Wirkmechanismen [156].

1.4 Die primare IgA — Nephropathie

Die weltweit haufigste Form einer primaren Glomerulonephritis [37, 44] wurde
erstmalig 1966 von Berger und Hinglais beschrieben [20]. Benannt nach ihrem
Erstbeschreiber ist die Erkrankung auch unter der Bezeichnung ,Morbus Berger*
bekannt. Charakterisiert wird die IgA-Nephropathie (IgAN) durch das Bild einer
isolierten idiopathischen Nephropathie, entsprechend ihrer pathomorphologischen
Veranderungen im Mesangium der Niere, im Sinne einer mesangioproliferativen
Glomerulonephritis. Sie gehért zum Formenkreis der Autoimmunerkrankungen,
gekennzeichnet durch eine inadaquate Immunantwort gefolgt von fortschreitenden
Entziindungsprozessen, deren gemeinsame Endstrecke letztlich die Nierenfibrose
darstellt [37].

Grundsatzlich tritt die Erkrankung in allen Altersklassen auf. Die haufigste Inzidenz
findet sich jedoch in der zweiten und dritten Lebensdekade [40, 78]. Je nach
Herkunft sind Manner zwei bis sechsmal haufiger betroffen als Frauen, davon
stellen Kaukasier und Asiaten einen grossen Anteil, wahrend die Inzidenz bei Afro-
Amerikanern in den USA oder Stdafrika wesentlich geringer ist [44, 80]. Die IgAN
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tritt meist sporadisch auf, dartber hinaus wurden auch prédisponierende
immunogenetische Faktoren beschrieben. In zirka 10 Prozent der Félle ist eine
familiare Haufung zu beobachten [76]. Die familiare Form der Erkrankung ist
komplex, es wird angenommen, dass diese durch ein Zusammenspiel aus
genetischen Markern und Umweltfaktoren ausgeldst wird [44]. Bei Patienten mit
primarer Glomerulonephritis ist die IgAN die haufigste Ursache einer terminalen
Niereninsuffizienz [44, 113]. In Europa bilden an IgAN erkrankte Patienten einen
Anteil von 7 bis 20 Prozent in Transplantationsprogrammen und Langzeitdialyse-
Verfahren [103].

Atiologie und Pathogenese

Die IgAN ist als Immunkomplex-vermittelte Glomerolunephritis definiert, die
immunhistologisch durch IgA-Ablagerungen in Kombination mit verschiedenen
histopathologischen Schaden, ohne Auftreten von systemischen Erscheinungen,
charakterisiert wird. Neben der IgAN gehért die Purpura Schénlein-Henoch als
weiterer IgA-assoziierter Vertreter zur Gruppe der primaren Glomerulonephritiden.
Beide Erkrankungen koénnen als Varianten desselben Pathomechanismus
angesehen werden. Dieser basiert auf diffusen Ablagerungen von IgA in den
Gomerula, teilweise in Kombination mit IgG und IgM. Zusatzlich ergibt sich
immunhistologisch haufig der Nachweis des Komplementfaktors C3 [44].

Zwei Isotypen des menschlichen IgA-Molekils sind bekannt, es wird zwischen
IgA1 und IgA2 unterschieden. Beide Untergruppen werden von Plasmazellen des
Respirationstraktes und des Gastrointestinaltraktes gebildet, wobei in
Knochenmark, Lymphknoten und Milz hauptsachlich IgA1 entsteht [117]. Die
glomerularen IgA-Ablagerungen im Falle der IgAN gehdren ausschliesslich dem
Subtyp IgA1 an [106].

Obwohl die Atiologie der IgAN noch nicht vollstandig geklart ist existieren
zahlreiche Erklarungsmodelle [44]. Diesen gemeinsam ist die I|dee einer
humoralen Immunreaktion in Form mesangialer Ablagerungen von IgA1 und C3,
sowie sekundarer Entzindungsprozesse, die zu einem sukzessiven Fortschreiten
der Nierenschadigung fuhren [53]. Ein Erklarungsansatz besteht in der Assoziation
der IgAN mit Erkrankungen des oberen Respirationstrakies als Folge einer

Hyperaktivitdt des mukosalen Immunsystems [17]. Als weitere Ursache wird die
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bei einigen Patienten beobachtete vermehrte Produktion von IgA im Knochenmark
als Ausgangspunkt der pathologischen Veranderungen angenommen [53, 99]. Da
das quantitative Vorkommen des Molekils an sich jedoch die Entstehung der
Erkrankung nicht hinreichend erklart, scheint vor allem die Abnormalitéat des IgA-
Molekils selbst eine wichtige Rolle in der Pathogenese zu spielen [5, 118]. Diese
Sonderform von IgA wird durch einen Defekt der Galaktosylierung von IgA1
erzeugt. Ein charakteristisches Merkmal des IgA1 Molekils ist das Vorkommen
vieler O-Glykosylierungen im Bereich der Bindungsregion [44]. Darlber hinaus
wird postuliert, dass mesangiale Zellen Gber einen spezifischen Rezeptor flr
dieses ,abnormal“ glykosylierte IgA1 verfligen, und somit die Grundlage fir
entsprechende Ablagerungen geschaffen wird. Ausserdem zeigten Studien bei
IgAN Patienten eine verminderte Aktivitdt der B1, 3-Galactosyltransferase in
Lymphozyten, welche wiederum ursdchliche fir die defekte Galactosylierung des
IgA1 sein kénnte [4]. Der Grund der verminderten Enzymaktivitat ist bislang nicht
geklart [44]. DarGberhinaus zeigt sich bei Erkrankten die hepatische Eliminierung
des IgA1 vermindert [147].

Haben diese Ablagerungen einmal stattgefunden, stellt sich im weiteren Verlauf
eine glomerulare Entzindungsreaktion ein. Die Expression von Interleukin 6 (IL-6)
als ein beispielhafter Vertreter 16st folglich die Proliferation von Mesangiumzellen
und die Synthese von Makromolekllen der extrazelluldren Matrix aus [150]. In
diesem Zusammenhang bewirkt auch ein weiterer Promotor des
Schadigungsmechanismus, der ,transforming growth factor p1“ (TGF-B1), in
seiner Eigenschaft als Zytokin die Entwicklung der Glomerolusklerose,
interstitiellen Fibrose und tubuldren Atrophie [60, 192]. Die meisten
Therapiestrategien der IgAN setzen an diesen nicht-immunologisch vermittelten

Mechanismen des renalen Schadigungsmechanismus an [44].



Einleitung 33

Gesteigerte
Produktion von
IgA1 im
A Knochenmark

Defekt des Abnormale
mukosalen Galaktosylierung

Immunsystems von IgA1

> \ 4 |£
Verminderte Bindung von IgA1

Elimination von |—p| GLOMERULAERE an mesangiale
IgA1 IgA1 Zellen
ABLAGERUNG
-

Produktion von
Zytokinen oder

\ Wachsjumsfaktoren )
Proliferation von
Mesangiumzellen

/
Glomerulare
Sklerose

A

Abb. 6: Schema médglicher Pathomechanismen der glomeruldren IgA1 Ablagerung und
Progression der Nierenschadigung bei IgA-Nephropathie (angelehnt an [44]).

Charakteristische Befunde die mithilfe des Lichtmikroskopes identifiziert werden
kébnnen zeigen am haufigsten eine fokale oder diffuse Ausdehnung der
mesangialen Region, sowohl in Form von Zellen als auch durch Matrix. Diese
kénnen ebenso bei Erkrankungen wie z.B. der diabetischen Nephropathie in
Erscheinung treten. Aufgrund der Unspezifitdt des lichtmikroskopischen Befundes
sind zusatzliche Verfahren, wie die Immunfluoreszenz, essentiell fir die
Diagnosestellung [44].

Abb. 7a (links) u. 7b (rechts): Mikroskopischer Nachweis charakteristischer
morphologischer Veranderungen der IgA -Nephropathie.

7a: Lichtmikroskopische Darstellung der zunehmenden Expansion der mesangialen Region mit
Matrix und Zellen.

7b: Immunfluoreszenzmikroskopie der typischen IgA-Ablagerungen im Bereich der mesangialen
Region der Glomeruli.
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Die wenigen Falle einer schnell-progredienten  Verlaufsform gehen
immunhistologisch mit extrakapillarer Proliferation und/oder segmentalen
nekrotischen Lasionen im Bereich der Kapillarschlingen einher [39]. Die definitive
Diagnosestellung einer IgAN kann somit nur durch eine Nierenbiopsie mit

anschliessender immunhistologischer Aufarbeitung erfolgen.

Symptome, Verlauf und Prognose

Nur wenige klinische Symptome kdénnen als charakteristisch fir diese Erkrankung
angesehen werden, meist prasentieren sich die Betroffenen in frihen
Krankheitsstadien asymptomatisch. Die Diagnosestellung gestaltet sich daher
haufig nicht einfach und erfolgt in vielen Fallen zu spat. Meist werden die
Patienten durch eine schmerzlose Makrohamaturie, haufig in Kombination mit
einer Proteinurie aufféllig [44]. Nicht selten konnte eine zeitliche Assoziation zu
Infektionen des Hals-, Nasen-/Rachenraumes [18] oder Gastroenteritiden
beobachtet werden. Bei bis zu 20 Prozent der Patienten besteht bei
Diagnosestellung bereits eine schwere Azotamie [44], und bis zu weitere 20
Prozent erleiden einen progredienten Nierenfunktionsverlust innerhalb von 10 bis
20 Jahren [38, 144]. Vor allem a&ltere IgAN-Patienten sind meist lange
asymptomatisch bzw. oligosymtomatisch, zeigen jedoch ein abnormales
Urinsediment und eine Proteinurie [44].

Hinsichtlich der Prognose dieser Erkrankung ist diese so variabel wie die jeweilige
Verlaufsform. Die Inzidenz einer fortschreitenden renalen Insuffizienz muss bei 15
bis 40 Prozent der Erkrankten angenommen werden [40, 44, 53, 78, 88, 133]. In
bis zu 23 Prozent der Falle gelingt es unter Behandlung eine komplette Remission
zu erreichen [40, 44, 78, 133]. Nach Transplantation tritt die Erkrankung mit einer
Wahrscheinlichkeit von 20 bis 60 Prozent innerhalb von finf Jahren wieder im
Transplantat auf [44]. Die sogenannte progrediente Verlaufsform der IgAN stellt
keine histologische Diagnose dar, sondern leitet sich vielmehr von der sich
kontinuirlich verschlechternden Nierenfunktion ab.

Wahrend der letzten Dekade wurde die Suche nach pognostischen Faktoren zur
frihzeitigen Erkennung einer progressiven Verlaufsform Gegenstand zahlreicher
Studien weltweit. Diesbezliglich konnten mehrere Risikofaktoren ermittelt werden,

zu diesen zahlen: Arterielle Hypertonie, tubuldre oder glomerulare Sklerose,



Einleitung 35

erhéhtes Serumkreatinin, mannliches Geschlecht, Alter Gber 50 Jahre, eine
persistierende mikroskopische Hamaturie und/oder eine Proteinurie von mehr als
1 Gramm in 24 Stunden, und nicht zuletzt eine bereits nachweisbare
Nierenschadigung bei Diagnosestellung [38, 142, 144]. Im Gegensatz dazu wurde
das Auftreten einer Makrohdmturie zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
prognostisch positiv bewertet [12, 53, 143]. Wurde ein Serumkreatininwert von 3
mg/dl im Verlauf erstmal Gberschritten, verhalt sich die IgAN meist progredient,
weshalb der Begriff ,point of no return“ gepragt wurde [154]. In Zusammenschau
erklaren die klinischen und histologischen Risikofaktoren weniger als 30 Prozent
der Variabilitdit des Nierenfunktionsverlustes im Verlauf der Erkrankung. Uber
diese Faktoren hinaus stellt die IgAN eine Folge des Zusammenspiels bislang
unbekannter genetischer Faktoren und Umweltbedingungen (z.B. Infektionen) dar
[39].

Therapie

Bis heute existiert keine kausale Therapie der IgAN. Nachdem
immunmodulatorische Therapieansatze bis jetzt zu keiner Heilung flhrten,
beinhalten Behandlungsstrategien vor allem die symptomatische Kontrolle der
Risikofaktoren in Form einer optimalen Blutdruckeinstellung sowie der
Verringerung der Proteinurie Gber die Angiotensin-Hemmung [110]. Supportive
Therapiemassnahmen nehmen einen zentralen Stellenwert ein. Bei Patienten mit
nur geringfligig auffalligem Urinbefund, ohne klinische Symptomatik bzw.
vorrangig ohne simultanen Bluthochdruck, wird keine spezifische Therapie
empfohlen. Diese sollten einer engmaschigen Uberwachung zugefithrt werden
[44]. FUr die progressive Verlaufsform gibt es bislang kein einheitliches allgemein
anerkanntes Therapieschema [146].

Die primare Behandlung aller IgAN-Patienten besteht in der Therapie der
arteriellen Hypertonie. ACE-Hemmer bzw. AT1-Antagonisten kommen einerseits
zur Behandlung des Bluthochdruckes zum Einsatz, andererseits sollen sie aber
auch die Proteinurie reduzieren [151].

Steroide spielen seit mehr als 20 Jahren eine wichtige Rolle. Diese finden sowohl
in Form einer hochdosierter Pulstherapie als auch als Erhaltungstherapie in
reduzierter Dosierung Anwendung. Wie von Pozzi et al. gezeigt wurde, flhrte die

Gabe von Methylprednisolon-Pulsen in Kombination mit Prednisolon oral zu
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signifikant besseren Verlaufen [139, 140]. Andere Studien bestéatigten diese
Ergebnisse, jedoch konnte kein nephroprotektiver bzw. direkt
nierenfunktionserhaltender Effekt festgestellt werden [95, 166]. Wirksamkeit und
idealer Zeitpunkt des Einsatzes von Steroiden in der Therapie der nicht
progressiven Form der IgAN bleiben weiterhin kontrovers diskutiert. Eine
Empfehlung von Barratt und Feehally aus dem Jahr 2005 lautete Steroide nur bei
einer persistierenden Proteinurie von mehr als 1 Gramm in 24 Stunden, bei bereits
optimaler Blutdruckkontrolle (125/75 mmHg) und maximaler RAAS-Blockade,
einzusetzen [12]. Im Falle der progressiven oder regredienten Verlaufsform der
IgAN hat sich die Behandlung mit Steroiden bereits etabliert [139, 140].

Die Anwendung der auch unter dem Namen Fischdl bekannten nephroprotektiven
Substanzen Docosahexaensaure und Eicosapentaensaure erklart sich durch
deren antioxidative Effekte und die Eigenschaft dieser Fettsauren

Entziindungsreaktionen sowie den Prozess der Glomerulosklerose zu verringern.

Kausale Therapieansatze beinhalten den Einsatz immunsuppressiver Substanzen.
Die Indikationsstellung zur Anwendung verschiedener Immunsuppressiva in
Kombination mit oder als Sequenztherapie zu Corticosteroiden, z.B. in Form einer
Cyclophosphamid-Pulstherapie als Induktionsbehandlung oder Mycophenolat
Mofetil in der Erhaltungstherapie, finden in der Behandlung der progressiven Form
der IgAN immer haufiger Anwendung [58]. Hinsichtlich derartiger Verlaufsformen
oder im Rahmen einer Erhaltungstherapie gilt es, die zuvor genannten
Therapiekonzepte zu erweitern. Der Einsatz von CsA als etablierte Substanz im
Rahmen einer Erhaltungstherapie ist in Anbetracht der charkateristischen
Nephrotoxizitdt problematisch und daher nicht geeignet [95]. Durch eine
mehrmonatige Induktionstherapie mit Cyclosphosphamid-Pulsen konnten gute
Ergebnisse erzielt werden [11, 145]. Der Wirkstoff Mycophenolat Mofetil nimmt
aufgrund seiner Effektivitdt in Kombination mit einer geringen Toxizitadt eine
zunehmend bedeutendere Rolle in  der  Langzeittherapie = nach
Nierentransplantation ein [144]. Auch im Rahmen der progressiven Verlaufsform
oder einer regredienten IgAN konnten unter einer Sequenztherapie mit MMF, z. B.
nach initialer Induktionstherapie mit Cyclophosphamid, positive Verlaufe mit
Protektion der Nierenfunktion beobachtet werden [33, 134, 144]. Entsprechend der

neuesten Erkenntnisse kann der Einsatz von MPA die Umsetzung Steroid- bzw.
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CNI-Inhibitor-sparender Therapieschemata ermdglichen, um ein verbessertes
langfristiges  klinisches Outcome zu erreichen. Zudem wird MMF als
vielversprechend eingestuft, die Rekurrenz der IgAN im Transplantat zu
verhindern [138].

