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Abkirzungen

7 AAD
APC
ATP
BrdU
B-Zellen
CD
Cdk
CsA
CTP
Ct-Wert
DMS
DMSO
DNA
DPBS
EDTA
ELISA
FACS
FAM
FITC
FK-506
FKBP
GTP
HLA

IMDM
LPS
MTX
mTOR

7-Amino-actinomycin D
Antigen-prasentierende Zellen
Adenosintriphosphat
Bromdesoxyuracil

B-Lymphozyten

Cluster of differentiation, Differenzierungsmarker
Cyclinabhangige Kinase

Ciclosporin A

Cytosintriphosphat

Threshold concentration (Schwellenwert)
Dimethylsuberimidate
Dimethylsulphoxid
Desoxyribonukleinsaure

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
Ethylendiamintetraacetat
Enzyme-linked immunosorbent assay
Fluorescent absorbent cell sorter
6-Carboxyfluoreszein

Fluorescein Isothiocyanat

Tacrolimus

FK binding protein
Guanosintriphosphat

Humane Leukozyten-Antigene
Interleukin

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium
Lipopolysaccharid

Metothrexat

Mammalian target of rapamycin
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MuLV Murine leucaemia virus

PBMC Periphere mononukleare Blutzellen

PE Phycoerythrin

RNA Ribonukleinsaure

RT-PCR Reverse Transkription und Polymerasekettenreaktion
SRL Sirolimus, Rapamycin

Taqg-Polymerase Thermophilus aquaticus-Polymerase
TAMRA 6-Carboxy-tetramethyl-rhodamin

TGF Transforming growth factor

Th1-, Th2-Zellen T-Helfer-Zellen der Subklassen 1 bzw. 2
TNF Tumornekrosefaktor

T-Zellen T-Lymphozyten

U Umdrehungen

UTP Uridintriphosphat

uvIiD UV induzierte Detektion



1 Einfihrung

Das menschliche Immunsystem dient der Abwehr korperfremder Strukturen
(Antigene). Dazu vermag es zwischen Selbst und Fremd zu unterscheiden und
Antigene zu inaktivieren bzw. zu eliminieren. So werden auch von Mensch zu
Mensch Ubertragene Organe (Allotransplantate) als korperfremd erkannt und
zerstort. Um diese AbstoRung zu verhindern, werden Medikamente eingesetzt, die
das Immunsystem unterdricken (Immunsuppressiva). Da jedoch trotz
immunsuppressiver Therapie bei einigen Patienten noch Absto3ungen auftreten
und viele unter erheblichen Nebenwirkungen dieser Therapie leiden, besitzt die
Entwicklung  neuer  Immunsuppressiva  grolle  Bedeutung fir die
Transplantationsmedizin. Ein neuerer Vertreter der Immunsuppressiva ist

Sirolimus, dessen Effekte in dieser Arbeit nadher charakterisiert werden sollen.

1.1 Die allogene Transplantatabstof3ung

Es werden entsprechend ihrem Verlauf drei Typen der Transplantatabstol3ung
unterschieden. Die hyperakute Absto3ung tritt innerhalb von Minuten bis Stunden
nach der Transplantation auf. Vor der Transplantation gebildete (praformierte)
Antikérper, z.B. gegen Blutgruppenmerkmale des ABO-Systems, binden an
Transplantat-Antigene. Die  Antigen-Antikdrper-Komplexe  aktivieren das
Komplementsystem und die Blutgerinnung. Es resultieren irreversible ischamisch-
hypoxische Schaden am Transplantat. Wegen des rasanten Verlaufs fuhren
hyperakute AbstoRungen trotz Therapieversuch sehr oft zum Transplantatverlust.
Deshalb sind die ABO-Kompatibilitat von Spender und Empfanger und das Fehlen
praformierter Antikdrper wesentliche Voraussetzungen der Transplantation. Unter
Einhaltung dieser Kriterien kommen hyperakute AbstoRungen nur noch sehr
selten vor. Akute AbstoRungen treten innerhalb von Tagen bis Monaten nach der
Transplantation auf. In Studien zur Wirksamkeit von Immunsuppressiva nach
Nierentransplantation wurden flr akute AbstoRungen unter Immunsuppression
Haufigkeiten von 15 % bis zu uber 50 % angegeben {1, 2, 3}. Sie kdbnnen meist
erfolgreich behandelt werden, jedoch auch wiederholt auftreten. Fur ihre

Entstehung spielen T-Lymphozyten (T-Zellen) eine entscheidende Rolle.



Bei Nierentransplantierten sind akute Abstof3ungen, die spater als drei Monate
nach Transplantation auftreten, mit einem stark erhéhten Risiko fur die chronische
TransplantatabstoRung assoziiert {4}. Diese Abstof3ung vollzieht sich in einem
jahrelangen Prozess und schadigt GefalRe und Parenchym. Sie ist wesentlich an
der Entstehung der Transplantatvaskulopathie des Herzens und der chronischen
Allograftnephropathie beteiligt. Diese Komplikationen stellen jeweils Hauptfaktoren
fur das Langzeitversagen der Transplantate dar {5, 6}. Die Pathogenese der
chronischen AbstoRung ist noch nicht geklart, es wird aber vermutet, dass auch
hier T-Zellen aufgrund ihrer regulierenden Funktion von wesentlicher Bedeutung

sind.

1.1.1 Funktion der T-Zellen im Rahmen der TransplantatabstoRung

T-Zellen erkennen Antigene uber den T-Zellrezeptor (TCR, Zelloberflachen-
merkmal CD3). Sie werden jedoch nur durch Antigene aktiviert, die an einen
zellmembranstandigen individuellen Rezeptorkomplex, das Humane Leukozyten-
Antigen (HLA), gebunden sind. Zwei Klassen von HLA werden unterschieden.
HLA der Klasse | werden auf fast allen Korperzellen in unterschiedlichem Ausmal}
exprimiert. Sie prasentieren intrazellulare Antigene und flhren zur Aktivierung
zytotoxischer T-Zellen. HLA der Klasse |l sind dagegen nur an Zellmembranen
professioneller antigenprasentierender Zellen (APC) zu finden, namlich auf B-
Lymphozyten (B-Zellen), Makrophagen und dendritischen Zellen, und auf
Endothelzellen. Die APC nehmen grol3e extrazellulare Antigene auf, zerlegen sie
und prasentieren die Peptide an HLA der Klasse Il gebunden den T-Helferzellen.
Zusatzliche Signale zwischen APC und T-Zelle, zu denen die Bindungen von
CD40-CD40Ligand und B7-CD28 gehdren, konnen die Aktivierung der T-
Helferzellen erheblich steigern. Werden diese kostimulatorischen Signale
blockiert, kann die chronische Abstol3ung von Transplantaten im Tierexperiment
verhindert werden {7, 8}.

Abgesehen von eineiigen Zwillingen ist die Wahrscheinlichkeit, zwei Menschen mit
identischem HLA-Genotyp zu finden sehr gering. Die flr diese Glykoproteine
kodierenden Gene weisen namlich eine Vielzahl von Allelen auf. Aufgrund ihrer
Spezifitat fur einen Menschen werden die HLA des Organspenders im Korper des
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Empfangers selbst als Antigene erkannt und zahlen zusammen mit den ABO-
Merkmalen zu den starksten Alloantigenen. Neben den HLA gibt es noch viele
weitere Alloantigene (minor histocompatibility-Antigene), deren Bedeutung bisher

noch weitgehend unbekannt ist.