Weitere Behandlungsansatze bestehen in der Gabe intravendser Immunglobuline
[146, 149], einer Plasmapherese oder einer additiven Tonsillektomie [18]. Im
Stadium der terminalen Niereninsuffizienz stellt die Transplantation, bei den meist

noch jungen Patienten, die Therapie der Wahl dar.
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1.5 Therapeutisches Drug Monitoring

Der Einsatz neuer analytischer Techniken ermdglicht es seit den frihen 1960er
Jahren geringe Medikamentenkonzentrationen unter medikamentdser Therapie in
biologischen Medien zu erfassen [123]. Diese Errungenschaften brachten lber
Jahrzehnte der Weiterentwicklung die heute bekannten Methoden des
Therapeutischen Drug Monitoring (TDM) hervor. Der Begriff beschreibt die
Messung von Konzentrationen entsprechender Pharmaka oder deren Metabolite
in biologischen Proben, mit dem Ziel einer Vorhersage der Antwort des
Organismus auf den betreffenden Wirkstoff [189]. Einen zentralen und bis heute
fihrenden Aspekt des TDM bildet die Kontrolle der pharmakokinetischen
Variabilitédt einer Substanz, um diese zu reduzieren, indem die Konzentration des
Pharmakons direkt im Organismus und nicht ausschlieBlich Uber die Dosierung
Uberwacht wird [123].

Die Methodik des Therapeutischen Drug Monitoring umfasst eine Vielzahl von
Verfahren. Bislang erfolgt der gréBte Teil klinischer Routinekontrollen durch
Blutspiegelbestimmungen von Wirkstoffen, und basiert somit auf der Erfassung
der Pharmakokinetik entsprechender Substanzen [15]. Etablierte Methoden
arbeiten meist auf der Grundlage reproduzierbarer Analysen von
Medikamentenkonzentrationen im Plasma, die mithilfe von z.B. HPLC oder EMIT
Assays erfasst werden. Jedoch wird die Effizienz dieser Verfahren durch mehrere
problematische Gesichtspunkte limitiert. Die Pharmakokinetik einer Substanz
korreliert haufig nicht mit den Auswirkungen auf die Zielzellfunktion bzw. dem
klinischen Outcome. Der enge therapeutische Bereich vieler Immunsuppressiva
sowie die standig drohende Gefahr klinisch relevanter Interaktionen machen den
Einsatz eines therapeutischen Monitorings, je nach Substanz, zu einer
unverzichtbaren Kontrollinstanz immunsuppressiver Therapiekonzepte. Einen
Wendepunkt auf dem Gebiet des Therapeutischen Drug Monitoring markierte die
Entwicklung des pharmakokinetischen Monitorings von Cyclosporin A. Die
Behandlungserfolge die durch diese Verfahren erzielt werden konnten,
beeinflussten auch  die  Re-Evaluation des  Monitorings  weiterer
immunsuppressiver Substanzen [74].
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Wahrend stetig neue Ansatze des therapeutischen Monitorings diskutiert werden,
gewinnen zunehmend pharmakodynamische Methoden an Bedeutung. Trotz des
steigenden Interesses an pharmakodynamischen Anséatzen konnten diese bislang
nicht dauerhaft in den klinischen Alltag integriert werden [153]. Ein derartiges
Verfahren des therapeutischen Monitorings als vorrangig ,biologisch*
aussagekraftige Methode, stellt die quantitative Erfassung der Ziellzellfunktion von
Immunzellen dar [15, 81, 132, 136]. Als vielversprechender pharmakodynamischer
Ansatz wird unter anderem die Messung der Expression und Hemmung von
Oberflachenmarkern, und die Erfassung der T-Zell-Funktion Uber die
Zytokinproduktion diskutiert [13, 62].

1.5.1 Therapiemonitoring von Cyclosporin A

Als Standardimmunsuppressivum auf dem Gebiet der Nierentransplantation und
darlberhinaus vielfaltig eingesetzter Wirkstoff, spielt der Calcineurin-Inhibitor
Cyclosporin A eine dominierende Rolle. Trotz der langjahrigen Anwendung im
Rahmen immunsuppressiver Therapieprotokolle blieben Behandlungsschemata
mit maximaler Effizienz, bei méglichst hoher Sicherheit und geringer Toxizitat,
weiterhin eine Herausforderung und Gegenstand kontroverser Debatten [153]. Aus
dieser Problematik resultierten weltweit Bemihungen zur Weiterentwicklung des
Therapeutischen Drug Monitoring dieses Immunsuppressivums. Seit Etablierung
von CsA in den achtziger Jahren rlickte das therapeutische Monitoring auf dem
Gebiet der Immunsuppressiva in den Fokus des Interesses. Bis zu diesem
Zeitpunkt waren im Rahmen herkdmmlicher Behandlungsregime keine derartigen
Therapietberwachungsmassnahmen durchgefiihrt worden [159]. Nicht die akute
AbstoBungsreaktion stellte damals das haufigste Problem dar, sondern vielmehr
erschwerten die dosisabhangige Nephrotoxizitat und das Auftreten eines akuten
Nierenversagens, nach Nieren- oder Herztransplantation, eine effektive

Immunsuppression unter CsA [29].
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Die pharmakokinetischen Eigenschaften dieses Immunsuppressivums begriinden
unter anderem die Komplexitat eines adaquaten Monitorings. Die Pharmakokinetik
von CsA lasst sich in mehrere Phasen unterteilen. Nach Einnahme einer initialen
Dosis kommt es zunachst zur sogenannten Absorptionsphase, in deren Verlauf
die CsA-Konzentration im Blut einen Spitzenspiegel (Cnax) erreicht. Ciayx tritt meist
zwei bis drei Stunden nach Einnahme auf, und entspricht dem Zeitpunkt der
maximalen Calcineurin-Inhibition [67, 153]. Pharmakokinetische Studien haben
gezeigt, dass die ersten 4 Stunden nach Einnahme, die sogenannte
Absorptionsphase, das Intervall mit der héchsten interindiviuellen Variabilitat von
CsA-Spiegel und Bioverfligbarkeit reprasentieren [83, 123, 153]. AnschlieBend
folgt die Eliminationsphase, wahrend der der Medikamentenspiegel aufgrund der
Metabolisierung der Substanz fallt. Dieser Spiegelabfall resultiert in einem
sogenannten Talspiegel (Co), der als ,Basis-Wert" oder ,predose-Wert* unmittelbar
vor der nachsten Dosis bzw. 12 Stunden nach der letzten Einnahme bestimmt wird
[153].

Die Notwendigkeit eines therapeutischen Monitorings erklart sich somit auch durch
die Eigenschaften des Pharmakons selbst. Die Anwendung der stark lipophilen
Substanz wird hauptsachlich durch zwei wesentliche Faktoren erschwert. Zum
einen spielt vor allem die inkomplette und unberechenbare Absorption eine
wichtige Rolle, welche zu der hohen intra- und interindividuellen Variabilitat der
Pharmakokinetik beitragt [188]. Andererseits kompliziert ein enger therapeutischer
Bereich den Einsatz dieses Immunsuppressivums [161]. Ein weiterer
problematischer Aspekt der geringen Bioverflgbarkeit resultiert teilweise aus der
Abhangigkeit der Absorption von CsA durch Gallensauren und andere
Emulgatoren [153].

Weit Ober die Anfange des therapeutischen Monitorings von CsA hinaus wurden
vorrangig Talspiegel (Co) des Wirkstoffes bestimmt. Zahlreiche Studien zur
Pharmakokinetik der Substanz hatten jedoch fir die Bestimmung der AUC (AUC,.
12) eine bessere Korrelation zum klinischen Effekt gezeigt. Insgesamt korrelierte
die Inzidenz akuter AbstoBungsreaktionen signifikanter mit der AUC als mit
Talspiegeln (Cp) von CsA [104]. Obwohl die Erfassung der AUCy.1> als valider
pharmakokinetischer Parameter galt, konnte sich diese Methode in Anbetracht der

aufwendigen Bestimmung in der klinischen Routine nicht durchsetzen [170].
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Entsprechend der Datenlage wurde die Talspiegelbestimmung zwar im Vergleich
zu AUC und Cpax als weniger geeigneter Pradiktor der Inzidenz akuter
Abstossungsreaktionen des einzelnen Patienten eingestuft [87], in der klinischen
Praxis erwies sich die Erfassung dieses Parameters jedoch als praktikabler und
effizienter [153].

Die Ara der Entwicklung von Neoral® filhrte im Rahmen des therapeutischen
Monitorings zu der Erkenntnis, dass die CsA - Exposition wahrend der ersten vier
Stunden (AUCo.4) mit der AUCy.12 korrelierte. Diese Methode der Cy4-Spiegel-
Bestimmung fand nach EinfUhrung in die Transplantationsmedizin im Jahr 1990
durch Johnston et al. vor allem in den USA und Kanada weite Verbreitung [82,
161]. Desweiteren wurde eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen Cx-Spiegel
und der AUCy.12 beobachtet [90], [153]. Im Rahmen pharmakodynamischer
Untersuchungen konnte zudem eine Abhangigkeit von C,-Spiegel und maximaler
Calcineurin-Inhibition, sowie eine Korrelation mit dem maximalen Abfall der
zirkulierenden IL-2 exprimierenden CD4+-T-Zellen festgestellt werden [67]. Auf
Grund der sehr guten Korrelation des C>-Wertes mit der AUCq.4, und dem Vortell
der Erfassung nur eines einzigen Messzeitpunktes, gilt dese Methode als dusserst
valide, praktikabel und zudem kosteneffizient [91, 153]. In einigen Zentren wird
das Cz-Monitoring zur Uberwachung der Inzidenz akuter Abstossungsreaktionen
unter Neoral® eingesetzt, auBerdem verspricht diese Methode, im Vergleich zu
Talspiegelbestimmungen (Cy), einen zusétzlichen Informationsgewinn hinsichtlich
einer méglichen Uberdosierung [131]. Das Cx-Monitoring ersetzte zunehmend die
Bestimmung von Talspiegeln (Cy), obwohl bislang keine groBe randomisierte
Studie mit Nachweis eines verbesserten klinischen Outcomes durch die

Bestimmung von C, gegenilber Cq existiert [72, 153].

Zwei fihrende analytische Verfahren zur Spiegelbestimmung von CsA waren zu
Beginn etabliert. Neben dem H3-RIAD Testverfahren von Sandoz [45], fand auch
die Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) Anwendung [161]. Die
Methode der HPLC ist spezifisch fir die Stammsubstanz Cyclosporin, frei von
Interaktionen mit deren Metaboliten, und zeichnet sich durch eine hohe Sensitivitat
(< 50 ng/ml) aus [161, 171]. Durch die Médglichkeit der Kombination mit der

Massenspekirometrie galt die HPLC lange als ,Goldstandard“ unter den
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Analyseverfahren. Diese Methdodik erwies sich jedoch in der Vergangenheit
haufig als stéranfallig [123]. Aufgrund technischer Probleme wird die HPLC fr
diese Indikation daher kaum noch verwendet [153]. Heutzutage werden meist

Immunoassays eingesetzt [123].

In den letzten Jahren entwickelte sich der Trend zu pharmakodynamischen
Monitoring-Ansatzen, um durch Quantifizierung der Wirkung auf die
Zielzellfunktion Mechanismen zu erfassen, die zum Beispiel direkt mit
TransplantatabstoBungsreaktionen assoziiert sind. In Anbetracht der fehlenden
Aussagekraft des pharmakokinetisch orientierten Monitorings Uber den
biologischen Effekt des Immunsuppressivums [85, 170], soll diese Strategie den
Informationsgewinn bezlglich des Status der Immunsuppression steigern. Mit
dieser Intention wurden diverse Immunoassays entwickelt, welche sich in
allgemeine und spezifische Testverfahren unterscheiden lassen.

Zu den allgemeinen pharmakodynamischen Ansatzen zahlt die Bestimmung des
l6slichen CD30 Proteins (sCD30). Als weiteres sogenanntes allgemeines
Verfahren qilt die Erfassung der Freisetzung von Adenosin Triphosphat (ATP)
durch PHA (Phytohaemagglutinin)-stimulierte CD4+-T-Zellen [170].

Im Rahmen der spezifischen pharmakodynamischen Methoden kommen
Verfahren zur Bestimmung der Calcineurin-Phosphatase-Aktivitat [67], die
Messung von T-Zell-Zytokinen wie IL-2 durch ELISA und Durchflusszytometrie

[14, 50], sowie die Bestimmung der Zytokin mRNA-Expression zum Einsatz [69].

FOr die meisten dieser pharmakodynamischen Verfahren wird als Medium der
Wahl Vollblut, versehen mit dem Antikoagulanz Natrium-EDTA, empfohlen [47,
115, 153, 159, 161, 163, 170]. Entsprechend neuerer Erkenntnisse kann bei
bestimmten Patientengruppen, z.B. im Bereich der Padiatrie, auch Kapillarblut als
Analysemedium zum therapeutischen CsA-Monitoring eingesetzt werden [123].
Gegenstand aktueller Untersuchungen pharmakodynamischer Monitoring-
Verfahren stellen vorrangig durchflusszytometrisch- oder Radio-Nukleotid-basierte
Lymphozytenproliferations-Messungen stimulierter Vollblutproben oder PBMCs
dar [15, 170]. Daneben werden auch T-Zell-Aktivierungsmarker im Bezug auf ihre
prognostische Implikatorfunktion, im Rahmen pharmakodynamischer Ansatze,
naher betrachtet [50].
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1.5.2 Therapiemonitoring der Mycophenolsaure

Die Haupteinsatzbereiche der Mycophenolsaure liegen in der Prophylaxe und
Behandlung von AbstoBungsreaktionen nach Organstransplantation und in der
Therapie autoimmuner Erkrankungen, wie z.B. der Lupus-Nephritis oder der IgA-
Nephropathie [56, 144]. Im Rahmen dieser Behandlungskonzepte werden fir
gewlhnlich fixe Dosisregime der Darreichungsformen MMF oder EC-MPS
verabreicht [8]. Die Meinungen zur Notwendigkeit eines therapeutischen
Monitorings im Falle von MPA sind ambivalent. Wahrend einige Zentren fir die
meisten Patienten keinen Vorteil durch diese Verfahren sehen [28], beflirworten
andere Autoren, unter Berlcksichtigung der ausgepragten pharmakokinetischen
Variabilitdt dieser Substanz, eine derartige Strategie der Therapieliberwachung
[165]. Mit fortschreitender Etablierung der Mycophenolsdure wurde die
Notwendigkeit eines effektiven Therapie-Monitorings zunehmend evident.
Gleichzeitig zeigten Studien, dass die Bestimmung von MPA-Plasmaspiegeln
durch HPLC oder EMIT Assays, obwohl im Vergleich zu anderen
Immunsuppressiva wie Cyclosporin A und Tacrolimus nicht routinemassig
praktiziert, als Indikator einer akuten AbstoBungsreaktion nach Nieren- oder
Herztransplantation eingesetzt werden kann [160]. Bislang besteht jedoch kein
allgemein anerkannter Konsens Uber den therapeutischen Bereich der
Mycophenolséure [27] und die optimale Methodik zur Erfassung des Parameters,
der am Besten mit dem Auftreten von Nebenwirkungen korreliert [172].

Die Eigenschaft dass die Vorstufe MMF bereits sehr friih im Stoffwechsel komplett
zu MPA metabolisiert wird, begrindet die Beobachtung, dass im Rahmen von
Monitoring-Verfahren nur MPA- und nicht MMF-Plasmaspiegel bestimmt werden
kénnen. Neben der reinen Spiegelbestimmung wird zur Beurteilung der adaquaten
Medikamentenexposition die Erfassung der AUCq.12, oder zumindest die
Bestimmung einer sogenannten ,Mini AUC,.", diskutiert [64]. Durch diese
pharmakokinetischen Monitoring-Verfahren wird jedoch die Problematik der
groBen interindividuellen Variabilitdt dieser Substanz nicht adaquat erfasst [56],
was wiederum die fehlende Aussagekraft dieser Methoden Uber die biologische
Wirkung des Immunsuppressivums auf die jeweilige Zielzellaktivitat erklart [186].
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Zur Optimierung der Dosierung beflirworten einige Zentren, wie z.B. Glander et al.
der Charite” Berlin, die erganzende Bestimmung pharmakodynamischer
Parameter zur Individualisierung der Therapieiberwachung von MMF bzw. MPA
[56]. Die IMPDH Aktivitdt als Surrogatmarker der MPA-induzierten
Immunsuppression gilt als einer der effektivsten pharmakodynamischen
Parameter [55]. Die Testverfahren zur IMPDH-Analyse kénnen in radiometrisiche
und nicht-radiometrische Methoden unterteilt werden. Zunachst fand vor allem die
radiometrische Methode Anwendung. Diese erfasst die *H,O Feisetzung von IMP
wahrend der enzymkatalysierten Konversion zu XMP [55, 96]. Mittlerweile wird
dieser pharmakodynamische Ansatz hauptsachlich durch ein modifiziertes nicht-
radioaktives Verfahren zur Bestimmung der Aktivitat des Schllisselenzyms
IMPDH, Ulber die Methode der HPLC, verfolgt [55]. Der Assay basiert auf einer
Inkubation von lysierten Vollblut-Zellen oder mononuklearen Zellen mit Inosin 5°-
Monophosphat (IMP) und Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD). Die dadurch
erzeugte Bildung von Xanthosin 5°-Monophosphat (XMP), als Ausdruck der
IMPDH Aktivitat, wird durch die Hochleistungsflissigkeitschromatographie
gemessen [3]. Das Testverfahren kann prinzipiell sowohl in Vollblut als auch unter

Einsatz von PBMCs angewendet werden [55].