Nach der Transplantation kdnnen Alloantigene auf zwei Wegen den T-Zellen des
Empfangers prasentiert werden, zum einen direkt durch Spender-APC und zum
anderen indirekt durch Empfanger-APC. Die Prasentation von intakten HLA
Klasse I-Molekulen auf Spender-APC fuhrt zur Aktivierung zytotoxischer T-Zellen.
Auch die Prasentation von Alloantigenen, die an HLA Klasse [I-Moleklle der
Spender-APC gebunden sind, kann Uber die Aktivierung von T-Helferzellen des
Typs 1 (Th1-Zellen) eine zytotoxische Antwort auslosen. Werden prozessierte
Spender-HLA dagegen an Empfanger-HLA-Klasse II-Molekule gebunden auf
Empfanger-APC prasentiert, aktiviert dies T-Helferzellen des Typs 2 (Th2-Zellen),
die wiederum B-Zellen zur Antikorperbildung aktivieren. Wahrend zytotoxische T-
Zellen offenbar wichtige Effektorzellen der akuten Transplantatabstol3ung sind,
mehren sich Hinweise darauf, dass die Alloantikorperproduktion durch B-Zellen an
der Entwicklung der chronischen AbstoRung stark beteiligt ist {9}. T-Helferzellen
besitzen durch die Sekretion sowohl T-Zell-stimulierender als auch B-Zell-
aktivierender Zytokine ein bedeutendes regulatorisches Potential. Dasselbe
Oberflachenmerkmal wie die CD4-positiven T-Helferzellen tragen regulatorische
T-Zellen. Sie entstehen, wenn naive T-Zellen mehrfach Kontakt mit unreifen APC

haben und vermitteln durch Ausschuttung inhibitorischer Zytokine Toleranz.

1.1.2 Einfluss von Zytokinen auf die Transplantatabstof3ung

Zytokine dienen als Botenstoffe zwischen den Zellen des Immunsystems, kdnnen
aber auch andere Korperzellen direkt beeinflussen, sofern sie Rezeptoren flr das
jeweilige Zytokin besitzen. Zu den Zytokinen zahlen die Interleukine (IL),
Interferone (IFN), der Transformierende Wachstumsfaktor B (TGF-R) und
Tumornekrosefaktoren. Im Zusammenhang mit der Produktion und der Funktion
von Zytokinen spricht man haufig von einem Netzwerk. Einige Zytokine werden
jeweils von mehreren Zelltypen gebildet, viele haben mehr als eine Funktion und
wirken auf unterschiedliche Zelltypen — manche sogar in paradoxer Weise.
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Wichtige immunregulierende Signalwege werden durch mehrere, synergistisch
wirkende Zytokine induziert.

Fir die akute Absto3ung spielen die Th1-Zellen eine bedeutende Rolle. Aktivierte
Th1-Zellen setzen IFN-y, IL-12 und IL-2 frei. IFN-y aktiviert zytotoxische
Funktionen von Makrophagen und fuhrt durch die Erhdhung der HLA-Dichte auf
APC zu einer Verstarkung der Antigenprasentation. Es hemmt die Differenzierung
naiver T-Zellen zu Th2-Zellen und férdert daher wie IL-12 die Differenzierung zu
Th1-Zellen. Beide Zytokine aktivieren daruber hinaus zytotoxische T-Zellen. IL-2
ist einer der wichtigsten Proliferationsstimuli fur T-Zellen. Es wirkt sowohl auf die
produzierenden Zellen selbst (autokrin) als auch auf andere T-Zellen (parakrin)
{10}.

Th2-Zellen kdénnen Uber die Ausschiattung von IL-4, IL-5, IL-6 und IL-10 B-Zellen
und Mastzellen aktivieren und dadurch zur hyperakuten Abstol3ung beitragen,
andererseits aber auch die Aktivierung von Makrophagen hemmen. IL-4 und IL-6
steuern die Differenzierung naiver T-Zellen zu Th2-Zellen. Auch IL-10 fordert diese
Differenzierung, da es die Synthese von IL-12 hemmt {11}. Groux beschrieb, dass
sich aus chronisch aktivierten CD4-positiven T-Zellen unter IL-10 regulatorische T-
Zellklone entwickeln. Diese T-Zellen produzieren sehr viel IL-10, jedoch kaum IL-2
und kein IL-4 {12}. Andere regulatorische T-Zellen sezernieren aul3er IL-10 noch
TGF-B, ein Zytokin, dass samtliche Immunfunktionen hemmt, jedoch das
Bindegewebswachstum sowie die Kollagensynthese stimuliert {13}. Ein
Zusammenhang zwischen TGF- und der Fibrosierung von Transplantaten im
Rahmen der chronischen Allograftnephropathie wird diskutiert {14}.

Zytokine sind also sowohl an hyperakuten, akuten Absto3ungen und chronischen
Transplantatschaden beteiligt, wie auch an der Entstehung von Toleranz. Die
quantitative Bestimmung der Zytokinproduktion reflektiert die Koordination der
Immunantwort sowie die Beeintrachtigung der T-Zell-Aktivierung und T-
Zellfunktion  durch  Immunsuppressiva.  Verglichen mit  histologischen
Untersuchungen des Transplantatzustands ist die Messung der Zytokinproduktion
wenig invasiv und mit geringerem Aufwand durchfuhrbar, daher ware sie auch zur
regelmaldigen Therapiekontrolle prinzipiell geeignet. Gegenulber der Bestimmung
der Konzentrationen von Immunsuppressiva im Blut kann die quantitative Analyse

der Zytokinproduktion die Wirkung dieser Immunsuppressiva individuell angeben
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und Kombinationseffekte bei gleichzeitigem Einsatz mehrerer Immunsuppressiva
aufzeigen. Sie konnte Ursachen eines unterschiedlichen Ansprechens auf Immun-
suppressiva aufdecken und dazu beitragen, AbstoRungen, chronische
Transplantatschaden und zu starke Immunsuppression zu vermeiden oder

zumindest fruhzeitig zu erkennen.
Nachfolgend werden die in dieser Arbeit bestimmten Zytokine naher dargestelit.
Interleukin-2:

IL-2 ist ein 15 kDa grol3es Protein, das von aktivierten T-Zellen gebildet wird {15}.
Rezeptoren flir IL-2 finden sich auf T-Zellen, auf B-Zellen und auf aktivierten
Makrophagen. Es ist der Hauptwachstumsfaktor flr T-Zellen, besonders in vitro.
Nur die regulatorischen T-Zellen proliferieren in Gegenwart von IL-2 kaum, aber
auch fir ihr Uberleben ist dieses Zytokin nétig. Auch auf B-Zellen wirkt IL-2
wachstumsfordernd und induziert die J-Kettensynthese, die die Produktion
besonderer Typen von Antikorpern ermoglicht. Aktivierte Makrophagen erhalten
durch IL-2 zytotoxische Eigenschaften.

Interleukin-4:

IL-4 ist ebenfalls 15 kDa grof3, wird von T-Zellen und Mastzellen gebildet und
bewirkt als B-Zellwachstumsfaktor die Teilung und Differenzierung von B-Zellen
{16}. Sie produzieren infolge vermehrt IgE und IgG1 und exprimieren mehr Fc-
Rezeptoren und HLA Klasse II-Komplexe auf ihrer Oberflache. Dadurch wird ihre
Fahigkeit Antigene zu prasentieren erhoht. IL-4 begunstigt ferner das Wachstum
von Mastzellen und T-Zellen.

Interleukin-6:

IL-6 ist ein 20 kDa grolies Glykoprotein, das durch Makrophagen, T-Zellen und
Fibroblasten gebildet wird {17}. Es bewirkt Wachstum und Differenzierung der B-
und T-Zellen und veranlasst die Produktion von Akutphase-Proteinen in
Leberzellen. Dies sind Plasmaproteine, die in vielfaltiger Weise in den Ablauf der
akuten Entzindungsreaktion eingebunden sind. Aufierdem bewirkt IL-6 die

Proliferation von Mesangialzellen.