Die IMPDH Aktivitdt ist vornehmlich in Erythrozyten lokalisiert, der Anteil der
IMPDH Aktivitdt mononukleédrer Zellen betragt im Vergleich zur Aktivitat in Vollblut
unter 10 Prozent [3]. Es konnte gezeigt werden, dass die IMPDH Aktivitat von aus
MPA-haltigem Vollblut isolierten Lymphozyten nicht gehemmt wird. MPA scheint
durch die Isolierung von Zellen verloren zu gehen, und dadurch zur
Wiederaufnahme der Enzymaktivitat der IMPDH wéahrend des Isolierungsschrittes
zu fuhren [3, 55]. Um die Wirkung der Mycophenolsaure auf mononukleére Zellen
in vivo moéglichst realitdtsgetreu zu erfassen, eignet sich ein ,Erythrozyten- und
Thrombozyten-freier-Vollblutansatz“, der durch Resuspension von isolierten
mononukledren Zellen mit Plasma hergestellt wird [3].

Auch im Rahmen der Diskussion um ein therapeutisches Monitoring der
Mycophenolsadure gewinnen pharmakodynamische Verfahren, neben der in
einzelnen Zentren praktizierten Bestimmung pharmakokinetischer Parameter wie

Talspiegel und AUC, immer mehr an Bedeutung.
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1. 6 Ziele der Arbeit

Im Mittelpunkt des ersten Teiles dieser Arbeit standen in vitro Untersuchungen zur
Pharmakodynamik von Cyclosporin A und Mycophenolat Mofetil. Dadurch sollten
die Zielzellfunktion und die Wirkung des jeweiligen Immunsuppressivums
funktionell charakterisiert werden. Durch Anwendung der Methode des Early
Activation Assay in Kombination mit der Mehrkanaldurchflusszytometrie wurde die
Modulation der frihen Lymphozytenaktivierung von TH1-Zellen, durch die
Immunsuppressiva CsA und MMF, bei Gesunden analysiert. Unter dem jeweiligen
Einfluss der Immunsuppressiva sollte auf diesem Wege die unterschiedliche
Expression der Oberflachenproteine (IFN-y, IL-2, CD69) der frihen

Lymphozytenaktivierung gezeigt werden.

Die frhe Lymphozytenaktivierung als Marker der Pharmakodynamik von MPA
und CsA wurde im zweiten Teil vergleichend betrachtet, und ihre Bedeutung far
das therapeutische Monitoring diskutiert. Unter diesen Gesichtspunkten wurde die
Wirkung einer immunsuppressiven Behandlung mit Mycophenolsaure auf die friihe
Lymphozytenaktivierung ex vivo, bei Patienten mit progressiver IgA-Nephropathie,
untersucht. Die Untersuchungen erfolgten im Rahmen einer randomisierten cross-

over Studie (PK/PD Studie) in Kooperation mit der Nephrologie.

Diese Arbeit reprasentiert einen Schritt zur Evaluation der Bedeutung von
Lymphozytenfunktionsuntersuchungen fiir die Uberwachung und Optimierung
einer Therapie mit Immunsuppressiva wie Cyclosporin A oder Mycophenolsaure.
Die Untersuchung der Pharmakodynamik der Immmunsuppressiva und Evaluation
des pharmakodynamischen Ansatzes der frihen Lymphozytenaktivierung zeigt
das Potential eines neuen diagnostischen Routineverfahrens, flir eine

individualisierte und optimierte Therapiesteuerung immunsupprimierter Patienten.
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2. Material und Methodik

2.1 Materialien

2.1.1 Geréate

Sterile Arbeitsbanke
CO.- Begasungsbrutschrank
Pipettiergerat

Vortex
Zentrifuge Allegra™ 6th

Tischzentrifugen

Gefrierschranke (-80°C, -20°C)
Wasserbad 37°C

2.1.2 Analysegerate

Durchflusszytometer FACSCalibur

Computer

2.1.3 Analysesoftware

FACS- Analyse-Software, CellQuest Pro

MS Excel
MS Word
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Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau
Labsystems, Helsinki,
(Finnland)

Bachofer, Reutlingen
Beckman Coulter,
Kalifornien (USA)
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Becton & Dickinson,
Heidelberg

Apple Macintosh, Kalifornien
(USA)

Becton & Dickinson,
Heidelberg

Microsoft, Redmond (USA)
Microsoft, Redmond (USA)
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OriginPro 8

2.1.4 Verbrauchsmaterialien

Polypropylen-Reaktionsgefae (blue cap),
15 mlu. 50 ml

FACS- Polystyren- Rundbodenreaktionsgefasse

ReaktionsgefaBe 1.5 mlund 2 ml
Plastik-Einmalpipetten, Glaspipetten
Pipettenspitzen 10 pl, 200 pl, 1000 pl

2.1.5 Pharmaka

Mycophenolat Mofetil (MMF: CellCept®)
Natrium-Mycophenolat (EC-MPS: Myfortic®)

Cyclosporin A (CsA: Sandimmun®)
Heparin (Liguemin®)

2.1.6 Monoklonale Antikorper

Anti-CD 28
Arbeitsldsung: 20 ul des Antikdrpers verdinnt
mit 180 ul PBS

Anti- Hu-IFN-y FITC/ CD69 PE/ CD4 PerCP-Cy5.5

Anti-Hu-IL2 FITC/CD69 PE/CD4 PerCP-Cy5.5
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OriginLab Corporation,
Northampton,
Massachusetts (USA)

Falcon; BD, Heidelberg

Falcon; BD, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Hoffmann LaRoche, Basel
(Schweiz)
Novartis, Basel (Schweiz)
Novartis, Basel (Schweiz)
Hoffmann LaRoche, Basel
(Schweiz)

Becton & Dickinson,
Heidelberg

Becton & Dickinson,
Heidelberg
Becton & Dickinson,
Heidelberg
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2.1.7 Antigen-Stimuli

SEB-Superantigen (1 pg/ml)
SEB-Stammldsung (50x) 0,5 mg/ml in PBS
SEB-Arbeitsldsung (1 pg/ml):
10 pl der Stammlésung verdinnt mit
500 pl PBS
HFF-Antigen

HCMV-Antigen AD 169

2.1.8 Puffer, Losungen und Kulturmedien

Fetales Kalberserum (FCS)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Brefeldin A (BFA)
Stammldsung (10x) mg/ml, Portionen a 20 pl
Arbeitslésung (1x) 0,5 pug/ul in 180 ul PBS
1% Paraformaldehyd (PFA)
Stammldsung PFA 4% in PBS
20 uM EDTA
PBS 0,01 nM (phosphate-buffered saline) pH 7,4
5 mM MgCl,
9 mM CaCly
136 mM NacCl
2,6 mM KCI
8 mM NazHPO4
1,5 mM KH.PO4
RPMI-Medium 1640
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Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Herstellung durch Glycin-
Extraktion (Erlauterung unter
Abschnitt 2.2.1.1)
Herstellung durch Glycin-
Extraktion (siehe Abschnitt
2.2.1.1)

Gibco, New York (USA)

Serva GmbH, Heidelberg

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkrichen
Sigma, Taufkirchen

Gibco, New York (USA)
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Kryomedium far Zellen:

PBS 80%

FCS 10%

DMSO 10%
MEM-Medium (Minimum essential Medium)
Zellkulturmedium far HFF-Zellen:
MEM-Medium (Minimum essential Medium)

Medium komplettiert mit:

10% FCS

1% 100 IU/ml Penicillin

0.1 mg/ml Streptomycinsulfat

1% 2 mM L-Glutamin

1% nicht-essentielle Aminosauren

2.1.9 FACS-Lésungen

FACS-Medium (Puffer):

90% steriles PBS 0,01nM

2% FCS

0.05% Natriumacid (Na N3)
FACS-Lysing-Solution

FACS-Permeabilizing-Solution

FACS-Blocking
10%ige humane IgG-Ldsung

komplettiert mit FACS- Puffer
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Sigma, Taufkirchen
Gibco, New York (USA)
Serva GmbH, Heidelberg
Gibco, New York (USA)

Gibco, New York (USA)

Gibco, New York (USA)

Seromed, Wien (Osterreich)
Seromed, Wien (Osterreich)
Seromed, Wien (Osterreich)
Seromed, Wien (Osterreich)

Becton & Dickinson,
Heidelberg

Sigma, Taufkirchen
Gibco, New York (USA)
Sigma, Taufkirchen
Becton & Dickinson,
Heidelberg

Becton & Dickinson,
Heidelberg

Polyglobulin; Bayer,
Leverkusen
Becton & Dickinson,

Heidelberg
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2.2 Methoden

2.2.1 Die friihe Lymphozytenaktivierung

Die Methode des Early Activation Assay wurde, sowohl flir die in vitro als auch im
Rahmen der ex vivo Untersuchungen, an heparinisiertem Vollblut durchgefiihrt.
Die Gewinnung der Proben erfolgte unmittelbar vor Durchfiihrung des
Versuchsprotokolls, durch peripher-venése Blutentnahme aus der Ellenbeuge. Fir
eine Versuchsreihe wurden jeweils 20 ml vendsen Blutes benétigt. Die Abnahme
der Vollblut-Proben erfolgte in 20 ml Spritzen pro Proband, als Antikoagulanz
wurde Natrium-Heparin verwendet.

Die Vollblut-Proben der in vitro Versuchsreihen stammten von gesunden
Spendern, fir die ex vivo Untersuchungen wurden die Proben des
Patientenkollektivs der PK/PD-Studie ,Vergleich Pharmakokinetik — und
Pharmakodynamik von MPA unter EC-MPS versus MMF bei Patienten mit
progressiver IgA-Nephritis® [36], freundlicherweise zur Verfigung gestellt. Eine

genaue Beschreibung der PK/PD Studie folgt unter Kapitel 2.2.3.1.

2211 Early Activation Assay

Als Basis der Arbeitsansatze wurden je Proband insgesamt 1350
heparinisierten Vollblutes bendtigt. Zur Vorbereitung des Arbeitsschrittes der
Antigen-Stimulation wurde das Vollblut zunachst auf drei Polypropylen-
ReaktionsgefaBe (15 ml blue cap, Falcon) verteilt, und jedes der ReaktionsgefaBe
mit 450 pl Vollblut beflllt. Vor Stimulation wurden die ReaktionsgeféaBe A (HFF)
und B (CMV) jeweils mit 5 pl des Antikdrpers anti-CD28, als Kostimulus, versehen.
Im nachsten Arbeitsschritt folgte die Zugabe der Antigene. Die Antigenstimulation
zur Aktivierung der T-Zellen erfolgte im Rahmen dieser Arbeit durch die Antigene
HFF, CMV und SEB. Probe A wurde mit 50 ul des zellularen Antigens HFF-
Antigen inkubiert, diese diente als ,Negativkontrolle“. Arbeitsansatz B wurde
entsprechend mit 50 pl CMV-Antigen stimuliert, und Probe C wurde als
~Positivkontrolle® 50 ul SEB zugesetzt.
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Das Staphylokokken Enterotoxin B, auch SEB genannt (1 pg/ml; Sigma,
Taufkirchen), fungierte als sogenanntes ,Superantigen“. Mithilfe von SEB lasst
sich eine T-Zell-Rezeptor-unabhéngige Aktivierung der Zellen generieren,
wahrend unter Einfluss von CMV-Antigen die T-Zell-Rezeptor-abhdngige
(spezifische) Stimulation CD4+-T-Zellen, zusammen mit der Antigen
Prozessierung durch Antigen-prasentierende Zellen, hervorgerufen wird.

Die Antigene CMV und HFF waren zuvor durch Glycin-Extraktion von AD 169-
infizierten und nicht-infizierten menschlichen Vorhautfibroblasten (Methode nach
Waner 1977) gewonnen worden. Hierfir wurden die Zellkulturen in 0,15 M Glycin-
PBS-Puffer gewaschen, und konsekutiv in 0,5 M Glycin-PBS-Puffer resuspendiert.
Nach insgesamt dreimaligem Einfrieren und Auftauen wurden die Antigen-Proben

aliquotiert, bei -80°C gelagert, und jeweils vor Gebrauch direkt aufgetaut.

Probe A Probe B Probe C
(Negativkontrolle) (Positivkontrolle)
A
450 pl hep. Vollblut 450 pl hep. Vollblut 450 pl hep. Vollblut
+ + +
5 pl anti-CD 28 5 pl anti-CD 28 50 pl SEB-Antigen
+ +
50 pl HFF-Antigen 50 pl HCMV-Antigen AD169

Abb. 8: Arbeitsansatze Early Activation Assay: Antigenstimulation. HFF: Humanes
Vorhautfibroblasten-Antigen, HCMV: Humanes Cytomegalievirus-Antigen AD 169, SEB:
Staphylokokken Enterotoxin B-Antigen, Kostimulus: Antikérper anti-CD 28, hep.: heparinisiert.

Nach Zugabe der Antigen-Stimuli und vortexen der Proben wurden diese fiir zwei
Stunden bei 37°C und 5% CO im Brutschrank inkubiert. Danach wurde jede Probe
mit 10 pl BFA (Sigma, Taufkirchen) versehen und nach vorsichtigem vortexen
schloss sich eine weitere Inkubationsphase von 4 Stunden, im Brutschrank bei
37°C und 5% CO, an. Es folgte der Zusatz von 50 pl 20 pM EDTA-L&sung
(Endkonzentration 2 uM), dieser Arbeitsschritt fihrte, nach ausgiebigem vortexen
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und 15-min0tiger Inkubation bei Raumtemperatur, zum Stoppen der T-Zell-
Aktivierungsphase.

Nach Beendigung der Aktivierung folgte die Fixierung der Zellen durch 2 ml FACS-
Lysing-Solution (Becton & Dickinson, Heidelberg) pro Ansatz. Dann wurden die
Proben gevortext und fir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliessend
wurde erneut fir 5 Minuten (1600 rpm, gebremst) zentrifugiert, danach der
Uberstand dekantiert, und die Proben wiederum fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Der n&chste Arbeitsschritt bestand in der Praparation
der Zellen fur die Durchflusszytometrie (unter Abschnitt 2.2.1.2 erlautert). Im Falle
einer nicht sofort durchgefiihrten FACS-Analyse wurden die Proben, nach
Resuspension in 1 ml Einfriermedium (80% PBS, 10% FCS, 10% DMSO), auf
jeweils zwei Eppendorf-GefaBe pro Ansatz verteilt, und zur Lagerung bei -80°C fir

mehrere Monate haltbar gemacht.

2.2.1.2 Zellpraparation in Vorbereitung auf die
Durchflusszytometrie

Die Weiterverarbeitung erfolgte nach Wiederauftauen der fixierten und
prastimulierten Zellen im Wasserbad bei 37°C und Uberfilhren in FACS-
ReaktionsgefaBe. Daraufhin wurden die Proben mit 2 ml FACS-Medium (Becton &
Dickinson, Heidelberg) zur Separierung der Erythrozyten gewaschen, und bei
1600 rpm 5 Minuten zentrifugiert (gebremst). AnschlieBend wurde der Uberstand
abgenommen. Durch Zugabe von 500 pl FACS-Permeabilizing Solution (Becton &
Dickinson, Heidelberg) wurden die Zellwande permeabilisiert und die Proben nach
erneutem vortexen fir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es schloss sich

ein weiterer Waschvorgang an.

Als né&chster Arbeitsschritt folgte die Markierung der Zellen mithilfe einer
Antikérperkombination (CD4-CD69-y-IFN; Becton und Dickinson, Heidelberg).
Hierfir wurden die Zellen mit an monoklonale Antikérpern gebundene
Fluorochrome geféarbt. Dies erméglichte die Unterscheidung der verschiedenen T-

Zell-Subsets. Desweiteren erlaubte die Farbung mit oben genannter
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Antikérperkombination eine Charakterisierung der Zellen anhand ihrer
Oberflachenmarkerexpression, wodurch die Quantifizierung des
Aktivierungsstatus méglich wurde. Jede Probe wurde mit 8 ul der Antikérperlésung
(CD4-CD69-y-IFN) und 0,2 ul CD8 APC (Caltag, USA), sowie 42 ul anti- 1gG-
Blocking-Puffer versehen. Der Einsatz des IgG-Blocking-Puffers sollte eine
unspezifische Bindung der Antikérper verhindern.

Die Auswahl der Antikérper-gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffe erfolgte unter
Berlcksichtigung der Kombinierbarkeit ihrer Emissionsmaxima. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden die Farbstoffe Fluoreszeinisothiozyanat (FITC = grin),
Phycoerythrin (PE = rot) und Allophycocyanin (APC) verwendet. FITC und PE
werden beide bei einer Wellenlange von 488 nm von einem Argon-Laser zur
Emission von Lichtimpulsen angeregt. Der Emissionsbereich fir die durch PE
erzeugte Rotfluoreszenz befindet sich zwischen 570 und 600 nm, wahrend die
Grunfluoreszenz von FITC zwischen 500 und 570 nm liegt. Die unterschiedlichen
Emissionsmaxima der Fluoreszenzen (FITC 520 nm, PE 576 nm, APC 660 nm)
mit ihren verschiedenen Wellenldangenbereichen bewirken, dass im Rahmen der
Mehrkanal-Durchflusszytometrie mehrere Farbstoffe gleichzeitig gemessen
werden koénnen (z.B. Zweifarbenimmunfluoreszenz). Dies ermdglicht eine
Unterscheidung verschiedener T-Zell-Subsets sowie die simultane Untersuchung
der Expression mehrerer Oberflachenantigene.