1.2 Immunsuppressive Pharmakotherapie

Zum Schutz des transplantierten Gewebes vor dem Immunsystem des
Transplantatempfangers ist die Transplantationsmedizin auf den Einsatz und die

Entwicklung immunsuppressiver Pharmaka angewiesen.

Zeitgleich mit dem Beginn der Gewebstypisierung von Transplantatspendern und -
empfangern kam Anfang der 1960er Jahre Azathioprin als erstes
Immunsuppressivum zur Anwendung nach Nierenallotransplantation und flhrte in
Kombination mit  Kortikosteroiden zu einem  deutlich  verlangerten
Transplantatuberleben. Nachdem 1978 Ciclosporin A (CsA) zugelassen wurde,
nahm innerhalb von 10 Jahren die Anzahl der jahrlich in Deutschland

durchgefuhrten Nierentransplantationen um mehr als das dreifache zu.

CsA und das 1990 zugelassene Tacrolimus (FK-506) hemmen Calcineurin. Diese
Serin-Threonin-Phosphatase wird durch den Anstieg des intrazellularen Calciums
infolge der Bindung von Antigen an den TCR aktiviert. Sie ermdglicht den Ubertritt
der im Zytosol gelegenen Komponente des nuclear factor of activated T-cells
(NFAT) in den Zellkern. Dort bilden sie mit der nukledaren Komponente den
Transkriptionsfaktor NFAT, der die Transkription des IL-2 Gens und anderer fur
die T-Zellaktivierung bedeutender Gene induziert. Verschiedene Interaktionen
zwischen Oberflachenmolekulen der T-Zelle und der APC koénnen die
Transkription entscheidend verstarken. Die Kostimulation Uber die B7-CD28-
Bindung ist so stark, dass die Proliferation der kostimulierten T-Zellen durch
Calcineurininhibitoren viel weniger gehemmt wird als die Proliferation nicht
kostimulierter Zellen {18}. Dieser kostimulatorische Signalweg ist durch CsA und
FK-506 allerdings individuell verschieden stark beeinflussbar. Dies ist ein
Erklarungsansatz fur die klinische Erfahrung, dass bei einigen Nieren-
Transplantierten unter therapeutischen Konzentrationen der Calcineurininhibitoren
AbstoRungsepisoden auftreten, wahrend der Grofteil der Transplantierten unter
denselben Konzentrationen offenbar angemessen immunsupprimiert ist {19, 20}.

Neben CsA und FK-506 zahlen heute die Steroide, Antimetabolite wie Azathioprin
und Metothrexat, das Alkylans Cyclophosphamid und Antikdrper wie OKTS3,
Antithymozytenglobulin und Basiliximab zum Repertoire der Immunsuppressiva.

Aufgrund der immunsuppressiven Wirkung steigern sie alle die Infektanfalligkeit
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und das Risiko fur Neoplasmen. Daruber hinaus treten bei immunsupprimierten
Patienten weitere fur das jeweilige Medikament typische, zum Tell
schwerwiegende Nebenwirkungen auf. Die Calcineurinantagonisten wirken stark
nephrotoxisch {14, 21, 22}. Bei Therapie mit CsA tritt oft auch ein arterieller
Hypertonus auf. Unter Therapie mit FK-506 treten haufiger neurologische

Krankheitsbilder auf.

1.3 Sirolimus

Auf der Suche nach nebenwirkungsarmeren, wirkungsstarkeren Immun-
suppressiva kam dem bereits 1975 aus Bodenproben der Osterinseln isolierten
Sirolimus (Rapamycin, SRL) neues Interesse zu. Dabei handelt es sich um ein
dem FK-506 ahnliches makrozyklisches Lakton, das ebenfalls an das FK-
Bindunsprotein (FKBP) 12 bindet. Im Gegensatz zu FK-506 hemmt der SRL-FKBP
12-Komplex jedoch nicht Calcineurin, sondern das mammalian target of
Rapamycin (mTOR) {23}. Dieses 289 kDa grof3e Protein besitzt eine C-terminal
gelegene Proteinkinase. Oberhalb liegt die Bindungsstelle des SRL-FKBP12-
Komplexes {24}. Er hemmt die Autophosphorylierung und somit die Aktivierung

von mTOR durch Zytokine und Wachstumsfaktoren.

IV:Ie OMe Me Mc
Tacrolimus (FK-506) Sirolimus (SRL)

Abb.1 Sirolimus und FK-506 besitzen identische Strukturbereiche, die an FKBP12
binden. Die entstehenden Komplexe wirken auf unterschiedliche Ziele. (nach {72})



Wichtige Wege der Zellaktivierung und der Proliferation werden durch mTOR
reguliert und bieten daher Angriffspunkte fur die Therapie mit SRL. SRL hemmt
die durch mTOR aktivierte p70s6-Kinase {25, 26}. Sie fordert die Translation von
Zytokin-mRNAs und steuert den flr die Replikation der DNA notwendigen
eukaryontischen Elongationsfaktor 2. Die Translation von Wachstumsfaktoren wird
durch SRL uber die Hemmung von eukaryontischen Initiationsfaktor 4E
entscheidend vermindert {27}. SRL hemmt auch die durch CD28 vermittelte
Transkription der Zytokingene {28}. Durch die verringerte Produktion Wachstums
fordernder Proteine wird die Zellproliferation indirekt verlangsamt. Auch direkt halt
SRL das Fortschreiten des Zellzyklus am Ubergang zur Synthesephase auf,
indem es die Elimination der Inhibitoren p21 und p27kip1 verhindert {29, 30}. Es
resultiert eine verminderte Synthese von Zellzyklusproteinen und dadurch der

Arrest des Zellzyklus in der G1-Phase.

SRL wurde 2001 unter dem Namen Rapamune® von der europaischen
Zulassungsstelle EMEA fur Deutschland als selektiv immunsuppressiver Stoff zur
Prophylaxe der Organabstol3ung nach Nierentransplantation bei Erwachsenen mit
geringem bis mittlerem AbstoRungsrisiko zugelassen. Initial soll die Therapie mit
Kortikosteroiden und CsA kombiniert erfolgen und anschlieRend CsA abgesetzt

werden.

Wie die Calcineurinantagonisten wird auch SRL nach der Talspiegelkonzentration,
d.h. nach der Konzentration des Medikaments im Blut unmittelbar vor der
nachsten Medikamenteneinnahme, dosiert. Die empfohlenen
Talspiegelkonzentrationen liegen bei Kombination von SRL und CsA im Bereich
von 4-12 ng/ml SRL und nach Absetzen von CsA bei 12-20 ng/ml SRL. Neben der
Talspiegelkonzentration sollen auch der klinische Verlauf und Laborparameter des
Patienten bei der Dosisanpassung berucksichtigt werden. In der Regel fuhrt die
Einnahme von 25 mg SRL pro Tag 2zu den angegebenen
Talspiegelkonzentrationen. Es existieren deutliche interindividuelle Unterschiede
in der Pharmakokinetik {31}: Die terminale Halbwertszeit schwankt zwischen 46
und 78 Stunden und variiert aufgrund der Metabolisierung Uber das CYP 3A4 auch
intraindividuell. Das Verteilungsvolumen betragt 7-17 I/kg und das Blut-Plasma-
Verhaltnis ist mit 25 bis 51 sehr hoch. Da SRL aulRerdem zu 92 % an



Plasmaproteine gebunden ist, ist der freie Anteil des Medikaments im Blut gering
{32}.

Neben den Ergebnissen der Anwendung von SRL in Tiermodellen und den Daten
zur Pharmakokinetik gibt es bisher nur wenige klinische Studien. In zwei grof3en,
multizentrischen Phase Ill Studien erhielten mit CsA und Prednisolon behandelte
Nierentransplantierte zusatzlich SRL in zwei verschiedenen Dosen (2 mg und
5 mg) oder Azathioprin bzw. Placebo {1, 2}. Beide Untersuchungen belegen unter
der Kombination mit SRL weniger akute AbstolRungen und auch weniger maRige
und schwere Abstoldungen in den ersten sechs Monaten. Das Patienten- und
Transplantatiberleben war in allen Studiengruppen im ersten Jahr gleich. Unter
der Kombination von SRL, FK-506 und initial Steroiden trat nur bei einem von 32
Patienten nach Leber-, Nieren- oder Pankreastransplantation eine Abstol3ung auf
{33}. Die Wirksamkeit von SRL zur Behandlung der Steroid- und Antikorper-
refraktaren AbstoRung von Nierentransplantaten konnte im Vergleich mit
Mycophenolatmofetil nachgewiesen werden {34}. In der mit SRL behandelten
Gruppe kehrte in 96 % die Nierenfunktion wieder, in der anderen Gruppe dagegen
nur in 67 %. Die Ruckfallraten und das Patienten- und Transplantatiberleben nach
einem Jahr unterschieden sich nicht wesentlich. Im Vergleich der Kombinationen
FK-506 / SRL, FK-506 / Mycophenolatmofetil und CsA / SRL wurde bei den 150
Patienten nach einem Jahr kein Unterschied im Patienten- und
Transplantatiberleben beobachtet, jedoch zeigte die Kombination von CsA und
SRL eine schlechtere Nierenfunktion und mehr Nebenwirkungen als die anderen
beiden Kombinationen {35}. Ebenso wurde in einer multizentrischen Studie
nachgewiesen, dass die Nierenfunktion und auch die Histologie von
Nierenbiopsien der Patienten des Studienarms, in dem CsA drei Monate nach
Beginn der SRL-Therapie abgesetzt wurde, besser war als diejenige der
Patienten, die weiterhin mit der Kombination von CsA und SRL behandelt wurden
{36, 37}. Hinsichtlich des Patienten- und Transplantatiuberlebens konnte in dieser
und auch in einer weiteren Studie, die nach Induktion mit Basiliximab und unter
Erhaltungstherapie mit Mycophenolatmofetil die Wirkung von CsA versus SRL
prufte, kein Unterschied festgestellt werden {38}. Jedoch wies auch diese Studie
auf eine bessere Nierenfunktion unter SRL als unter CsA hin. Im Hinblick auf die
Nephrotoxizitat von CsA wurden Protokolle geprift, die bei Nierentransplantierten

mit verspatetem Einsetzen der Transplantatfunktion eine Calcineurininhibitor-freie
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Induktions-Therapie und den Beginn der Therapie mit CsA erst nach Einsetzen
der Nierenfunktion vorsahen. Die Kombinationen von Basiliximab bzw.
Antithymozytenglobulin, Steroiden und SRL bewirkten eine rasche Erholung der
Nierenfunktion bei geringem Risiko fur Episoden akuter Abstof3ungen {39, 40, 41}.
Uberzeugt von den Méglichkeiten, die SRL in der Anwendung bei erwachsenen
Nierentransplantierten bietet, fuhrten Tejani et al. kirzlich auch eine Phase |-

Studie mit padiatrischen Patienten durch {42}.

Haufige Nebenwirkungen der Therapie mit SRL sind Hyperlipidamie, periphere
Odeme, Diarrhé, Anamie und Thrombozytopenie, Hypokaliamie, Anstieg der
Laktatdehydrogenase, Arthralgien, Akne und Harnwegsinfekte {43}. Sie treten bei
mehr als 10 % der Patienten auf. Seltener kommen gefahrliche Nebenwirkungen
wie  Sepsis, Hamolytisch-Uramisches  Syndrom und nichtinfektiose
Lungenentzindung vor {44}. Im Gegensatz zu den Calcineurininhibitoren wurden
unter SRL-Therapie bisher keine nephrotoxischen Nebenwirkungen festgestellt,
allerdings wirkt die Kombination von SRL und CsA bei Anwendung uber mehr als
drei Monate starker nephrotoxisch als die CsA-Monotherapie. Wie bei allen
immunsuppressiven Substanzen ist das Risiko fur Lymphome und Tumoren
erhoht, jedoch wies eine multizentrische Studie mit 1295 immunsupprimierten
Patienten unter SRL weniger Tumoren als unter Placebo und auch weniger
Tumoren als bei Therapie mit CsA nach {45}. Im Gegensatz zu CsA, das die
Produktion von vaskularem Endothelzellwachstumsfaktor (VEGF) in Mausen
steigert und dadurch die Tumorangiogenese vorantreibt, wurden in Mausmodellen
unter 39 ng/ml SRL eine Abnahme der VEGF-Produktion und durch die
verminderte Angiogenese eine Hemmung des Wachstums bestehender Tumoren
beobachtet {46}. Die antiangiogenetische Wirkung von SRL hat allerdings
wahrscheinlich auch Anteil an der Pathogenese der Wundheilungsstérungen, die
unter SRL haufiger als bei Therapie mit Calcineurininhibitoren auftreten {47}. Die
antiproliferative  Wirkung von SRL wird therapeutisch zur Pravention von
Restenosen in Koronarstents genutzt {48}. Die Wirkung von SRL auf Tumoren und
der Einsatz von SRL zur Therapie von Tumoren wurde bisher nur ansatzweise in

experimentellen und klinischen Studien gepruft {49, 50, 51}.
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2 Fragestellung

Die Therapieuberwachung und die individuelle Dosisanpassung sind wesentliche
Problempunkte in der Anwendung von SRL. Trotz Ausrichtung der Therapie an
engmaschig durchgefliihrten Blutspiegelkontrollen treten einerseits akute

AbstoRungsepisoden und andererseits schwerwiegende Nebenwirkungen auf.

In dieser Arbeit soll anhand folgender Fragestellungen die individuelle
pharmakodynamische  Wirksamkeit von SRL untersucht und damit
Voraussetzungen fur die Entwicklung einer verbesserten individuellen

Uberwachung der immunsuppressiven Pharmakotherapie geschaffen werden.

Wie wirkt sich SRL in vitro auf die Lymphozytenfunktion aus?

In Vollblutkulturen gesunder Probanden sollte der Effekt von SRL auf die mRNA-
Expression von IL-2, IL-4 und IL-6, auf die Sekretion dieser Zytokine und auf die

Lymphozytenproliferation individuell untersucht werden.

Ist der Effekt auf die Lymphozytenfunktion dosisabhangig und wann ist er

maximal?

Unter Einsatz verschiedener therapeutisch relevanter Konzentrationen von SRL
und durch Anfertigen von Kinetiken sollte eine Dosisabhangigkeit der Zytokin-
MRNA-Expression und der Zytokinsekretion geprift und der zeitliche Verlauf

beschrieben werden.

Wie verandert sich die Lymphozytenfunktion bei der Umstellung

Nierentransplantierter von CsA auf SRL?