Nach Zusatz der Antikérper und anschlieBendem vortexen der Arbeitsansatze
schloss sich eine weitere Inkubationsphase, von 30 Minuten in Dunkelheit bei
Raumtemperatur, an. Danach folgte ein erneuter Waschvorgang, und die Proben
wurden flir 5 Minuten zentrifugiert (1600 rpm, gebremst). Im né&chsten
Arbeitsschritt wurden die Zellpellets jeweils in 200 pl 1% PFA in PBS
resuspendiert, und bis zur Analyse bei 4°C gelagert. Die folgende Abbildung 9
fasst in einer schematischen Ubersicht die einzelnen Arbeitsschritte des Early
Activation Assay, mit anschlieBender FACS-Analyse, zusammen. Auf das
Verfahren der Mehrkanaldurchflusszytometrie (FACS-Analyse) wird unter Kapitel

2.2.4 naher eingegangen.
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Antigenstimulation durch Staphylo- o
kokken Enterotoxin B (SEB)-Antigen,
Cytomegalievirus (CMV)-Antigen {

Zytokine: z.B. Interferon-

gamma (IFN-y)

Fluoreszenz-markierte

® Aktivierungsmarker Antikérper
(z.B.CD69)
Schritt1 :
Antigenstimulation Schritt 2: Lysieren
der Vollblutprobe der Zellen
cMv

e
Schritt 3: Schritt 4: Markieren
Permeabilis- der Zellen
ieren der durch Antikérper
Zellen

_—
Schritt 5: b‘f"e Schritt 6: Analyse
Durchfluss- s FACS-Bild
zytometrie gy (Fluorescence-

£ activated cell
! g;?nmmm FITC sorting)

Abb. 9: Schematische Ubersicht der einzelnen Arbeitsschritte des Early Activation Assay.
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2.2.2 Pharmakodynamik von CsA und MMF in vitro

Modulation der frihen T-Zell-Aktivierung in vitro unter Einfluss der
Immunsuppressiva CsA und MMF

Die Arbeitsansatze mit in vitro Zugabe der Verdinnungsreihen von MMF und CsA
wurden auf der Basis heparinisierter Vollblut-Proben gesunder Probanden erstellt.
Ausgehend von den in Tabelle 2 gezeigten Medikamentenstammldsungen
wurden, entsprechend der im Rahmen von Vorversuchen ermittelten optimalen
Konzentrationen der Immunsuppressiva, sieben Verdinnungsstufen flr jedes

Medikament titriert.

Tab. 2: Ubersicht der Konzentrationen der Medikamentenstammldésungen von
Cyclosporin A (CsA) u. Mycophenolat Mofetil (MMF).

CsA MMF
Medikament

Konzentration der 25 mg/mi 50 mg/ml
Stammlésung

2.2.21 Verdiinnungsreihe Cyclosporin A

Ausgehend von einer CsA-Stammlésung der Konzentration 25 mg/ml wurden 7
Verdinnungsstufen, in einem Konzentrationsbereich zwischen 1 mg/ml bis 1
ng/ml, titriert. Die Arbeitsansatze wurden durch einmalige Zugabe der
Medikamentenlésung zu Vollblut und konsekutiver Titration der weiteren
Verdinnungsstufen, in Schritten zu je einer Zehnerpotenz in abnehmender
Reihenfolge, erstellt.

In Vorbereitung auf die Durchfilhrung des Early Activation Assay wurden zur
Antigenstimulation jeweils 3 Arbeitsansatze (1 Ansatz pro Antigen-Stimulus: HFF,
CMV, SEB) pro Proband und Verdinnungsstufe hergestellt. Jede der in Tabelle 3
genannten Verdinnungsstufen wurde mit 50 ul des jeweiligen Antigens (HFF,

CMV und SEB) stimuliert. Im Anschluss daran folgten die weiteren Arbeitsschritte
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nach dem unter Abschnitt 2.2.1.1 aufgeflihrten Protokoll des Early Activation
Assay.

Tab. 3: Zielkonzentrationen der Verdinnungsreihe von Cyclosporin A (CsA) fur

die in vitro Voruntersuchungen.
Arbeitsansatze 1 2 3 4 5 6 7
CsA

1 100 10 1 100 10 1
mg/ml pg/ml pg/ml pg/ml ng/ml ng/mil ng/ml

Konzentration
CsA

2.2.2.2 Verdiinnungsreihe Mycophenolat Mofetil

Auch der for MMF zur Pharmakodynamik n&her untersuchte Bereich der
Medikamentenonzentration umfasste Verdinnungsstufen zwischen 1 mg/ml und 1
ng/ml. Eine Verdinnungsreihe aus insgesamt 7 Titrationsstufen wurde, wie bereits
im vorhergehenden Abschnitt bei CsA, ebenso fir MMF hergestellt. Unter Einsatz
einer Stammldésung von MMF der Konzentration 50 mg/ml wurde durch Mischung
mit Vollblut die héchste Ziellkonzentration von 1 mg/ml generiert, die weiteren
Verdinnungsstufen erhielt man durch Titrationsschritte zu je einer Zehnerpotenz
in absteigender Reihenfolge. Wie zuvor unter Abschnitt 2.2.1.1 beschrieben,
wurden im Hinblick auf die Antigenstimulation je Verdinnungsstufe 3
Arbeitsansatze mit den entsprechenden Antigenen (HFF, CMV und SEB) erstellt.
Das weitere Prozedere der Zellpraparation folgte dem Protokoll des Early

Activation Assay.

Tab. 4: Zielkonzentrationen der Mycophenolat Mofetil (MMF) Verdinnungsreihe
far die in vitro Untersuchungen.

Arbeitsansitze
MMF

Konzentration 1 100 10 1 100 10 1
MMF mg/ml pg/mi pg/mi pg/mi ng/ml ng/ml ng/ml
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2.2.3 Ex vivo Untersuchungen zur Pharmakodynamik der
Mycophenolsaure

2.2.3.1 Patienten, Studiendesign u. Therapieschemata
der PK/PD Studie

Patienten

Far die PK/PD Studie wurden aus dem Patientenkollektiv der Nephrologischen
Ambulanz der Universitatsklinik Ulm, Klinik far Innere Medizin |, insgesamt zehn
Patienten - neun Méanner und eine Frau (alle Kaukasier), rekrutiert. Die zehn
Patienten mit progredienter IgA-Nephropathie standen unter Langzeitbetreuung
(seit mindestens 12 Monaten) dieses Zentrums. Bei drei der zehn rekrutierten
Patienten wurde wahrend des Untersuchungszeitraumes aufgrund von
Unvertraglichkeit von MMF eine Dosisreduktion auf 250 mg taglich erforderlich.
Die alternative Darreichungsform EC-MPS konnte bei allen Patienten Uber den
gesamten Beobachtungszeitraum in voller Dosierung von zweimal taglich 360 mg
verabreicht werden. Zum Zeitpunkt der Initialisierung der Studie standen diese
sieben Patienten unter einer Erhaltungstherapie mit Mycophenolat Mofetil in
Kombination mit 10 mg Prednisolon taglich. Zuvor hatten sie eine
Induktionstherapie mit Cyclophosphamid erhalten.

Studiendesign und Therapieschemata

Die PK/PD Studie stellte eine prospektive, randomisierte, cross-over friihe Phase
Il Pilotstudie dar. Im Fokus dieser Studie stand die Untersuchung evidenter
Unterschiede bezlglich der Pharmakokinetik und Pharmakodynamik der
Mycophenolsaure, in  ihren  Darreichungsformen  magensaftresistentes
Mycophenolat (,enteric coated - mycophenolate sodium“: EC-MPS) und
Mycophenolat Mofetil (MMF). Der Behandlungszeitraum umfasste entsprechend
des Studienprotokolls insgesamt 2 Medikationsphasen von jeweils 2-wdchiger
Dauer. Es wurden 14 Messungen zu jeweils 8 Abnahmezeitpunkten pro Patient
durchgefuhrt, dies entsprach insgesamt 112 Proben fir das ausgewertete
Patientenkollektiv von insgesamt 7 Patienten. Am Ende einer jeden
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Medikationsphase wurden die Probanden einmal Uber 24 Stunden in einem
unabhangigen pharmazeutischen Forschungsinstitut (Pharos GmbH, Ulm)
aufgenommen. Im Rahmen dieser Aufenthalte erfolgte die Probengewinnung zur
Erfassung der pharmakokinetischen und pharmakodynamischen Parameter von
EC-MPS und MMF. Die Daten wurden aus insgesamt 8 Proben pro Patient und
Untersuchungstag bestimmt, die zu den Zeitpunkten 0 (=vor) sowie 2, 1, 2, 4, 6, 8
und 12 Stunden nach oraler Einnahme, von entweder MMF oder EC-MPS,
abgenommen wurden. Zu den jeweiligen Abnahmezeitpunkten wurden zusatzlich
entsprechende Spiegelbestimmungen von MPA durchgefiihrt. Weiterflihrende
Informationen zur PK/PD Studie kdénnen der Veréffentlichung ,,Pharmacokinetics
and Pharmacodynamics of Mycophenolic acid after enteric-coated Mycophenolate
versus Mycophenolate Mofetil in patients with progressive IgA Nephritis®, Journal
of Clinical Pharmacology, 2007; 47:850-859; [36], enthommen werden.

PKpd Studiendesign
MPA vs MMF bei IgAN

[2WeehenMPA | | 2 wochen MMF |

Therapie mit MMF o
Therapie mit MMF

[ 2Wochen MMF | [2WochenMPA™ |

Randomisierung

Untersuchungstag (1) I

Untersuchungstag (2)

» Zeitachse

Abb. 10: Schematische Darstellung des Studiendesigns.

MPA: Mycophenolat. MMF: Mycophenolat Mofetil. IgAN: IgA-Nephropathie. (Quelle: Studienplan
Pharmakokinetik/Pharmakodynamik  (PK/PD)  Studie  ,Vergleich  Pharmakokinetik  und
Pharmakodynamik von MPA unter EC-MPS versus MMF bei Patienten mit progressiver IgA-
Nephritis“ Universitatsklinikum Ulm, Abteilung Innere Medizin |, Sektion Nephrologie, 2004).

Die Untersuchungen erfolgten anhand zweier Medikationsphasen von jeweils
zweiwOchiger Dauer. Wahrend des Beobachtungszeitraumes erhielten die
Probanden randomisiert, im cross-over Modus, taglich entweder 2 x 500 mg MMF
(CellCept®) oder 2 x 360 mg EC-MPS (Myfortic®) per os fir jeweils 2 Wochen.
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Die Immunsuppressiva mussten mindestens Uber einen Zeitraum von zwei
Wochen vor Beginn der Untersuchungen eingenommen worden sein, um das
Erreichen eines ,steady state” zu gewahrleisten. Die Festlegung der Reihenfolge
der Gabe der jeweiligen Medikamentendarreichungsform (EC-MPS oder MMF)
wahrend der beiden Beobachtungszeitraume erfolgte nach dem Zufallsprinzip.
Nach Abschluss der Studien-Medikationsphasen wurde die Therapie mit MMF
(CellCept®) fortgesetzt. Im Rahmen der Erhaltungstherapie umfasste das
Medikationsregim eines jeden Patienten zusatzlich zu EC-MPS/MMF 5 mg
Prednisolon taglich, obligate Begleitmedikation waren ein ACE-Hemmer oder ein
AT1-Blocker. Die zusatzliche fakultative Einnahme von Fischél wurde, aufgrund zu
erwartender Interaktionen mit MMF/MPA, wahrend des Untersuchungszeitraumes

pausiert.

Tab. 5: Cytomegalievirus (CMV)-Serologie der Patienten der
Pharmakokinetik/Pharmakodynamik (PK/PD) Studie : ,Vergleich Pharmakokinetik
und Pharmakodynamik von MPA unter EC-MPS versus MMF bei Patienten mit
progressiver IgA-Nephritis® des Universitatsklinikum Ulm,  Abteilung Innere
Medizin | - Sektion Nephrologie.

Patient 1 2 3 4 5 6 7

CMV-

Serologie positiv negativ negativ positiv positiv negativ positiv
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2.2.3.2 Die frihe Lymphozytenaktivierung ex vivo unter
Einfluss von MPA

Versuchsanordnung

Die Praparation der Proben fiir die ex vivo Untersuchungen der Patienten erfolgte
in Anlehnung an das unter Abschnitt 2.2.1.1 genannte Verfahren des Early
Activation Assay, und wurde je Patient und Abnahmezeitpunkt um einen
zusatzlichen Arbeitsansatz, mit in vitro Zugabe von CsA der Konzentration 1ug/ml,
erweitert. Zur Beurteilung der frihen T-Zell-Aktivierung unter Einfluss einer
immunsuppressiven Therapie mit Mycophenolsaure (EC-MPS/MMF) wurden somit
je Patient 4 Arbeitsansatze erstellt. Der 4. Arbeitsansatz mit CsA (Probe D) diente
der vergleichenden Beurteilung der Modulation der friihen T-Zell-Aktivierung durch
die beiden Vertreter unterschiedlicher Klassen von Immunsuppressiva,
Mycophenolsaure und Cyclosporin A.

Probe A Probe B Probe C Probe D

(Negativkontrolle) (Positivkontrolle)

450 pl hep. Vollblut 450 pl hep. Vollblut 450 pl hep. Vollblut 450 pl hep. Vollblut

+ + +
25 pl anti CD28 25 pl anti CD28 50 pl SEB-Antigen 50 pl SEB-Antigen
+ + +
50 pl HFF-Antigen 50 pl HCMV-Antigen 5 pl CsA
AD 169 (Konzentration 1 pg/ml)

Abb. 11: Early Activation Assay. Probenpraparation zur Untersuchung der frithen T-Zell-
Aktivierung ex vivo. 4 Arbeitsansatze je Patient; hep.: heparinisiert. Antigenstimulation durch
Cytomegalievirus-Antigen (CMV: Probe B) u. Staphylokokken Enterotoxin B-Antigen (SEB:
Proben C u. D). Negativkontrolle mit Zusatz von Humanem Vorhautfibroblasten-Antigen (HFF:
Probe A). Kostimulus: Antikérper anti CD28 (Proben A u. B). Cyclosporin A (CsA) in vitro als
Kontrollmedikament (Probe D).
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224 Mehrkanaldurchflusszytometrie

Mithilfe des Verfahrens der Mehrkanaldurchflusszytometrie wurde im Rahmen
dieser Arbeit, nach erfolgter Lymphozytenaktivierung durch Antigenstimulation, die
Frequenz reaktiver TH1-Zellen als Indikator der Aktivitdt CD4+-T-Zellen,
bestimmt. Diese Methode erlaubt eine zeitnahe Charakterisierung und
Quantifizierung von Einzelzellen oder auch gréBeren Zellpopulationen, durch die
Registrierung zellspezifischer Streulicht - und Fluoreszenzeigenschaften nach
Laseranregung. Die Bezeichnung FACS steht flir ,Fluorescence-activated cell
sorting“. Die im Folgenden gezeigten durchflusszytometrischen Untersuchungen
erfolgten unter Einsatz eines FACScan Gerates der Firma Becton & Dickinson,
Heidelberg.

Das Prinzip der Messungen beruht auf der kumulativen Erfassung von
Fluoreszenzintensitat und Zellmorphologie von Suspensionszellen. Durch dieses
Verfahren lassen sich somit Informationen Uber Granularitdit und GréBe der
gemessenen Zellen gewinnen. Der Einsatz von Fluoreszenzfarbstoff-markierten
monoklonalen Antikérpern ermdglicht die zuséatzliche Detektion der Expression
von Oberflachen- und auch intrazelluldaren Molekilen auf Einzelzellebene. Der
Vorteil dieser Methode liegt in der Isolierung von Zellpopulationen hoher
Reinheitsgrade.

Nach Ldésung der stimulierten und fluoreszenzmarkierten Zellen in FACS-Puffer
werden diese in einem Flissigkeitsstrom nacheinander an einem Laserstrahl
vorbeigeleitet. Durch eine Erhdhung der Flussgeschwindigkeit werden die Zellen
fokussiert und anschlieBend von einem Messlaser mit einer spezifischen
Wellenldnge von 488 nm angeregt. Durch die Anregung Uber das Laserlicht
werden Elektronen des an der Zelle gebundenen Fluorochroms auf ein héheres
Energieniveau gehoben. Unter Emission der zuvor gewonnen Energie, in Form
von Photonen, gelangen die Elekironen wieder auf das urspringliche Niveau
zurick. Die entstehende Lichtbeugung und —streuung, sowie die emittierte
Fluoreszenz werden von Detektoren (Messzellen) aufgenommen und
anschlieBend verrechnet. Zunachst wird im Bereich der Messeinheit 1 die
Absorption des Lasers detektiert (FSC = Forward scatter), hieraus ergibt sich der
Zelldurchmesser. Je starker die Abschwachung des Lasers (Absorption), desto
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gréBer ist der Durchmesser der jeweiligen Zelle, oder je kleiner und dichter die
Zellen sind, desto weniger Streung bewirken sie. Als MaB fiir die GroBe der Zellen
gilt somit die Lichtstreuung in Vorwartsrichtung (FSC = 180°Forward scatter).
Uber die Lichtstreuung im 90° Winkel (SSC = Side scatter) wird in Messzelle 2 die
Granularitat erfasst. AbschlieBend erfolgt durch einen weiteren Detektor,
Messzelle 3, die Aufnahme der vom aktivierten Fluoreszenzfarbstoff ausgehenden
Lichtmenge, wodurch die Farbung der Zelle durch den jeweiligen Farbstoff

gemessen wird.