Anhand von nierentransplantierten Patienten sollten der Einfluss von SRL-Zusatz
in vitro zu bestehender CsA-Therapie, die Effekte der Kombinationstherapie von
SRL und CsA ex vivo und die Wirkung der SRL-Monotherapie ex vivo untersucht

und mit dem Effekt der CsA-Monotherapie verglichen werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Gerate

Pipetten, Eppendorf, Hamburg

Sarstedt Serological Pipette, 10ml, Sarstedt, Nimbrecht
Multipette, Eppendorf, Hamburg

Finnpipette Digital Multichannel, Labsystems, Finnland

6-Loch-Kulturplatten: TC-Plate 6 Well, Einzellochdurchmesser 35 mm, Cellstar,

greiner bio-one

Gewebekulturflaschen: Tissue Culture Flask 25 cm?, Sarstedt, Niimbrecht
Reagiergefalle: PP Test tubes 50 ml, 15 ml Cellstar, greiner bio-one
Mikro-Schraubrohre 1,5 ml PP, Sarstedt, Numbrecht

MicroAmp Optical Tubes and Optical Caps, Applied Biosystems, Foster City, USA
Reagiergefale 1,5 ml, Sarstedt, NUmbrecht

PS Rohrchen 5 ml, 12,0/75 mm, greiner bio-one

Vortexer Reax 2000, Heidolph, Kelheim

Tischzentrifuge Biofuge 13, Heraeus, Hamburg

Centrifuge 5416, Eppendorf, Hamburg

Varifuge RF, Heraeus Sepatech, Osterode

Varifuge 3.2RS, Heraeus Sepatech, Osterode

PH-Meter pHM 83 Autocal, Radiometer, Kopenhagen, Danemark
Magnetriuhrer, Gerhardt, Bonn

Brutschrank, Labotect, Gottingen
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Hood, Heraeus Lamintir HA 2472-GS, Heraeus, Hamburg

UV-Lampe, Herolab, Wiesloch

ABI Prism 7700 Sequence Detection System, Perkin ElImer Cetus, Norwalk, USA
Vollblut-Zellzahler Coulter T660, Coulter Electronics GmbH, Krefeld

Columbus ELISA-Washer, TECAN, Crailsheim

Photometer flr Mikrotestplatten Anthos 2001, anthos Mikrosysteme GmbH,
Krefeld

Reagenzien

- Vollblutansatze

IMDM, Bio Whittaker, Verviers, Belgien

Penicillin-Streptomycin DE 17-602, Bio Whittaker, Verviers, Belgien
L-Glutamin, BE 17605 E, Bio Whittaker

Sirolimus: Rapamune®, Wyeth Europa Ltd., Taplow, Maidenhead UK
Dimethylsulphoxid Sigma D2650, Sigma, Deisendorf

monoklonale Mausantikorper:

anti-CD3 2ug/pl PeliCluster clone CLB-T3/4.E, Sanguin Amsterdam
anti-CD28 2ug/pl PeliCluster clone CLB-CD28/1, Sanguin Amsterdam

LPS Sigma L-4310, 10 mg, Sigma, Deisendorf
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- RNA-Isolierung
Hamolysepuffer pH 8,0: NH4CI, KHCO3, EDTA
Trypsin Versene, Bio Whittaker, Verviers, Belgien

Purescript RNA Isolierungskit fur Vollblutproben, Gentra Systems (Gentra R-
5000), Biozym Diagnostik GmbH, Hessisch Oldendorf

- Mastermix fur die RT-PCR

Von Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien, USA wurden bezogen:
TagMan® 1000 Rxn Gold / Buffer A Pack: Taqg-Polymerase, MgCl, Tag-Puffer A
MuLV reverse Transkriptase, Gene Amp® RNA PCR

RNAse Inhibitor, Gene Amp® RNA PCR

Gene Amp® dNTPs with UTP.

Primer und Sonden wurden von TIB MOLBIOL, Berlin hergestelit:

IL-2, sense 5 — gAA Tgg AAT TAATAATTA CAAgAATCCC

IL-2, antisense |5 —gAC ACT gAAgAT gTT TCAQGTTCTg T

IL-2, Sonde 5 — 6FAM-Agg ATg CTC ACA XT TT AAg TTT TAC ATg CCC p

IL-4, sense 5 — AAC AgC CTC ACA gAg CAg AAg ACT

IL-4, antisense |5 —gCC CTg CAgAAggTITTCCTT

IL-4, Sonde 5 — 6FAM-TgC TgC CTC CAA gAA CAC AAC TgA XT p

IL-6, sense 5 — CAg CCC TgA gAA Agg AgA CAT g

IL-6, antisense |5 —ggT TCA ggT TgT TTT CTg CCA

IL-6, Sonde 5 — 6FAM-AgT AAC ATg TgT gAA AgC AgC AAA gAg gCA
XT—PH
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- ELISA:
Quantikine® human IL-6 Immunoassay, R&D Systems, Minneapolis, USA
human IL-4 ELISA, Bender MedSystems, Wien, Osterreich

human IL-2 ELISA, Bender MedSystems, Wien, Osterreich

- UVID

Biocoll Separation Solution, Seromed Biochrom, Berlin

BrdUrd, Fluka Biochemica

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, BioWhittaker, Verviers, Belgien

PE anti-human CD4, LOT M069634, PharMingen, Becton Dickinson Labware,
Franklin Lakes, USA

Dimethylsuberimidate, Sigma D7636, Deisendorf
N-Methylformamid purum, Fluka Chemica 66900

Borax, Sigma, Deisendorf

Maus anti-Bromodeoxyuridine/ FITC, clone Bu20a, DAKO

7-Amino-actinomycin D, Sigma A-9400, 5mg/10ml, Sigma, Deisendorf
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Blutproben

Far die Untersuchungen zur Wirkung von SRL auf die Lymphozytenfunktion
gesunder Personen in vitro wurden Blutproben 16 gesunder Probanden, die
Blutspender des Instituts fur Immunologie und Transfusionsmedizin des UK-SH

Ldbeck (Direktor Prof. Dr. med. Kirchner) sind, eingesetzt.

Von Patienten der Station 19 T (jetzt 11 T) des UK-SH, Campus Lubeck (Leitung
Prof. Dr. med. Fricke) wurden Blutproben jeweils vor, wahrend und nach
Umstellung der immunsuppressiven Therapie nach Nierentransplantation von CsA
auf SRL zur Verfugung gestellt. Vor der Umstellung konnten Parameter der
Lymphozytenfunktion unter CsA ex vivo bestimmt werden. Parallel dazu wurde die
Wirkung eines Zusatzes von SRL (in vitro) auf diese Parameter gemessen. Ab
Beginn der Umstellung nahmen die Patienten kein CsA mehr ein, so dass
wahrend der Umstellung die CsA-Konzentration im Blut sank. Stattdessen
erhielten die Patienten SRL, Patient Nr. 1 anfangs in hoher Dosis (10 mg), die
ubrigen Patienten in einer Dosierung von 3 mg bis 5 mg. Mindestens 21 Tage
nach Ende der CsA-Einnahme wurden nochmals Blutproben untersucht. Da CsA
eine Halbwertszeit von 8 bis maximal 17 Stunden hat, war zu diesem Zeitpunkt
theoretisch weniger als ein Millionstel der zu Beginn der Umstellung gemessenen
Talspiegelkonzentration CsA im Blut vorhanden, so dass die Ergebnisse dieser

Messungen weitgehend den Effekt von SRL ex vivo reflektieren.

Die Blutproben wurden in Lithium-Heparin-gefullten Monovetten abgenommen und

innerhalb von zwei Stunden nach Abnahme verarbeitet.
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3.2 Methoden
3.2.1 Vollblutansatz

Der angewandte Vollblutstimulationsansatz basiert auf dem Protokoll von Hartel et
al.,, das zur quantitativen Analyse der Expression von T-Zell-Zytokinen erstellt
wurde {52}. In allen Versuchsansatzen wurden die Vollblutproben 1:10 mit
Kulturmedium verdiunnt und mit anti-CD3 und anti-CD28 monoklonalen
Mausantikérpern stimuliert. Der Gebrauch dieser Antikérper ahmt die
antigenspezifische Stimulation von T-Zellen nach {53}. Zur Messung der IL-6
Produktion durch Makrophagen wurde den entsprechenden Ansatzen als
Stimulans Lipopolysaccharid (LPS) anstelle der Antikorper zugesetzt. Die Ansatze
fur die Zytokin-mRNA-Messung durch RT-PCR wurden jeweils doppelt angesetzt.
Die Uberstande dieser Ansatze wurden mit den ELISA auf ihre
Zytokinkonzentration untersucht. Zur Bestimmung der Lymphozytenproliferation
mittels UVID wurden Einzelansatze in Kulturflaschen fur 72 Stunden inkubiert

(Proliferationsansatze).