Probenst
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ﬂiissi?kcil < 4880 0
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i lil y Y Abb. 13: Schematischer Aufbau eines FACS-
[/ Q Gerates (FACSCalibur). Messzelle = Detektor.
abfall sartierte Zellen . i
FACS: Fluorescence-activated cell sorting.

FL1-4: Fluorescence detectors.
SSC: Side scatter. FSC: Forward scatter.
Optical filters: DM 560SP, DM 640LP, 670LP.

Abb. 12: Schematische Darstellung
des Prinzips der Durchfluss-
zytometrie.

Durch die vorhergehende Praparation der Zellen mit Fluoreszenzfarbstoff-
markierten Antikérpern lassen sich einzelne T-Zell-Subsets identifizieren, diese
kénnen anhand der Expression von Oberflachenproteinen als separate
Untergruppen genauer Kklassifiziert werden. Aufgrund der spezifischen
Eigenschaften des emittierten Lichtes (hervorgerufen durch die unterschiedliche
Bindung der Antikérper) ist es somit mdglich, einzelne Zellen nach zuvor
festgelegten Kriterien, z.B. Oberflachenmarkerexpression, abzulenken und
aufzufangen. Die an die Antikdrper gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffe werden von
einem Argon-Laser zur Emission von Lichtimpulsen angeregt. Die
unterschiedlichen Emissionsmaxima der Fluoreszenzen (z.B. FITC 520 nm, PE
576 nm, APC 660 nm) mit ihren verschiedenen Wellenlangenbereichen bewirken,
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dass Uber die Detektoren zwei Farbstoffe gleichzeitig gemessen werden kénnen
(Zweifarbenimmunfluoreszenz). Auch die Messung einer Dreifarbenfluoreszenz ist
moglich, mit Rulcksicht auf die (berlappenden Emissionsbereiche der
Fluoreszenzen, missen in diesem Fall die Detektoren fir die drei Fluoreszenzen
gegeneinander kompensiert werden.

Die Lichtimpulse gelangen von der optischen Einheit zu einem elektronischen
System, genannt Photomultiplier. Dieser Ubermittelt sie zur Datenauswertung an
den Computer. AnschlieBend werden die erfassten Messdaten am Computer

mithilfe einer entsprechenden Analysesoftware dargestellt.

Auswertung der Durchflusszytometrie

Die Auswertung der Messdaten durch ein FACSCalibur Gerat erfolgte mit der
Analysesoftware ,Cell Quest Pro“ von Becton & Dickinson. Die erfassten Daten
wurden mit ,Microsoft Excel® evaluiert, und die gewonnen Ergebnisse
abschlieBend in Diagrammen, unter Anwendung des Programmes ,OriginPro 8¢
(OriginLab Corporation), abgebildet.

Far die Auswertung mithilfe der Quadrantendarstellung wurde die
Fluoreszenzintensitat der verschiedenen Fluoreszenz-markierten Antikdrper, in
separaten Quadranten, gegeneinander aufgetragen. Somit konnten Zellen erfasst
werden, die negativ, einfach positiv oder doppelt positiv fir die zu untersuchenden
Eigenschaften — hier die Expression von Zytokinen und Aktivierungsmarkern (IFN-
y, IL-2 oder CD69), waren. Die daraus resultierenden Farbemuster der
verschiedenen Zellpopulationen wurden in Zusammenschau mit den Daten Uber
GroBe (SSC) und Granularitat (FSC) ausgewertet. Im Rahmen der hier
vorliegenden Untersuchungen wahlten wir fir alle Messungen die spezifischen
Einstellungen (setting) 400 FSC- Height und 200 SSC- Height. Die Selektion nach
GréBe und Granularitdt ermdglichte eine Unterscheidung der verschiedenen
Leukozytensubpopulationen (Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten). Im
Rahmen dieser Untersuchungen wurden nur die vitalen Lymphozyten
bertcksichtigt. =~ Auch  die  statistische  Auswertung, als sogenannte
,Quadrantenstatistik®, basierte auf der Analyse der prozentualen Anteile der
unterschiedlichen Fluoreszenzsignale der jeweiligen Quadranten.
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Abb. 14a (links) u. 14b (rechts): Beispiel einer durchflussztyometrischen Analyse in
Form einer ,,dot plot“ Darstellung .

Abb. 14a: Auswahl des Messfensters (R = Region), R1 = Lymphozytenpopulation.
Einstellungen FSC (Forward scatter)-Height und SSC (Side scatter)-Height zur
Festlegung der Selektionskriterien GréBe und Granularitat der Zellen.

Abb. 14b: Definition Messfenster: R2 = CD4+-T-Zellen.

Die Abbildungen 14a und 14b zeigen als Ausschnitt einer FACS-Analyse die
Darstellung der Uber die Durchflusszytometrie gewonnen Daten mithilfe eines
Punktwolkenhistogramms (,dot plot). Die Messpunkte wurden als sogenannte
~events* erfasst und zweidimensional dargestellt. Je Probe wurden zehntausend
Events ausgewertet. Die nach GréBe (FSC) und Granularitat (SSC) selektierten
Zellpopulationen wurden in einzelnen Messfenstern, auch als ,Regions” (R1/R2)
bezeichnet, zusammengefasst. Die Verwendung Fluoreszenz-markierter
Antikérper ermdglichte die Identifikation der einzelnen T-Zell-Subsets, z.B. zur
Unterscheidung von CD4+ -oder CD8+-T-Zellen.

Definition der Messfenster (Regions):
R1: Lymphozytenpopulation
R2: Subpopulation CD4+-T-Zellen



Methoden 65

Nach zusatzlicher Markierung gegen die Oberflachenproteine CD69, Interferon-y
und IL-2 (Anti- Hu-IFN-yFITC, CD69 PE, CD4 PerCP-Cy5.5 und Anti-Hu-IL2
FITC/CD69 PE/CD4 PerCP-Cy5.5; Becton & Dickinson) durch Kkonjugierte
Fluorochrome an monoklonalen Antikdrpern war es méglich, die Zellen bezlglich
ihres  Aktivierungsstatus zu quantifizieren. Somit erfolgte durch die
Antikérperfarbung die Detektion der aktivierten T-Zell-Subsets (CD4+-T-Zellen)
Uber die Erfassung ihrer Zytokin- und Aktivierungsmarkerexpression (IFN-y, IL-2,
CD®69).

2.241 FACS-Analyse der in vitro Voruntersuchungen

Die Abbildungen der FACS-Analyse lassen sich in 4 Quadranten untergliedern:

Unterer linker Quadrant : T-Zell-Subpopulation (CD4+-Zellen)

Oberer linker Quadrant : Zellen mit Expression von CD69

Oberer rechter Quadrant : Zellen mit Expression von CD69 u. IFN-y/CD69 u. IL-2
Unterer rechter Quadrant: Zellen mit Expression von IFN-y u. IL-2

(@ o ®) o
2 =
< &
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10% 10° 10° 10¥ 10
gammalFN FITC ILZ APC

Abb. 15a (links) u. 15b (rechts): Gliederung eines durchflusszytometrischen Histogrammes
nach dem Quadrantenprinzip. Darstellung anhand des Beispieles einer Staphylokokken
Enterotoxin B (SEB)-Antigen-stimulierten Probe eines Gesunden. Einteilung der Abbildungen in
jeweils vier Quadranten. Messung des Aktivierungsmarkers CD69 u. der Zytokine

Interferon-gamma (IFN-y), Interleukin-2 (IL-2).

Abb. 15a: Messung der Markerkombination CD69 IFN-y im rechten oberen Quadranten.

Abb. 15b: Messung der Markerkombination CD69 IL-2 im rechten oberen Quadranten.

Die 3 Quadranten ,rechter oberer Quadrant, ,rechter unterer Quadrant® und
Jinker unterer Quadrant” sind den T-Zell-Subsets CD4+-T-Zellen zugeordnet, die

jeweils einen der Marker (CD 69, IFN-y oder IL-2) exprimieren, wohingegen der
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Jinke obere Quadrant” die T-Zell-Subpopulationen CD4+-T-Zellen erfasst, die
durch zwei Marker gleichzeitig charakterisiert wird (z.B. CD 69+/IFN-y+oder CD
69+/IL2+). Die Zellen werden durch das Quadrantenprinzip anhand ihrer Marker-
und Zytokinexpression selektiert, und konsekutiv in negative, einfach positive und
doppelt positive T-Zell-Subsets bezlglich dieser Merkmale eingeteilt und
quantitativ gemessen. Die folgende Abbildung 16 zeigt in der Ubersicht eine
frihen T-Zell-

Aktivierung, am Beispiel der Proben eines gesunden Probanden, nach Stimulation

Darstellung der durchflusszytometrischen Auswertung der

durch drei verschiedene Antigene.
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Abb. 16: Ubersicht der durchflusszytometrischen Analyse der friihen

Lymphozytenaktivierung nach Stimulation durch verschiedene Antigene am Beispiel
eines gesunden Probanden. Es wurde jeweils die Expression der Marker CD69, Interferon-
gamma (IFN-y) und/oder Interleukin-2 (IL-2) durch CD4+-Zellen erfasst.

Reihe 1: Nicht-stimulierte Probe unter Zusatz von Humanem Fibroblasten-Antigen (HFF).
Reihe 2: Stimulation der Zellen mit Cytomegalievirus (CMV)-Antigen.

Reihe 3: Staphylokokken Enterotoxin B (SEB)-Antigen-stimulierte Probe.
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2.2.4.2 Durchflusszytometrische Evaluation der in vitro
Untersuchungen

Zur quantitativen Messung der frihen T-Zell-Aktivierung wurden die funktionell
relevanten Zellpopulationen, reprasentiert durch den Anteil der CD69+- und der
CD69+/IFN-y+ - CD4-positiven-Zellen, erfasst. Der durch das Durchflusszytometer
erstellten Datentabelle wurden die prozentualen Messwerte flir die Evaluation
entnommen. Die spezifische Antwort der Zellen auf den jeweiligen Stimulus
resultierte aus den einzelnen Nettowerten fir jeden Marker. Diese berechneten
sich aus den Mittelwerten der Messwerte nach Stimulation abziglich der
unstimulierten Kontrolle. Als 100% - Referenzwert wurde die SEB-stimulierte
Probe ohne Medikamentenzusatz definiert.

Die Gesamtanalyse setzte sich aus den relativen Nettowerten der einzelnen
untersuchten Proben eines Probanden zusammen. Die Verwendung der relativen
Nettowerte ermdglichte die Kummulation aller Untersuchungen. Anhand der
folgenden Formel wurden die jeweiligen Endergebnissdaten berechnet. Diese
Ausfuhrungen und die nachfolgende Formel beziehen sich auf die Auswertung der
Messergebnisse der in vitro Untersuchungen. In Bezug auf die Ergebnisse der ex
vivo Untersuchungen dieser Arbeit erfolgte die Auswertung in einer etwas
abgewandelten Form, die im Weiteren noch unter Abschnitt 2.2.4.4 erlautert wird.
Die Endergebnisse aus den Messwerten berechneten sich nach folgender Formel,

wobei der Leerwert jeweils einer Probe ohne Medikamentenzusatz entspricht:

(Stimulierte (CMV oder SEB) Probe X— Negativkontrolle (HFF-Wert) Probe X)

(Leerwert stimulierte Probe X — Negativkontrolle (HFF-Wert) des Leerwertes)

Anteil der reaktiven TH1-Zellen an der Gesamtpopulation CD4+- Zellen (%)
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2243 FACS-Analyse der ex vivo Untersuchungen

Die Analyse der Patienten-Proben im Rahmen der ex vivo Untersuchungen
erfolgte ebenso mithilfe der Mehrkanal-Durchflusszytometrie. In diesem Fall wurde
ein Messfenster R3 im Vorfeld bestimmt, das jeweils den Anteil reaktiver TH1-
Zellen an der gemessenen Population CD4+-Zellen erfasste, die die gesuchten
Marker in Kombination (CD69 und IFN-y) exprimierten. Im Gegensatz zu den in
vitro Untersuchungen wurde in diesem Fall bewusst nur die Markerkombination
CD69 IFN-y, als Reprasentant der friihen T-Zell-Aktivierung, gewahilt.

Durch die folgende Abbildung 17 eines Ubersichtsausschnittes der FACS-Analyse
einer Patienten-Probe wird die Gliederung der Histogramme zur Auswertung der
ex vivo Untersuchungen veranschaulicht. Die Reihen 1-3 zeigen die Stimulation
der Patienten-Probe mit drei unterschiedlichen Antigenen (HFF, CMV oder SEB).
Die beiden Histogramme a und b jeder Reihe beinhalten jeweils die
Gerateeinstellung mit Bestimmung von SSC- und FSC-Height, sowie die Definition
der Messfenster R1 und R2. Die Histogramme ¢ und d zeigen die
durchflusszytometrische Messung fir Abnahmezeitpunkt 1 und 2 am Beispiel
dieses Patienten. Die durch die drei Messfenster (Regions) erfassten T-Zell-

Subsets untergliedern sich wie folgt:

Definition der Messfenster (Regions):

R1=Lymphozytenpopulation

R2= Subpopulation CD4+-Zellen

R3= Subpopulation der reaktiven TH1-Zellen als Anteil der CD4+-Zellen,
die die Marker CD 69 und IFN-y (in Kombination) exprimieren
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Abb. 17: Ubersicht eines Ausschnittes der durchflusszytometrischen (FACS) Analyse der
frihen Lymphozytenaktivierung eines Patienten nach Stimulation durch verschiedene
Antigene. Die Abbildungen a u. b zeigen jeweils die Einstellungen der Messfenster (R =
Regions: R1 u. R2). R3 in den Abbildungen ¢ u. d beinhaltet das an zwei separaten
Untersuchungszeitpunkten (¢ u. d) gemessene T-Zell-Subset, das die gesuchte
Markerkombination CD69 Interferon-gamma (CD69 IFN-y) exprimiert.

Reihe 1: Nicht-stimulierte Probe unter Zusatz von Humanem Vorhautfibroblasten-Antigen (HFF-
Negativkontrolle).

Reihe 2: Stimulation der Zellen mit Cytomegalievirus (CMV)-Antigen. Messung der Expression
der Markerkombination CD69 IFN-y durch den Anteil der reaktiven Typ 1-T-Helferzellen (TH1-
Zellen.

Reihe 3: Staphylokokken Enterotoxin B (SEB)-Antigen-stimulierte Probe als Positivkontrolle.
Messung der Expression der Markerkombination CD69 IFN-y durch den Anteil der reaktiven
TH1-Zellen.
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2244 Durchflusszytometrische Evaluation der ex vivo
Untersuchungen

FOr die ex vivo Untersuchungen wurden ausschlieBlich die Aktivierungsmarker
CD69 und IFN-y untersucht. Diese Markerkombination wurde jeweils zu acht
Messzeitpunkten fir CMV, SEB und SEB¢sa (Subpopulation der CsA-behandelten
SEB-reaktiven Zellen) separat bestimmt. Zur Evaluation wurde den Datentabellen
der Histogramme jeweils der Wert R3 % Gated (siehe Markierung Abbildungen
18a u. b) des Messfensters R3 zum entsprechenden Messzeitpunkt (1-8)
entnommen. Der gesuchte Anteil der reaktiven TH1-Zellen in Prozent wurde,
mithilfe der im nachsten Abschnitt gezeigten Formel, ermittelt.