Protokoll:

— In eine 6-Lochkulturplatte je Ansatz 9 ml Kulturmedium und 10 pl SRL-
Stammldsung der gewlnschten Konzentration vorlegen und nach Zugabe von
1 ml Lithium-Heparin-Vollblut gut mischen.

— Die Ansatze bei 37 °C und 5 % CO,, fur 2 Stunden vorinkubieren.

— Jeden Ansatz mit 5 pl anti-CD3 und 5 pl anti-CD28 bzw. mit 1 pyg LPS
stimulieren und gut mischen.

— Die Ansatze bei 37 °C und 5 % CO,, flr 4, 8 oder 24 Stunden inkubieren.

Kulturmedium:

500 ml IMDM, 500 U Penicillin, 500 ug Streptomycin, 10 mM L-Glutamin

SRL-Stamml6sung:
10, 20, 50 pg/ml Lyophilisat in DMSO gelost
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3.2.2 Bestimmung der Zytokin-mRNA-Kopienzahlen mit quantitativer

RT-PCR

Zunachst mussen die Leukozyten aus den inkubierten Ansatzen prapariert
werden. Danach kann aus diesen Zellen die Zytokin-mRNA isoliert und
anschlieend mittels der Echtzeit-RT-PCR quantitativ analysiert werden.

Praparation der Leukozyten

— Die Ansatze jeweils mit einer 10 ml Pipette aufnehmen und in ein 50 ml
Reagiergefald Uberfuhren.

— Die an der Platte adharenten Zellen mit 1 ml Trypsin je Ansatz bei 37 °C 10 min
|I6sen und anschliefend zum jeweiligen Ansatz hinzugeben.

— Jedes Reagiergefald mit Hamolysepuffer auf 50 ml auffullen und die Ansatze bei
Raumtemperatur 30 min lysieren.

— Bei 1500 U, 300g, 10 °C, brake 8 10 min zentrifugieren und den Uberstand
abkippen.

— 500 I Hamolysepuffer zugeben, das Pellet 16sen und in ein 1,5 ml
Schraubgefalirohrchen tberfluhren.

— Bei 8000 U 1 min zentrifugieren und den Uberstand griindlich abpipettieren.
— 1 ml Hamolysepuffer zugeben, das Pellet I6sen und erneut 1 min zentrifugieren.
— Den Uberstand abpipettieren und 100 pl IMDM zugeben.

— Das Pellet mdglichst gut 16sen und bei — 80 °C einfrieren.

Hamolysepuffer pH 8,0:
NH4Cl 16,52 g

KHCO; 2,0g

EDTA 0,089

Aqua destad 2 |
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RNA-Isolierung

Die Isolierung der RNA erfolgte mit einem kommerziellen Kit der Firma Gentra,
Missouri, USA. Zuerst werden die aufgetauten Zellen lysiert. Anschliel3end werden
Proteine und DNA ausgefallt und abzentrifugiert. Die im Uberstand befindliche
RNA wird mit Isopropanol ausgefallt und nach Waschung mit Ethanol in RNAse-
freiem Wasser geldst. Da im Anschluss die Quantitdt der RNA bestimmt und
verglichen werden sollte, wurde bei der Isolierung grofdter Wert auf die
Vermeidung von RNA-Verlusten und Kontamination durch DNA sowie auf die
Gleichbehandlung der Proben gelegt. Deshalb wurden die Proben durchgangig
auf Eis gekuhlt und in keim- und staubarmer Umgebung verarbeitet. Nach

Moglichkeit wurde eine konstante Anzahl von Proben gleichzeitig isoliert.
Protokoll:

— Die auftauenden Zellen mindestens 30 sec lang ritteln. — Es sollten hiernach
keine groRen Zellklumpen vorhanden sein.

— 450 pl Cell lysis solution zugeben und mit der Pipette vorsichtig mischen. —
Dabei darauf achten, dass moglichst wenige Zellen an der Pipettenspitze
adharieren.

— 150 pl Protein-DNA-Precipitation Solution zugeben und vorsichtig aber
grundlich mischen.

— Die Rohrchen 5 min auf Eis stellen und anschlieBend 4 min bei 15.000 U
zentrifugieren.

— Auf Eis 600 pl Isopropanol absolut in Schraubgefallrohrchen vorlegen und den
Uberstand langsam und maoglichst vollstandig Uberfihren — Es sollte moglichst
kein Prazipitat mit Gberfuhrt werden.

— Die Rdéhrchen schwenken bis die Flussigkeit klar und ein Faden zu erkennen
ist.

— 3 min bei 15.000 U zentrifugieren, den Uberstand verwerfen.

— 300 pl 70 % Ethanol zugeben, das Pellet von der Gefallinnenseite I16sen und
1 min bei 15.000 U zentrifugieren.

— Den Uberstand méglichst vollstandig entfernen, die Réhrchen fiir bis zu 5 min
trocknen lassen und 300 ul Nuclease-freies Wasser zugeben.

— Die RNA zum Lésen fur mindestens 30 min auf Eis stellen, anschlief3end fiir die
RT-PCR einsetzen oder bei -80 °C bis auf weiteres einfrieren.
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Quantitative Echtzeit-RT-PCR

Zur Bestimmung der Menge von Zytokin-mRNA in den Ansatzen wurde das
Verfahren der quantitativen Echtzeit-Reverse Transkription-Polymeraseketten-
Reaktion (RT-PCR) mit dem TagMan® gewéhlt. Dieses Verfahren ermdglicht den

quantitativen Nachweis auch sehr geringer Mengen von RNA.

In einem ersten Schritt, der reversen Transkription, wird die RNA durch die MuLV-
Reverse Transkriptase in DNA Ubersetzt. Im direkt anschlieRenden zweiten
Schritt, der Polymerasekettenreaktion, stellt die AmpliTag-Gold-Polymerase viele
Kopien der Ubersetzten DNA her. Neben der Fahigkeit zur Synthese
komplementarer 5'— 3’ Strange besitzt die Polymerase eine 5-Endonuklease-
Aktivitat, d.h. sie kann einen bereits angelagerten komplementaren DNA-Strang
vom 5-Ende her zerlegen. Diese Eigenschaft wird bei der Echtzeit-PCR
folgendermallen zu Messzwecken genutzt: Auller den zwei fur das zu
bestimmende Zytokin spezifischen Primern gibt man eine Zytokin-spezifische
Sonde zum Reaktionsansatz. Sie lagert sich in einem Bereich an den DNA-Strang
an, der hinter der Bindungsstelle des sense (5 —3’)-Primers liegt. Ihr 5’-Ende ist
durch den Fluoreszenzfarbstoff 6-Carboxyfluoreszein (FAM) markiert, dessen
Emissionsspektrum durch die raumliche Nahe einer weiteren
Fluoreszenzmarkierung mit 6-Carboxytetramethylrhodamin (TAMRA) unterdrickt
wird (so genanntes Quenching). Trifft die Tag-Polymerase bei der Synthese auf
die Sonde, so wird sie zerlegt und somit das Emissionsspektrum von FAM
detektierbar. Als Fluoreszenz-Detektor dient das ABI Prism 7700 Sequence
Detection System, das im TagMan® integriert fir jedes ReaktionsgefaR alle 7
Sekunden das Emissionsspektrum misst (Echtzeitverfahren). Mit jedem PCR-
Zyklus wird mehr Sonde abgebaut und dementsprechend steigt die Intensitat des
FAM-Signals. Ab einer bestimmten Zykluszahl Ubersteigt die Signalintensitat die
Grundlinienfluoreszenz merklich, dieser Zyklus wird Schwellenzyklus (threshold
cycle) genannt und als Ct-Wert angegeben. Von Beginn der reversen
Transkription bis zum Abschluss der Messung bleiben die Proben verschlossen in
demselben Reagenzgefall, so dass eine Verunreinigung oder ein Verlust von
Probenmaterial durch Transfer nicht auftritt. Eine Kontaminierung der Mastermixe

wahrend der Vorbereitung der RT-PCR kann durch zwei RNA-freie Kontrollen pro
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Primer/Sonden-Kombination, die fur jeden RT-PCR-Ansatz mitgefuhrt werden,

erkannt werden.

Protokoll:

— Je Zytokin und fur 3-Aktin einen Reaktionsansatz (Mastermix) pipettieren:

Die Anzahl der Reaktionsgefale betragt das Doppelte der Proben und
zusatzlich zwei Gefalde fur die Kontrollen.

Reagenzien Menge je Reaktionsgefald (Tube)
MgCl, 25 mM 7 ul
dATP, dCTP, dGTP; 10 mM Je 1,5 yl
dUTP; 20 mM 1,5 ul
10 x Taq Man Puffer A 5 ul
Spezifischer sense Primer, 10 uM 0,5 ul
Spezifischer antisense Primer, 10 uM 0,5 ul
Spezifische fluorogene Sonde, 10 uM 0,5 ul
RNAse Inhibitor, 20 U 0,66 pl
MuLV reverse Transkriptase, 25 U 0,5 ul
Ampli Taq Gold Polymerase; 1,25 U 0,25 i

— Jedes Tube mit 20 yl RNA-Probe und 30 pl Mastermix beschicken:

Fir jede RNA-Probe zwei Tubes mit R-Aktin-Mastermix und jeweils zwei Tubes
mit IL-2, IL-4 und/oder IL-6-Mastermix fullen.

Pro PCR-Platte je eingesetztem Mastermixtyp zwei Tubes mit 20 yl Aqua dest.
und 30 ul Mastermix versehen (RT-PCR-Kontrollen).

— Die Tubes mit den Caps verschlielen und die Platte bis zur RT-PCR auf Eis
bzw. im Eisschrank im Dunkeln lagern — maximal 24 Stunden lang.
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— Folgende RT-PCR-Bedingungen am TagMan® eingeben:

stage 1: 50 °C, 2 min
stage 2 (RT): 48 °C, 30 min
stage 3: 95 °C, 10 min

stage 4 (PCR): 1: 95 °C, 15 sec - 60 °C, 90 sec :l, 40 Zyklen.

Fir dieses Programm und die anschlieBende Berechnung der Ct-Werte bendtigt
der TagMan® knapp drei Stunden. Es liegen dann fiir jede RNA-Probe zwei Ct-

Werte fur R-Aktin und fir die gemessenen Zytokine vor.

Die Bestimmung der RNA-Kopienzahlen (K) erfolgt jeweils anhand des
Mittelwertes dieser zwei Ct-Werte auf der Basis von Standardkurven, die durch

Messen von Verdlnnungsreihen bekannter Konzentrationen erstellt wurden.
fur IL-2; K = 10 (C1=499):(43)
fiir IL-4: K = 10 (¢1=489):(43)
fir IL-6: K = 10 (Ct—41.0):(-3.25)
fir R-Aktin: K = 10 (¢1=46.6):¢4.07)

3-Aktin wird konstitutiv exprimiert und seine Produktion wird nicht durch mTOR-
abhangige Mechanismen beeinflusst {54}. Es eignet sich somit als interner

Standard zum Ausgleich von Schwankungen der Zellzahl der Proben.

Die Zytokin-mRNA-Kopienzahl jeder Probe wird auf die Kopienzahl von R-Aktin-
mMRNA (in Millionen) in der entsprechenden Probe bezogen:

Kopien Zytokin-mRNA / 1 Mio. Kopien R-Aktin-mRNA

AbschlieRend wird pro Vollblutansatz-Paar der Mittelwert der zugehoérigen Zytokin-
MRNA-Kopienzahlen errechnet.

Far interindividuelle Vergleiche des Effektes von SRL eignet sich das Verhaltnis
(Angabe in %) aus dem Mittelwert der Ansatze mit SRL zu dem Mittelwert der
Kontrollansatze.
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3.2.3 Bestimmung der Zytokinsekretion mit ELISA

Der Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) ist ein weit verbreitetes
immunologisches Verfahren zum Nachweis biologisch aktiver Substanzen mittels
substanzspezifischer Antikdrpern, die an ein Enzym gekoppelt sind.

Die eingesetzten ELISA gehoren zur Gruppe der quantitativen sandwich-ELISA,
d.h. die in der Probe enthaltenen Zytokine werden zum einen durch einen
plattenadharenten monoklonalen, zytokinspezifischen Antikdrper, zum anderen
durch einen enzymgekoppelten, polyklonalen, zytokinspezifischen Antikorper
gebunden. Das Enzym bedingt eine Farbanderung des Substrats, deren
Auspragung der Enzym- und somit der Antikorper- bzw. der Zytokinkonzentration
proportional ist. Diese Farbanderung wird mit einem Photometer gemessen, das

aus der unterschiedlichen Absorption die Konzentration des Zytokins berechnet.

Als Beispielprotokoll werden die Arbeitsschritte des IL-6 ELISA dargestellt.

Eingefrorene Uberstande auftauen.
— In PS-Réhrchen jeweils 50 pl Uberstand in 450 pl IMDM verdiinnen.

— Die Standards und den Waschpuffer entsprechend der Anweisung des Kits
herstellen.

— In eine Elisa-Platte je Loch 100 yl RD1A vorlegen und darauf 100 pl verdinnten
Uberstand bzw. Standard geben.

— Die Platte mit Folie abgedeckt fur 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubieren.
— Im ELISA-Washer viermal mit jeweils 350 ul Waschpuffer waschen.

— 200 pl IL-6-Konjugat je Loch zugeben, die Platte abdecken und fir 2 Stunden
bei Raumtemperatur inkubieren.

— Die Substratldosung gemaf der Anweisung des Kits herstellen und den Assay
erneut viermal mit je Loch 350 ul Waschpuffer waschen.

— 200 pl Substratlésung je Loch zugeben und im Dunkeln bei Raumtemperatur
genau 20 min inkubieren.

— 50 ul Stopplésung je Loch zugeben und mischen bis die Farbe ganz nach gelb
umgeschlagen ist.

— Innerhalb der nachsten 30 min die optische Dichte im Mikroplattenleser
bestimmen: Messung bei 450 nm bei Korrekturwellenlange von 540 nm.
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3.2.4 Bestimmung der T-Lymphozytenproliferation mit UVID

Die Ultraviolett-Induzierte Detektion (UVID) halogenierter Pyrimidine ermaoglicht
den nicht-enzymatischen Nachweis der DNA-Synthese mit der Moglichkeit,
gleichzeitig Zelloberflachenmolekule zu bestimmen. Hammers et al. etablierten
diesen DNA-Synthesenachweis auch flr Lymphozytensubpopulationen {55}. Mit
dieser Methode kann die Proliferationsfahigkeit mononuklearer Zellen, spezifisch
der CDA4-positiven mononuklearen Zellen, aus 72 Stunden lang inkubierten
Vollblutansatzen bestimmt werden. Als halogeniertes Pyrimidin wird 5-Bromo-2-
deoxyuridin (BrdU) eingesetzt, das wahrend der einstiindigen Inkubation in die

DNA proliferierender Zellen eingebaut wird.