—_
=2
~—

CD69 PE
% 10 %0 % %o

10° 10" 102 10% 104

gammalFN FITC gammalFMN FITC
Region Events % Gated % Total Region Events % Gated % Tolal
RT 10648 100.00 443 R1 4099 100.00 364
R2 10648  100.00 4.43 R2 4009 100.00 364
R3 621 0.26 R3 179 0.16

Abb. 18a (links) u. 18b (rechts): Ausschnitt einer durchflusszytometrischen (FACS)
Analyse der frithen Lymphozytenaktivierung einer Staphylokokken Enterotoxin B
(SEB)-Antigen-stimulierten Patienten-Probe unter Therapie mit Mycophenolséaure.
Beispiel-Histogramme zu den Abnahmezeitpunkten 1 (links: Oh) u. 2 (rechts: 0,5 h), h
entspricht Zeitintervall (Stunden) nach Einnahme der Studienmedikation. Die untersuchte
Markerkombination CD69 Interferon-gamma (CD69 IFN-y) wurde in Messfenster R3 erfasst.
Die relevanten Messdaten der gesuchten T-Zell-Subpopulation sind durch einen Rahmen

markiert.
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Die im Rahmen der Diagramme unter Abschnitt 3.2 gezeigten Ergebnissdaten der
ex vivo Untersuchungen an Patienten-Proben der PK/PD-Studie wurden nach

folgender Formel berechnet:

Stimulierte Probe (CMV, SEB, SEBcsa) — Nichtstimulierte Probe (HFF-Wert)

Anteil der reaktiven TH1-Zellen (CMV- oder SEB-) in %
(bezogen auf die Gesamtpopulation der gemessenen CD4+-Zellen)

2.2.5 Erganzende Untersuchungen zu PK/PD von MPA

Bestimmung von MPA-, MPAG-Plasmaspiegel u. IMPDH Aktivitat

Die MPA- und MPA-Glucuronid (MPAG)-Konzentrationen im Blut der Patienten
der cross-over Studie wurden in der Abteilung fir Klinische Chemie des
Universitatsklinikums Ulm, mithilfe eines EMIT Assays, bestimmt. Hierfir wurden
die zu den 8 Untersuchungszeitpunkten je Untersuchungstag gewonnenen
heparinisierten Vollblut-Proben der Patienten zunachst 20 Minuten zentrifugiert
(4000 g), im Anschluss wurde der Plasmaanteil separiert, und bei -20°C bis zur
Analyse eingefroren. Die Erfassung der Plasmaspiegel von MPA und MPAG
erfolgte durch das Verfahren der Hochleistungsflissigkeitschromatographie -
HPLC (,High Performance Liquid Chromatography“). Der untere Grenzwert der
Messungen fiir Mycophenolat (MPA) betrug 0,2 pg/ml und fir das Glucuronid
(MPAG) 0,5 pg/ml.

Die Bestimmung der IMPDH Aktivitat aus lysierten PBMCs der Patienten-Proben
erfolgte Uber die Methode der HPLC, und wurde mit freundlicher Unterstitzung
durch das Nephrologische Labor der Charite’-Universitditsmedizin Berlin

durchgeflhrt.
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2.2.6 Bestimmung der IC50 der Immunsuppressiva

Die in der Pharmakologie etablierte Bezeichnung der IC50 als mittlere
inhibitorische Konzentration gibt die Konzentration eines Pharmakons wieder, die
in vitro zu einer halbmaximalen Hemmung fiihrt. Die IC50 beschreibt somit die
Wirkstarke eines Antagonisten. Im Hinblick auf die Enzymkinetik wird die
Medikamentenkonzentration bestimmt, unter der die Enzymaktivitat auf die Halfte
reduziert wird.

Die IC50 der Immunsuppressiva CsA und MMF wurde anhand oben genannter in
vitro Untersuchungen (siehe unter 2.2.2 Abschnitte 2.2.2.1 u. 2.2.2.2) ermittelt. Die
Bestimmung erfolgte anhand des Kurvenverlaufs der im néchsten Kapitel unter
3.1.1 und 3.1.2 gezeigten Diagramme. Hierfir wurde der dem 50%-Wert der
Ordinate zugeordnete Datenpunkt der logarithmisch skalierten Abszisse, durch
Erstellen einer Geraden, abgelesen. Unter Bericksichtigung des jeweiligen
Antigenstimulus (CMV oder SEB) sollte die 1C50 fur die Markerkombinationen CD
69 IFN-y, CD 69 IL-2 und IL-2 IFN-y, getrennt fir jedes Pharmakon (CsA/MMF),

bestimmt werden.
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2.2.7 Statistische Auswertung

2.2.7.1 Graphische Darstellung der Ergebnisse

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte in Form verschiedener Diagramm-Arten,

wie Linien-, Punkt- und Kurven-Diagramme.

2.2.7.2 Wilcoxon-Test (nichtparametrischer-Test)

Im Rahmen der statistischen Auswertung der Daten zu den Patienten der PK/PD
Studie wurde der Wilcoxon-Test angewandt. Der Wilcoxon-Test stellt eine multiple
Rangvarianzanalyse dar. Als analoger Rangtest resultiert durch ihn der Vergleich
zweier verbundener Variablen, ohne einer Normalverteilung zu bedrfen. Der
Vorteil liegt in der kombinierten Bestimmung von Richtung und Héhe der
Differenzen gepaarter Stichproben.

Durch Zufallszahlen wurden im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen n =7
Patienten mit progredienter IgAN randomisiert der Sequenz MMF=>EC-MPS oder
EC-MPS=>MMF zugeordnet. Die pharmakokinetischen und klinischen Daten
wurden durch den Wilcoxon-Test verglichen und auf statistische Signifikanz
dberpraft. Mit Hilfe der Randomisierung sollten grobe Einflisse durch
Wechselwirkungen aufgezeigt werden. P wurde bei einseitiger Fragestellung <
0.05 als Signifikanzgrenze fur festgestellte Unterschiede gewahlt, im Falle offener
Fragen erfolgte bei gleichem Signifikanz-Niveau von P<0.05 ein zweiseitiger Test.
Somit ermdglichte der Wilcoxon-Test eine Aussage darlber, zwischen welchen
gemittelten Messwerten ein signifikanter Unterschied besteht. Bei nicht
signifikanten Unterschieden bezlglich der klinischen Parameter war dies im Sinne
der Hypothese schon ein aussagekraftiges Ergebnis, da zumindest in der Dosis
und Pharmakokinetik Unterschiede zwischen EC-MPS und MMF angenommen
werden mussten. Zur Stitzung dieser Aussage wurde ein gepaartes
Studiendesign ausgewahlt.
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der in vitro Untersuchungen

3.1.1 Einfluss des Calcineurin-Inhibitors Cyclosporin A auf
die friihe T-Zell-Aktivierung in vitro

Das folgende Diagramm zeigt die Mittelwerte der Ergebnisse die durch drei
unabhangige Versuchsreihen, nach Stimulation der frihen T-Zell-Aktivierung
durch SEB-Antigen, bestatigt wurden.

—a—CD69 IFN
1204| —e—CD69IL2
—A—|L2 IFN
32 100
E d
2 80
Q
S |
E 60 -
- .
S 404
=
cx“ -
o 204
0- i_ ‘
| AL AL | AL | AL AL WAAA LI | LALLM | AL LA g
1 0,1 0,01 1E-3 1E-4 1E-5 1E-6

Konzentration / mg/ml

Abb. 19: Modulation der frilhen Lymphozytenaktivierung CD4+-T-Zellen bei
Gesunden in vitro, in Abhangigkeit der Medikamentenkonzentration von Cyclosporin
A (CsA). Antigenstimulation der T-Zell-Aktivierung durch Staphylokokken
Enterotoxin B (SEB)-Antigen. Darstellung der Mittelwerte der Ergebnisse mit
Standardabweichung u. Fehlerbalken. Anzahl der Versuchsreihen n = 3. Abbildung der
Ergebnisse getrennt nach untersuchter Kombination aus Aktivierungsmarker (CD69)
und/oder Zytokinen (Interleukin-2: IL2, Interferon-gamma: IFN).
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Unter Einfluss von Cyclosporin A kam es in einem Konzentrationsbereich
zwischen 1 mg/ml und 10 pg/ml CsA zu einer vollstdndigen Hemmung der
Expression des Aktivierungsmarkers CD69 sowie der Zytokine Interferon-y und IL-
2. Die Kontrollprobe ohne Medikamentenzusatz zeigte, nach identischer
Stimulation der Zellen, eine Expression aller drei Markerkombinationen von 100
Prozent. Die Phase der kompletten Inhibition der frihen T-Zell-Aktivierung konnte
im  Rahmen der jeweiligen drei  Einzeluntersuchungen, fir den
Konzentrationsbereich von CsA zwischen 1 mg/ml und 10 pg/ml, reproduziert
werden. Die durch CsA erzeugte Hemmung der Lymphozytenaktivierung in vitro
stellte sich somit konzentrationsabhangig dar.

Die IC50¢csases der drei Markerkombinationen wurde jeweils im Nanogramm-
Bereich, zwischen 270 ng/ml fir IL-2 IFN-y, 420 ng/ml fir CD69 IFN-y und 720
ng/ml fir CD69 IL-2, ermittelt. Fir die Kombination aus zwei Zytokinen (IL-2 IFN-
y) war entsprechend der IC50 der starkste hemmende Effekt durch CsA zu
beobachten.

Der Calcineurin-Inhibitor Cyclosporin A zeigt damit eine konzentrationsabhangige
hemmende Wirkung auf die Expression friher Aktivierungsmarker und Zytokine
von TH1-Zellen.
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Die folgende Abbildung zeigt die Mittelwerte der Ergebnisse zweier
Versuchsreihen, nach Stimulation der frihen T-Zell-Aktivierung durch CMV-
Antigen.
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Abb. 20: Modulation der frithen Lymphozytenaktivierung CD4+-T-Zellen bei Gesunden in
vitro, in Abhéangigkeit der Medikamentenkonzentration von Cyclosporin A (CsA).
Antigenstimulation der T-Zell-Aktivierung durch Cytomegalievirus (CMV)-Antigen.
Darstellung der Mittelwerte der Ergebnisse mit Standardabweichung u. Fehlerbalken. Anzahl
der Versuchsreihen n = 2. Abbildung der Ergebnisse getrennt nach untersuchter Kombination

aus Aktivierungsmarker (CD69) und/oder Zytokinen (Interleukin-2: IL2, Interferon-gamma: IFN).

In Analogie zu SEB kam es nach spezifischer Stimulation der frihen T-Zell-
Aktivierung mit CMV-Antigen, unter Einfluss von CsA, zu einer dosisabhangigen
vollstandigen Expressionshemmung von IL-2 IFN-y und CD69 IL-2 im Bereich der
Konzentrationsstufen zwischen 1 mg/ml und 1 pg/ml. Die Expression der
Markerkombination CD69 IFN-y zeigte sich nur im Bereich der hdchsten hier
untersuchten Titrationsstufe von 1 mg/ml CsA komplett gehemmt. Der weitere
Kurvenverlauf liess ein insgesamt hdheres Aktivitatsniveau der TH1-Zellen dieser
Markerkombination, im Vergleich zu den anderen erfassten Markerkombinationen,
beobachten. Der inhibitorische Effekt von CsA wurde, unter Beriicksichtigung der
vorhergehend gezeigten Untersuchungen, nicht durch die Wahl des jeweiligen
stimulierenden Antigens - SEB oder CMV - beeinflusst.
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Die 1C50¢csacmv lag fur die drei Markerkombinationen jeweils im Nanogramm-
Bereich, zwischen 190 ng/ml und 490 ng/ml (IC50¢csacmv IL-2 IFN-y: 190 ng/ml,
IC50csacmy CD69 IL-2: 260 ng/ml, 1C50¢csacmv CD69 IFN-y: 490 ng/ml). Auch im
Rahmen dieser Untersuchungen wirkte CsA am starksten inhibitorisch auf die
Markerkombination bestehend aus den beiden Zytokinen IL-2 und IFN-y, fUr diese
Kombination wurde die niedrigste IC50 bestimmt.

Der konzentrationsabhangige inhibitorische Effekt von CsA auf die Marker der
frihen T-Zell-Aktivierung konnte im Rahmen dieser Untersuchung bestatigt

werden.
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3.1.2 Einfluss des DNA-Synthesehemmers Mycophenolat
Mofetil auf die frihe T-Zell-Aktivierung in vitro

Das folgende Diagramm zeigt die Ergebnisse der in vitro Untersuchungen zweier
Untersuchungsreihen, nach Stimulation mit SEB-Antigen.
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Abb. 21: Modulation der frihen Lymphozytenaktivierung CD4+-T-Zellen bei Gesunden
in vitro, in Abhédngigkeit der Medikamentenkonzentration von Mycophenolat Mofetil
(MMF). Antigenstimulation der T-Zell-Aktivierung durch Staphylokokken Enterotoxin B
(SEB)-Antigen. Darstellung der Mittelwerte der Ergebnisse mit Standardabweichung u.
Fehlerbalken. Anzahl der Versuchsreihen n = 2. Abbildung der Ergebnisse getrennt nach
untersuchter Kombination aus Aktivierungsmarker (CD69) und/oder Zytokinen (Interleukin-2:
IL2, Interferon-gamma: IFN).

Die durch SEB-Antigen stimulierten Zellen zeigten unter Zugabe von MMF
bezlglich der Subpopulation der SEB-reaktiven TH1-Zellen, die den
Aktivierungsmarker CD69 und/oder die Zytokine IFN-y bzw. IL-2 exprimierten,
keine signifikante Hemmung ihrer Aktivitdt. Die maximale Inhibition (Imax) lag ftr
alle drei Markerkombinationen im Bereich toxischer Konzentrationen von MMF
(>/= 1 mg/ml). Nach Unterschreiten des toxischen Bereiches von 1mg/ml fiel die
spezifische Aktivitdt der reaktiven TH1-Zellen, fir alle hier untersuchten
Medikamentenkonzentrationen von MMF, nicht signifikant unter 100 Prozent. Die

Kurvenverlaufe im Bereich des Vielfachen des Referenzwertes lieBen keine
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Bestimmung der IC50mmveses flr die untersuchten Markerkombinationen zu. Im
Bereich der hier gezeigten niedrigsten Titrationsstufe von 1 ng/ml MMF konnte fUr
die erfassten TH1-Zellen aller drei Markerkombinationen eine Aktivitat tber 100
Prozent beobachtet werden. Anhand dieser Voruntersuchungen liess sich bereits

keine konzentrationsabhangige Wirkung von MMF auf die frihe T-Zell-Aktivierung
nachweisen.

Die folgende Abbildung zeigt die Mittelwerte der Ergebnisse zweier unabhangiger
Versuchsreihen, nach Stimulation mit CMV-Antigen.
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Abb. 22: Modulation der friihen Lymphozytenaktivierung CD4+-T-Zellen bei Gesunden
in vitro, in Abhéngigkeit der Medikamentenkonzentration von Mycophenolat Mofetil
(MMF). Antigenstimulation der T-Zell-Aktivierung durch Cytomegalievirus (CMV)-
Antigen. Darstellung der Mittelwerte der Ergebnisse mit Standardabweichung u.
Fehlerbalken. Anzahl der Versuchsreihen n = 2. Abbildung der Ergebnisse getrennt nach
untersuchter Kombination aus Aktivierungsmarker (CD69) und/oder Zytokinen (Interleukin-2:
IL2, Interferon-gamma: IFN).

Auch nach spezifischer Stimulation mit CMV-Antigen flhrte MMF nicht zur
Hemmung friher Aktivierungsmarkers (CD69, IFN-y und IL-2). Nur im Bereich
toxischer Konzentrationen von 1mg/ml MMF liess sich eine vollstandige Inhibition
aller drei Markerkombinationen beobachten. Dies entsprach im Rahmen dieser
Versuchsreihe auch der Konzentration der maximalen Hemmung (Imax). Nach

Unterschreiten toxischer Konzentrationen < 1 mg/ml MMF kam es zunachst sogar
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zu einer gesteigerten Expression der TH1-Zellaktivitat auf Werte Uber 100
Prozent. Damit verfigt MMF, im Vergleich zu dem Calcineurin-Inhibitor CsA, Gber
keine hemmende Wirkung auf die frihe Aktivierungsphase von TH1-Zellen und

deren Markerexpression.
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3.2 Ergebnisse der ex vivo Untersuchungen

Die unter diesem Abschnitt gezeigten Diagramme beinhalten die Ergebnissdaten
zur Modulation der frihen Lymphozytenaktivierung ex vivo, unter einer Therapie
mit Mycophenolsdure, bei Patienten mit IgA-Nephropathie. Die Ergebnisse
basieren auf durchflusszytometrischen Analysen des ,Early Activation Assay“ von
Vollblut-Proben des Patientenkollektivs der PK/PD Studie. Insgesamt gingen in die
Auswertung die Daten von 7 Patienten aus 112 Messereignissen (n = 112) ein.
Die Probengewinnung erfolgte an zwei voneinander unabhangigen
Untersuchungstagen. Jeder Untersuchungstag umfasste jeweils acht definierte
Untersuchungszeitpunkte pro Patient. Die Untersuchungszeitpunkte beziehen sich
auf die Zeiteinheit Stunden nach Einnahme der Studienmedikation (1 = 0; 2 = 0,5;
3=1;4=2;5=4;6=6;7 =8;8=12 Stunden).
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3.2.1 Exemplarische Darstellung CMV — seropositiver
Patienten
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Abb. 23a u. 23b: Patient 4; Cytomegalievirus (CMV)-seropositiv: Frihe T-Zell-Aktivierung
unter Einfluss von Mycophenolat Mofetil (MMF)/magensaftresistentem Natrium-Mycophenolat
(EC-MPS) ex vivo, gemessen als Reaktivitat antigenstimulierter Typ1-T-Helferzellen (TH1-
Zellen) zu 8 Untersuchungszeitpunkten (h), dargestellt anhand des CMV-reaktiven TH1-Zell-
Subsets (griin) u. des Staphylokokken Enterotoxin B (SEB)-reaktiven TH1-Zell-Subsets (rot).
Vergleichsmedikament Cyclosporin A (CsA) in vitro (blau). Abb. 23a: Tag 1 (MMF); Abb. 23b:
Tag 2 (EC-MPS).
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Abb. 23c u. 23d: Patient 4; Cytomegalievirus (CMV)-seropositiv: Lineare
Regressionsanalysen der Parameter frihe TH1-Zell-Aktivitdt (Ordinate: relative Aktivitat in %)
und Mycophenolsaure (MPA)-Plasmaspiegel (Abszisse: in pg/ml). Separate Darstellung nach
Antigenstimulus u. Untersuchungstag. rot = Staphylokokken Enterotoxin B (SEB)-reaktives TH1-
Zell-Subset, grin = CMV-reaktives TH1-Zell-Subset. Abb. 23c: Tag 1 Mycophenolat Mofetil
(MMF); Abb. 23d: Tag 2 magensaftresistentes Natrium-Mycophenolat (EC-MPS).



Ergebnisse 83

Auch ex vivo konnten weder MMF noch EC-MPS die Aktivierung von TH1-Zellen
hemmen. Anhand der Abbildungen 23a und 23b wird zudem die unterschiedliche
Wirkpotenz der beiden verwendeten Antigenstimuli gezeigt. In seiner Eigenschaft
als Superantigen verfligt SEB, im Vergleich zu CMV-Antigen, Uber eine deutlich
starkere Stimulationspotenz bezliglich der reaktiven TH1-Zell-Subsets.

Die Reaktivitdt der untersuchten SEB- oder CMV-reaktiven TH1-Zell-
Subpopulationen korrelierte nicht mit den zeitglich bestimmten MPA-
Plasmaspiegeln. Dies konnte unabhangig von der Darreichungsform der
Mycophenolsaure (EC-MPS oder MMF) und vom eingesetzten Antigenstimulus,
fur beide Untersuchungstage, bestatigt werden.



Ergebnisse 84

IMPDH Aktivitat und MPA-Plasmaspiegel
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Abb. 24a u. 24b: Patient 4; Cytomegalievirus (CMV)-seropositiv: Darstellung des
pharmakodynamischen Parameters Inosin 5°-Monophosphat-Deyhdrogenase (IMPDH)
Aktivitdt (magenta Kurven: relative Aktivitdt in %) in Abh&ngigkeit des Mycophenolséure
(MPA)-Plasmaspiegels (schwarze Kurven: pg/ml) zu 8 Untersuchungszeitpunkten (h). Abb.
24a: Untersuchungstag 1 Mycophenolat Mofetil (MMF); Abb. 24b: Untersuchungstag 2
magensaftresistentes Natrium-Mycophenolat (EC-MPS).
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Abb. 24c: Patient 4; Cytomegalievirus (CMV)-seropositiv: Lineare Regressionsanalyse der
Parameter Inosin 5°-Monophosphat-Dehydrogenase (IMPDH) Aktivitat (Ordinate: relative
Aktivitdt in %) u. Mycophenolsdure (MPA)-Plasmaspiegel (Abszisse: pg/ml) zu 8
Untersuchungszeitpunkten. Getrennte Darstellung nach Untersuchungstag; Tag 1 Mycophenolat
Mofetil (MMF) = schwarz, Tag 2 magensaftresistentes Natrium-Mycophenolat (EC-MPS) = blau.

Als funktionelle Kontrolluntersuchung fur die Aktivitat von MPA wurde die IMPDH
Aktivitat mituntersucht, bei der eine funktionell typische Korrelation der
guantitativen Werte nachgewiesen werden konnte. Die beiden Paramter zeigten
ein inverses Verhalten zueinander, eine Abnahme des MPA-Plasmaspiegels liess
eine Zunahme der IMPDH Aktivitat beobachten. Dies erklart sich durch die
Wirkung von MPA Uber die Hemmung des Zielenzyms IMPDH.
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3.2.2
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Abb. 25a-f: Patienten 1,5 u. 7; Cytomegalievirus (CMV)-seropositiv: Friihe T-Zell-Aktivierung
unter Einfluss von Mycophenolat Mofetil (MMF)/magensaftresistentem Natrium-Mycophenolat
(EC-MPS) ex vivo, gemessen als Reaktivitat antigenstimulierter Typ1-T-Helferzellen (TH1-Zellen)
an 8 Untersuchungszeitpunkten (h), dargestellt anhand des CMV-reaktiven TH1-Zell-Subsets
(griin) u. (SEB)-reaktiven TH1-Zell-Subsets (rot).
Vergleichsmedikament Cyclosporin A (CsA) in vitro (blau). Pat. 1 a: Tag 1 (MMF), b: Tag 2 (EC-
MPS). Pat. 5 c: Tag 1 (EC-MPS), d: Tag 2 (MMF). Pat. 7 e: Tag 1 (EC-MPS), f: Tag 2 (MMF).

des Staphylokokken Enterotoxin B
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Die Daten der CMV-seropositiven Patienten zeigen sehr individuelle Profile der
TH1-Aktivierungsmarker, aber keine Modulation der frihen Lymphozyten-
aktivierung durch die Mycophenolsaure. Die spezifische Aktivitat der stimulierten
TH1-Zellen wurde durch den MPA-Plasmaspiegel, unabhangig vom eingesetzten
Antigenstimulus (SEB oder CMV), nicht beeinflusst. Aufgrund einer bakteriellen
Kontamination waren bei Patient 7 die Untersuchungszeitpunkte 7 und 8 nicht
auswertbar. Bezlglich der erfassten Untersuchungszeitpunkte 1 bis 6 konnte auch
bei diesen Proben keine Modulation der friihen Lymphozytenaktivierung durch
MPA festgestellt werden. Bei allen CMV-positiven Patienten liess sich die
spezifische Aktivierung mit CMV Antigen weder durch EC-MPS noch durch MMF
inhibieren.

Nach in vitro Zugabe von CsA zu identisch praparierten Patienten-Proben SEB-
stimulierter TH1-Zellen konnte dagegen eine vollstdndige Hemmung der TH1-Zell-

Aktivitat (blaue Kurven) beobachtet werden.
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Abb. 26a-f: Patienten 1, 5 u. 7; Cytomegalievirus (CMV)-seropositiv: Lineare

Regressionsanalysen der Parameter TH1-Zell-Aktivitdt (Ordinate: relative Aktivitat in %) u.

Mycophenolsdure (MPA)-Plasmaspiegel (Abszisse: in pg/ml). Separate Darstellung nach

Antigenstimulus u. Untersuchungstag. Rot: Staphylokokken Enterotoxin B (SEB)-reaktives
TH1-Zell-Subset, griin: CMV-reaktives TH1-Zell-Subset. Pat. 1 a: Tag 1 (Mycophenolat Mofetil
- MMF), b: Tag 2 (magensaftresistentes Natrium-Mycophenolat - EC-MPS). Pat. 5 c: Tag 1
(EC-MPS), d: Tag 2 (MMF). Pat. 7 e: Tag 1 (EC-MPS), f: Tag 2 (MMF).
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GemaB der linearen Regressionsanalysen (Abbildung 26a-f) war keine Korrelation
zwischen der spezifischen TH1-Zell-Aktivitat und dem zeitgleich bestimmten MPA-
Plasmaspiegel nachweisbar. Dies bestatigte sich auch nach spezifischer

Stimulation bei CMV-seropositiven Patienten.

IMPDH Aktivitat und MPA-Plasmaspiegel
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Abb. 27a-f: Patienten 1,5 u 7; Cytomegalievirus (CMV)-seropositiv: Darstellung des
pharmakodynamischen Parameters Inosin 5°-Monophosphat-Dehydrogenase (IMPDH)
Aktivitdt (magenta Kurven: relative Aktivitét in %) in Abh&ngigkeit des Mycophenolsaure
(MPA)-Plasmaspiegels (schwarze Kurven: in pg/ml) zu 8 Untersuchungszeitpunkten (h).
Linke Spalte Untersuchungstag 1 (a, ¢, e), rechte Spalte Untersuchungstag 2 (b, d, f). Pat.
1 a: Tag 1 (Mycophenolat Mofetil - MMF), b: Tag 2 (magensaftresistentes Natrium-
Mycophenolat - EC-MPS). Pat. 5 c: Tag 1 (EC-MPS), d: Tag 2 (MMF). Pat. 7 e: Tag 1
(EC-MPS), f: Tag 2 (MMF).
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Abb. 28: Patienten 1, 4, 5 u. 7; Cytomegalievirus (CMV)-seropositiv: Ergebnissiibersicht
der linearen Regressionsanalysen der Parameter Mycophenolsdure (MPA)-Plasmaspiegel
(Abszisse: pg/ml) u. Inosin 5°-Monophosphat-Dehydrogenase (IMPDH) Aktivitdt (Ordinate:
relative Aktivitdt in %) an 8 Untersuchungszeitpunkten. Getrennte Darstellung nach
Untersuchungstag; Tag 1 = schwarz, Tag 2 = blau.

Die erganzende Bestimmung des pharmakodynamischen Paramters IMPDH
Aktivitat in Abhangigkeit des MPA-Plasmaspiegels ergab fir das CMV-positive
Patientenkollektiv den Nachweis einer Korrelation der beiden quantitativen Werte.
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Abb. 29a-f: Patienten 2, 3 u. 6; Cytomegalievirus (CMV)-seronegativ: Friihe T-Zell-Aktivierung

unter Einfluss von Mycophenolat Mofetil (MMF)/magensaftresistentem Natrium-Mycophenolat (EC-

MPS) ex vivo, gemessen als Reaktivitat antigenstimulierter Typ 1-T-Helferzellen (TH1-Zellen) an 8

Untersuchungszeitpunkten (h), dargestellt anhand des CMV-reaktiven TH1-Zell-Subsets (grin) u.

des Staphylokokken Enterotoxin B (SEB)-reaktiven TH1-Zell-Subsets (rot). Vergleichsmedikament
Cyclosporin A (CsA) in vitro (blau). Pat. 2 a: Tag 1 (EC-MPS), b: Tag 2 (MMF). Pat. 3 c: Tag 1 (EC-
MPS), d: Tag 2 (MMF). Pat. 6 e: Tag 1 (MMF), f: Tag 2 (EC-MPS).
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Auch bei CMV-seronegativen Patienten konnte unter immunsuppressiver Therapie
mit EC-MPS oder MMF keine Modulation der frilhen T-Zell-Aktivierung, in Form
einer Hemmung der Expression entsprechender Marker und Zytokine, erreicht
werden. Aufgrund fehlender Memory T-Zellen fiir CMV waren bei diesem Kollektiv
in keiner der untersuchten Proben CMV-reaktive Zellen nachweisbar, unabhangig

von der Behandlung mit immunsuppressiven Substanzen.

Die auf der folgenden Seite in Abbildung 30a-f gezeigten linearen
Regressionsanalysen bestéatigten die vorhergehenden Ergebnisse des fehlenden
Einflusses der Mycophenolsaure auf die frihe TH1-Zell-Aktivierung und die
Expression entsprechender Marker.
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Abb. 30a-f: Patienten 2,3 u. 6; Cytomegalievirus (CMV)-seronegativ: Lineare
Regressionanalysen der Parameter TH1-Zell-Aktivitdt (Ordinate: rel. Aktivitdt in %) in
Abhangigkeit des Mycophenolsaure (MPA)-Plasmaspiegels (Abszisse: pg/ml). Separate
Darstellung nach Antigenstimulus u. Untersuchungstag. Rot: Staphylokokken Enterotoxin B
(SEB)-reaktives TH1-Zell-Subset, griin: CMV-reaktives TH1-Zell-Subset. Pat. 2 a: Tag 1
(magensaftresistentes Natrium-Mycophenolat - EC-MPS), b: Tag 2 (Mycophenolat Mofetil -
MMF). Pat. 3 c: Tag 1 (EC-MPS), d: Tag 2 (MMF). Pat. 6 e: Tag 1 (MMF), f: Tag 2 (EC-MPS).
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IMPDH Aktivitat und MPA-Plasmaspiegel
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Abb. 31a-f: Patienten 2,3 u. 6; Cytomegalievirus (CMV)-seronegativ: Darstellung des

pharmakodynamischen Parameters Inosin 5°-Monophosphat-Dehydrogenase (IMPDH) Aktivitat

(magenta Kurven:

relative Aktivitdt in %) in Abhangigkeit des Mycophenolsdure (MPA)-

Plasmaspiegels (schwarze Kurven: ug/ml) zu 8 Untersuchungszeitpunkten. Linke Spalte

Untersuchungstag 1 (a, ¢, e), rechte Spalte Untersuchungstag 2 (b, d, f). Pat. 2 a: Tag 1
(magensaftresistentes Natrium-Mycophenolat - EC-MPS), b: Tag 2 (Mycophenolat Mofetil -
MMF). Pat. 3 c: Tag 1 (EC-MPS), d: Tag 2 (MMF). Pat. 6 e: Tag 1 (MMF), f: Tag 2 (EC-MPS).
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Abb. 32: Patienten 2,3 u. 6; Cytomegalievirus (CMV)-seronegativ: Ergebnissibersicht
der linearen Regressionsanalysen der Parameter Mycophenolsdure (MPA)-Plasmaspiegel
(Abszisse: pg/ml) u. Inosin 5-Monophosphat-Dehydrogenase (IMPDH) Aktivitédt (Ordinate:
relative  Aktivitat in %) zu 8 Untersuchungszeitpunkten an zwei separaten
Untersuchungstagen. Getrennte Darstellung nach Untersuchungstag; Untersuchungstag 1 =
schwarz, Untersuchungstag 2 = blau.

Die konzentrationsabhangige Hemmung der IMPDH unter Therapie mit EC-MPS
oder MMF wurde als Kontrolluntersuchung ergéanzend betrachtet. Auch far die
CMV-negativen Patienten konnte eine lineare Korrelation dieser beiden Parameter

nachgewiesen werden.



Ergebnisse

3.24 Zusammenfassung der Ergebnisse
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Abb. 33a-d: Kummulative Darstellung der Ergebnisse zur Pharmakodynamik u.

Pharmakokinetik der Daten des

anhand der
(PK/PD) Studie: ,Vergleich
Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von MPA unter EC-MPS versus MMF bei Patienten
mit progressiver IgA-Nephritis“ Universitatsklinikum Ulm, Abteilung Innere Medizin I, Sektion
durch R =

Korrelationskoeffizient, n.s. = nicht signifikant.

Mycophenolsaure (MPA) ex Vvivo,

Patientenkollektivs der Pharmakokinetik/Pharmakodynamik

Nephrologie. Signifikanz ermittelt lineare Korrelation der

Datenpaare:
Abb. 33a: Einfluss von MPA ex vivo auf die friihe T-Zell-Aktivierung: Spezifische Aktivitat der
Cytomegalievirus (CMV)-reaktiven TH1-Zellen (Ordinate: in %), in Abhangigkeit des MPA-
Plasmaspiegels (Abszisse: pg/ml).

Abb. 33b: Spezifische Aktivitat der Staphylokokken Enterotoxin B (SEB)-reaktiven TH1-Zellen
(Ordinate: in %), in Abhangigkeit des MPA-Plasmaspiegels (Abszisse: pug/ml).

Abb. 33c: Darstellung der relativen Inosin 5’-Monophosphat-Dehydrogenase (IMPDH) Aktivitat
(Ordinate: rel. Aktivitdt in %) bezogen auf den MPA-Plasmaspiegel (Abszisse: pg/ml),
entsprechend der linearen Regressionsanalyse ermittelter Korrelationskoeffizient fir dieses
Datenpaar R = -0,47.

Abb. 33d: Zusammenhang zwischen Mycophenolsaure-Glucuronid (MPAG: Ordinate: pg/ml) u.
MPA-Plasmaspiegel (Abszisse: pg/ml).
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Die kumulative Analyse der Ergebnisse zur Pharmakodynamik von MPA zeigt die
erhobenen Daten der frGhen T-Zell-Aktivierung (Abb. 33a u. 33b) und IMPDH
Aktivitdt (Abb. 33c), ergédnzend wird der pharmakokinetische Parameter MPAG
(Abb. 33d) dargestellt.

FUr die Lymphozytenfunktionsuntersuchung der frihen T-Zell-Aktivierung konnte
keine Korrelation mit den gemessenen MPA-Plasmaspiegeln nachgewiesen
werden.

Auch bezlglich des pharmakokinetischen Parameters MPAG, des Glucuronids der
Mycophenolsaure, liess sich in Abhangigkeit des jeweilig bestimmten MPA-
Plasmaspiegels keine signifikante lineare Korrelation ableiten. Dieser Marker
zeigte weder einen Zusammenhang zum Plasmaspiegel von MPA noch zu
Enzymaktivitdten der TH1-Zellen.

Im Gegensatz zu den zuvor genannten Parametern konnte fir die IMPDH Aktivitat
eine signifikante Hemmung in Abhangigkeit des MPA-Spiegels, passend zur
funktionell typischen Korrelation der beiden quantitativen Werte, nachgewiesen
werden. Die ausflhrlichen Ergebnisse hierzu sind dem Abstract ,T-cell
proliferation and early TH1-cell activation is modulated differently by mycophenolic
acid“[186] zu entnehmen.
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4. Diskussion

Im Fokus dieser Arbeit stand die Untersuchung der Wirkung unterschiedlicher
Immunsuppressiva auf frihe Schritte der Lymphozytenaktivierung. Hierzu wurde
ein durchflusszytometrischer Assay etabliert, mit dem die Expression von
Aktivierungsmarkern an der Zelloberflache (CD69) und von proinflammatorischen
Zytokinen (IFN-y) quantitativ analysiert werden kann. Mithilfe dieses funktionellen
Tests wurde der EinfluB von Mycophenolat auf frihe Effektorfunktionen der TH1-
Lymphozytenaktivitdt in  vitro untersucht. Die Charakterisierung der
Pharmakodynamik von Immunsuppressiva mit Blick auf die Lymphozytenfunktion
ist per se wichtig, um die Wirksamkeit dieser Substanzen zu verstehen und

rational einzusetzen.

Darlber hinaus wurde auch die TH1-Lymphozytenaktivitdt von Mycophenolat
behandelten Patienten-Proben untersucht. Die mdglichst exakte Beurteilung des
individuellen Grades der Immunsuppression stellt eine essentielle Notwendigkeit
immunsuppressiver  Therapiestrategien, sowohl auf dem Gebiet der
Transplantationsmedizin als auch in der Behandlung autoimmuner Erkrankungen,
dar. Gleichzeitig erlangt das Therapeutische Drug Monitoring der
Immunsuppressiva, als Teil einer zunehmend ,individualisierten Medizin®, immer

mehr an Bedeutung.

Etablierte  Untersuchungstechniken basieren auf Analysen Uberwiegend
pharmakokinetischer Parameter, vorrangig in Form von Medikamentenspiegel-
Bestimmungen. All diesen konzentrationsgesteuerten Verfahren ist die
Eigenschaft der unzureichenden Korrelation von Medikamentenspiegel und
individuellem pharmakodynamischem Effekt gemein [42]. Zudem unterliegt die
Pharmakokinetik der Einzelsubstanzen, unter anderem im Rahmen kombinierter
immunsuppressiver Behandlungskonzepte nach Organtransplantation, dem
Einfluss immunsuppressiver und anderer Komedikation [30, 42]. Diese
Problematik findet durch die bislang verbreiteten Monitoring-Methoden keine
adaquate Berucksichtigung. Im Zentrum des Interesses stehen neue Verfahren mit

dem Potential der Therapiesteuerung [42].
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Die Grundlage dieser Arbeit bildet ein pharmakodynamischer Ansatz zur
Erfassung der Modulation der Zytokin- und Aktivierungsmarkerexpression durch
Immunsuppressiva, anhand der Untersuchung der Vertreter IFN-y, IL-2 und CD69.
Die Wahl der untersuchten Zytokine und Marker begriindet sich im angewendeten
Verfahren der frihen T-Zell-Aktivierung. Die unterschiedlichen Halbwertszeiten der
Zytokine sowie die Veranderung ihrer Expression durch verschiedenste Einflisse
mussen bei derartigen Analysen berlcksichtigt werden [49]. Im Fall des
Aktivierungsmarkers CD69 wird dessen Funktion im Rahmen dieser Methode
durch den Zeitpunkt seiner Expression im Zellzyklus erklart. Die Ausschittung von
CD69 markiert einen der ersten, sehr frihen Mechanismen im Prozess der T-Zell-
Aktivierung. Wahrend das Expressionsmaximum von CD69 bereits 8 Stunden
nach Stimulation erreicht wird, treten andere Aktivierungsmarker, wie z.B. CD25
(»IL-2 Rezeptor®), CD71 (,Transferrin-Rezeptor”) oder HLA-DR, erst zu wesentlich
spateren Zeitpunkten des Aktivierungsprozesses in Erscheinung [112]. Ein
weiterer Vorteil liegt in der ahnlichen Kinetik der Expression von CD69 fiir alle T-
Zellen, die innerhalb der ersten 6 Stunden einen linearen Verlauf zeigt. Die
Eigenschaft einer schnellen Kinetik und zeitlich begrenzten Expression des
Aktivierungsmarkers ermdglicht somit eine direkte Erfassung der Zellantwort auf

einen experimentellen Stimulus [112].

Im Vergleich zu anderen Verfahren wie der *H-Thymidin-Inkorporation, durch die
sich die maximale DNA-Produktion erst 72 bis 150 Stunden nach Zugabe des
Stimulus bestimmen lasst, zeichnet sich der Early Activation Assay durch seine
hohe Zeiteffizienz aus. Die Methode kann innerhalb von 5 Stunden anhand einer
Vollblut-Probe durchgeflihrt werden. Desweiteren sind Analysen spater
exprimierter Marker oder Zytokine haufig anfalliger fur Artefakte. Das Auftreten
von Artefakten wird im Rahmen des Early Activation Assay insbesondere durch
die in vitro Aktivierung des Verfahrens minimiert [112]. Die Messung von CD69
erfordert weder N&hrmedien noch lange Inkubationszeiten. Die gezeigten
Untersuchungen wurden jeweils an Vollblut-Proben durchgefihrt. Im Gegensatz
zu Verfahren die PBMCs einsetzen, erzeugen Vollblut-basierte Methoden eine
moglichst realitatsgetreue Abbildung der Blutzusammensetzung, und bendtigen
zudem geringere Probenmengen [13, 21].
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Das hier untersuchte Verfahren des Early Activation Assay ermdglichte eine
quantitative Beurteilung der Zytokinexpression der frihen T-Zell-Aktivierung, als
Indikator der immunsuppressiven Wirkung von CsA, in vitro und ex vivo. Folglich
kann anhand dieses pharmakodynamischen Ansatzes das therapeutische
Monitoring von Calcineurin-Inhibitoren wie CsA durch eine Quantifizierung des
immunsuppressiven Effektes auf die Zielzellfunktion zeitnah erganzt, und somit die
Validitat des pharmakokinetischen CsA-Monitorings hinsichtlich einer exakteren
therapeutischen Implikation komplettiert werden.

Gerade fir die Mycophenolsaure gilt es, pharmakodynamische Monitoring-
Verfahren weiterzuentwickeln, um deren Einsatz besser zu definieren und eine
individualisierte Therapiesteuerung zu verwirklichen. Hauptsachlich im Bereich der
Transplantationsmedizin ~ kommt dieses Immunsuppressivum in  fixen
Dosisregimen mittlerweile weitverbreitet zum Einsatz [100]. Die strategische
Bedeutung eines therapeutischen Monitorings von MPA wird auch durch klinische
Beobachtungen im Rahmen von Studien nach Nierentransplantation gestitzt.
Diese haben ein signifikant héheres TransplantatabstoBungsrisiko bei geringer
MPA-Exposition und mehr nebenwirkungsassoziierte Therapieabbriiche bei hohen
MPA-Spiegeln gezeigt [64, 180]. Die Notwendigkeit eines funktionellen
Monitorings ergibt sich aus der ausgepragten intra- und interindividuellen
Variabilitat dieser Substanz, die eine bis zu zehnfach variable MPA-Exposition, mit
50-100 prozentigen Spiegelanstiegen 3 bis 6 Monate nach Transplantation,
bewirken kann [28]. Wéahrend in der initialen Phase nach Transplantation hohe
MPA-Spiegel und eine nahezu doppelt so hohe AUC beschrieben wurden, flhrte
eine Verbesserung der Nierenfunktion im weiteren Verlauf zu einer Reduktion des
freien Anteiles von MPA und zu einer Stabilisierung des MPA-Spiegels, gemessen
anhand der AUC des freien Anteils von MPA [56].

Gemadss der Ergebnisse der in vitro Untersuchungen von Nowak und Shaw ist nur
die freie Fraktion von MPA in der Lage die Hemmung des Schliisselenzyms
IMPDH zu bewirken [135], weshalb diese von zentraler Bedeutung fir den
therapeutischen Effekt ist. Die AUC der freien Fraktion von MPA wurde als
exakterer Indikator der Inzidenz Therapie-assoziierter Nebenwirkungen nach

Transplantation diskutiert [31]. Die Rolle der Bestimmung der freien MPA-Fraktion
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bleibt vor allem nach Leber- oder Nierentransplantation noch zu klaren. Bei diesen
Patienten verandert sich der freie Anteil von MPA durch die Beeinflussung von
Plasmaproteinbindung und Albuminspiegel nach Transplantation oder im Rahmen
einer chronischen  Niereninsuffizienz, was wiederum  unterschiedliche
Auswirkungen auf den Gesamt-Plasmaspiegel der Substanz zur Folge haben
kann [182].

Weitere pharmakokinetische Parameter die hinsichtlich ihrer Bedeutung als
Monitoring-Instrumente evaluiert wurden sind verschiedene Metabolite von MPA,
deren Einsatz sich jedoch im Rahmen des therapeutischen Monitorings als
problematisch erwies. Die Bestimmung des Glucuronids MPAG im Plasma fand in
Anbetracht seiner Eigenschaft als inaktiver Metabolit mit verlangerter
Halbwertszeit keine Verbreitung als anerkannter Monitoring-Parameter, und eignet
sich nicht zum Einsatz fir diese Zwecke [181]. Daneben wurde der Metabolit
AcMPAG mit der Inzidenz von Nebenwirkungen assoziiert. Dieser kann jedoch
durch die gangige Analysemethode der HPLC nicht erfasst werden [9].

Durch die hier gezeigten Untersuchungen konnte sowohl in vitro als auch an
Patienten-Proben erstmals demonstriert werden, dass MMF ausschlieBlich als
Proliferationshemmer immunsuppressiv wirkt, und frihe Effektorfunktionen wie
z.B. die Expression von Aktivierungsmarkern und proinflammatorischen Zytokinen
nicht gehemmt werden. Nach Betrachtung der Pharmakodynamik der
Mycophenolsaure im Hinblick auf die Evaluation des pharmakodynamischen
Therapiemonitoring-Verfahrens der frilhen Lymphozytenaktivierung eignet sich
diese Lymphozytenfunktionsuntersuchung nicht als Monitoring-Methode von
Mycophenolat, und verdeutlicht gleichzeitig die Limitationen dieses
Immunsuppressivums in der Monotherapie. Da die Effektorfunktionen von
Lymphozyten mit ihrer Produktion proinflammatorischer Zytokine durch
Mycophenolat nicht gehemmt werden, ist die Wirksamkeit in der Akuttherapie
begrenzt, = wohingegen die Langzeiteffekte = durch  die  spezifische
Proliferationshemmung von Lymphozyten therapeutisch genutzt werden kénnen.
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Wahrend das Verfahren eine quantitative Beurteilung der Zytokinexpression der
frihen T-Zell-Aktivierung, als Indikator der Wirkung von Immunsuppressiva mit
frihem Wirkprofil auf die Lymphozytenaktivierung (z.B. CsA) erlaubt, wie flr die
Kontrollsubstanz CsA in jeder Versuchsreihe gezeigt werden konnte, ist eine
Untersuchung der frihen Effektorfunktionen im Falle der Mycophenolsaure nicht
zielfihrend  zur  Beurteilung des immunsuppressiven  Effektes. Als
Lymphozytenfunktionsuntersuchungen fur MMF oder MPA sind deshalb nur
Proliferationstests, nicht aber Zytokin-basierte Verfahren geeignet.

In Anbetracht der Problematik dass der MPA-Spiegel sowie dessen spezifische
Auswirkungen auf die Zielzellfunktion unter immunsuppressiver
Kombinationstherapie, durch mdgliche interaktionsbedingte-Verdnderungen von
Pharmakodynamik und Pharmakokinetik, nicht hinreichend beurteilt werden
kénnen, wurde hier bewusst ein Patienkollektiv unter Monotherapie mit MPA
gewahlt. Anhand der Untersuchungen konnte allerdings gezeigt werden, dass die
Hauptwirkmechanismen von MPA durch das untersuchte Monitoring-Verfahren
nicht erfasst werden, da die immunsuppressive Potenz von MPA hauptsachlich
auf dessen antiproliferativem Effekt auf T- und B-Zellen beruht [141]. Die Aktivitat
der erfassten TH1-Zell-Subsets mit ihrer Zytokinexpression korrelierte nicht mit
den zeitgleich gemessenen MPA-Plasmaspiegeln. Folglich unterliegt der im
Rahmen des Early Activation Assay reprasentierte Abschnitt des Zellzykluses
keinem Einfluss durch diesen Wirkstoff.

Unter Berlcksichtigung der Ergebnisse einer Arbeit zur Wirkung von MPA auf die
Proliferation und friihe Aktivierung von T-Zellen [186], bestatigte die vergleichende
Betrachtung der Lymphozytenfunktionsuntersuchungen einen signifikanten
Unterschied im Wirkspektrum dieses Immunsuppressivums auf verschiedene
Prozesse des Zellzykluses von TH1-Zellen. Wahrend MPA pharmakodynamische
Mechanismen wie die T-Zellproliferation oder die IMPDH Aktivitat inhibierte, und
diese Parameter mit dem MPA-Spiegel korrelierten [186], erfuhr die friihe T-Zell-
Aktivierung keine Hemmung. Unter den in diesem Kontext evaluierten
Lymphozytenfunktionsuntersuchungen zur Wirkung von MPA konnte fir die
Proliferationshemmung SEB-stimulierter CD4+- und CD8+-T-Zellen eine enge
Korrelation mit dem MPA-Plasmaspiegel beobachtet werden [186].
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Die unterschiedlichen Auswirkungen von MPA auf frihe Lymphozytenaktivierung
und Proliferation implizieren in therapeutischer Hinsicht, dass der Einsatz dieses
Immunsuppressivums im Rahmen einer Erhaltungstherapie, nach erfolgter
zytoreduktiver Initialoehandlung oder als Teil einer Kombinationstherapie,

wirksamer sein kdnnte [186].

Ein effektives therapeutisches Monitoring der Immunsuppressiva erfordert die
Auswahl des fir die jeweilige Substanz am besten geeigneten Monitoring-
Verfahrens, um in Anbetracht der Vielzahl von Methoden aus der Fille an Daten
essentielle Informationen zu fokussieren, und eine dezidierte therapeutische
Implikation zu erhalten. Auch wenn das Verfahren der frGhen T-Zell-Aktivierung
bezlglich des therapeutischen Monitorings der Mycophenolsdure nicht geeignet
ist, kbnnte dieser pharmakodynamische Ansatz der Analyse der Zielzellfunktion in
Zukunft bezlglich anderer Vertreter der Immunsuppressiva, wie CsA, als Teil der
Methodik neue Einblicke in die Effektivitat der Immunsuppressiva geben, und
dadurch die Grundlage eines optimierten und individualisierten Therapeutischen

Drug Monitorings schaffen.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein durchflusszytometrischer Test zur
funktionellen Untersuchung von Typ1-T-Helferzellen (TH1-Zellen) etabliert. Die
Untersuchungen der frilhen Lymphozytenaktivierung in vitro sowie bei
Mycophenolat Mofetil (MMF) und magensaftresistentem Natrium-Mycophenolat
(EC-MPS) behandelten Patienten zeigen, dass die Mycophenolsdure die
Expression von Aktivierungsmarkern (CD69) und die Zytokinpoduktion (Interferon-
gamma: IFN-y), als wesentliche Effektorfunktionen von Lymphozyten, nicht
hemmt. Durch die ausschlieBliche Wirkung als Proliferationshemmer unterscheidet
sich MPA substanziell von anderen immunsuppressiven Substanzgruppen, die
sehr viel friher in die zellularen Aktivierungspathways eingreifen und damit in der
Lage sind, sowohl die Effektorfunktionen als auch die Proliferation zu hemmen.
FUr das funktionelle Therapeutische Drug Monitoring der Mycophenolsaure sind
die frihen Zytokin-basierten Aktivierungstests folglich nicht geeignet, da MPA als
ausschlieBlicher Proliferationsinhibitor diese frihen Aktivierungsschritte von T-
Lymphozyten nicht beeinflusst. Diese Untersuchung verfligt damit auch Uber eine
Implikation hinsichtlich des therapeutischen Einsatzes der Mycophenolsdure im
Rahmen immunsuppressiver Therapieregime. Danach ist dieses
Immunsuppressivum weniger pradestiniert flir eine Monotherapie, sondern bietet
sich vielmehr zum Einsatz im Rahmen einer kombinierten Behandlung, z.B. als

Teil einer Erhaltungstherapie, an.

In den Fokus des Therapeutischen Drug Monitoring ricken vermehrt
Untersuchungen zur Erfassung biologischer Effekte. Aufgrund der vorliegenden
pharmakodynamischen Untersuchung zur Mycophenolsaure und mit Blick auf die
vielfaltigen Angriffspunkte der verschiedenen Klassen von immunsuppressiven
Substanzen konnte gezeigt werden, dass ein globales funktionelles Monitoring
aller Immunsuppressiva nicht durch die Untersuchung friher Schritte der
Lymphozytenaktivierung mdéglich ist. Die Untersuchung spéater Schritte der
Lymphozytenaktivierung, z.B. durch Proliferationstests, ist mdglicherweise sehr
viel besser geeignet, klassenibergreifend die Aktivitdt von Immunsuppressiva
sowohl in der Mono- als auch in der Kombinationstherapie zu testen. Dies sollte
durch weiterfiihrende Untersuchungen bestétigt werden.
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