Durch Exposition der mit Ficoll isolierten, gewaschenen mononuklearen Zellen
gegenuber UV-B-Licht kommt eine partielle Photolyse infolge der
sequenzabhangigen Photosensitivitdt nuklearen BrdUs zustande. Hiernach
konnen die CD4-positiven Zellen mit Phycoerythrin (PE) -konjugierten
monoklonalen Antikérpern gegen CD4 markiert werden. Anschlief3end folgt die
Fixierung mit Dimethylsuberimidate (DMS). Im letzten Schritt werden die Zellen mit
Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) -konjugierten Antikdrpern gegen BrdU und mit
dem DNA-Farbstoff 7-Aminoactinomycin D (7-AAD) inkubiert. Mit dem
Fluoreszenz-Absorbierenden Durchflusszytometer (FACS) kénnen nun aufgrund
der unterschiedlichen Fluoreszenz dreier Farbstoffe der Anteil CD4 positiver
Zellen, der DNA-Gehalt jeder Zelle und die Menge eingebauten BrdUs als Mal}
der DNA-Syntheserate einer jeden Zelle bestimmt werden.

Die UVID-Methode erméglicht also die Bestimmung der Proliferation CD4-positiver
und CD4-negativer Zellen.
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Protokoll:

— Vollblutansatze wie unter 3.2.1 beschrieben in Vollblutkulturflaschen ansetzen
und fur 72 Stunden bei 37°C und 5 % COsinkubieren.

— 30 ul BrdU-Stammldsung zu den Ansatzen geben und bei 37°C, 5 % CO, fur 60
min inkubieren lassen.

— 5 ml Biocoll Separation Solution in ein 15 ml Reagenzgefal} vorlegen, mit dem
Ansatz vorsichtig Uberschichten und 20 min bei 1710 U, 600g, Beschleunigung
2, brake 2, 18 °C zentrifugieren.

— Den Lymphozytenring in ein 15 ml Reagenzgefal® Uberfihren und mit 10 ml
DBPS waschen (1210 U, 300g, 10 min).

— Das Pellet in 1 ml DBPS auflésen, in ein klares Eppendorf-Reaktionsgefald 1,5
ml Gberfihren und 5 min in die UV-Lampe stellen.

— Bei 3000 U 3 min zentrifugieren und das Pellet in 100 yl DBPS resuspendieren.

— 20 pl PE anti-human CD4 zugeben, mischen und 15 min im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubieren.

— Mit 1 ml DBPS-Puffer mischen und bei 3500 U 3 min zentrifugieren.

— Das Pellet in 100 pl DBPS resuspendieren, 1 ml DMS-Puffer und 100 yl DMS-
Stockldésung zugeben und 5 min bei Raumtemperatur fixieren lassen.

— AnschlieBend bei 3000 U 3 min zentrifugieren und mit 1 ml DBPS waschen
(3000 U, 3 min).
— Ein PS-Rohrchen wie folgt beschicken:
1 ml Aqua dest.
50 ul 0,1 M Borax, pH 8,0
10 pl Maus anti-BrdU/FITC
20 pl 7 AAD
in 100 yl DBPS resuspendiertes Pellet.

— Bei Raumtemperatur im Dunkeln mindestens 60 min inkubieren, anschliel3end
im FACS messen.
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3.2.5 Statistische Auswertung

Zur Auswertung der Daten wurde das SPSS-Statistikprogramm benutzt. Die
graphische Darstellung erfolgte unter Anwendung des Grahikprogrammes
GraphPad Prism 4.

Die Versuchsreihen zur Bestimmung der immunsuppressiven Wirkung von SRL im
Probandenkollektiv  (Ergebnisteil 4.1.1 bis 4.1.3) wurden mit dem
Paardifferenzentest nach Wilcoxon analysiert. Die Dosisabhangigkeit der
immunsuppressiven Effekte von SRL (Ergebnisteil 4.2.2) wurde unter Anwendung
des Friedman-Tests (Rangvarianzanalyse) gepruft. Aufgrund der geringen
Patientenzahl und der sehr unterschiedlichen Vorbedingungen wurden die im
Patientenkollektiv  erhaltenen Daten (Ergebnisteil 4.3) nicht statistisch

ausgewertet, sondern rein beschreibend dargestellt.
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4 Ergebnisse
4.1 Effekte von SRL auf die Lymphozytenfunktion in vitro

SRL kann durch Hemmung mTORs auf vielfaltige Art und Weise die
Lymphozytenfunktion und -proliferation beeinflussen. Drei bedeutende Parameter
wurden ausgewahlt, den Effekt von SRL auf unterschiedliche Ebenen der
Zellaktivierung zu charakterisieren. Mittels der Echtzeit-RT-PCR wurde die
Zytokin-mRNA-Expression quantitativ analysiert. Durch ELISA wurde die
Sekretion von IL-2, IL-4 und IL-6 gemessen. UVID diente dazu, den Einfluss von
SRL auf die Proliferation der CD4-positiven und CD4-negativen
Lymphozytenpopulationen zu charakterisieren. Um eventuell vorhandene
interindividuelle Unterschiede in der Wirksamkeit von SRL nachzuweisen, wurden
Vollblutansatze von elf gesunden Probanden jeweils mit 10 ng/ml SRL und ohne

SRL (Kontrollansatze) untersucht.

4.1.1 Effekt von SRL auf die mRNA-Expression von IL-2, IL-4 und IL-6

Zunachst sollte untersucht werden, welchen zeitlichen Verlauf die Expression der
einzelnen Zytokin-mRNAs nach Beginn der Stimulation nimmt und ob SRL die
Expression messbar beeinflusst. Deshalb wurde die mRNA-Expression jeweils

nach 4 Stunden und 24 Stunden Inkubation bestimmt.

Es zeigte sich, dass IL-2 und IL-4 nach 24 Stunden maximal exprimiert werden.
IL-6 wird dagegen nach 4 Stunden maximal exprimiert (Abb.1, 3). Unter 10 ng/ml
SRL andert sich der Zeitpunkt der maximalen Expression nicht. Fur IL-2 ist unter
SRL die Zunahme der Expression geringer als in den Kontrollansatzen.

Nach 4 und 24 Stunden Inkubation lagen signifikant niedrigere Kopienzahlen von
IL-2 und IL-4 mRNA in Ansatzen mit 10 ng/ml SRL als in den Kontrollansatzen vor.
Bei individueller Betrachtung der Ergebnisse fallt auf, dass nach 4 Stunden in den
Ansatzen von drei Probanden unter SRL mehr IL-2 mRNA gemessen wurde als in
den Kontrollansatzen (Abb. 2).
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Abb. 1: Suppression der IL-2 und IL-4 mRNA Expression durch SRL in
Abhangigkeit von der Inkubationsdauer: SRL-freie Kontrolle 0 ng/ml, 10 ng/ml
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Abb. 2: Individuelle Suppression der IL-2 und IL-4 mRNA-Expression durch

10 ng/ml SRL in Relation zur jeweiligen Kontrolle. mRNA-Menge unter SRL in

Prozent der Kontrolle, nach 4 und 24 Stunden Inkubation.
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Hinsichtlich der IL-6 mRNA-Expression interessierte die Beeinflussung der
Transkription sowohl der T-Zellen als auch der Monozyten und Makrophagen.
Deshalb wurde in einer ersten Versuchsreihe T-Zell-spezifisch mit anti-CD3/anti-
CD28-Antikdrpern und in einer zweiten Versuchsreihe mit LPS stimuliert (Abb. 3).
Die Kopienzahlen nach LPS-Stimulation waren viel héher als nach Stimulation mit
anti-CD3/anti-CD28-Antikorpern. Auch der Unterschied zwischen der Expression
nach 4 und 24 Stunden ist unter LPS viel groRer als unter Stimulation mit anti-
CD3/anti-CD28-Antikdrpern.

Nach 4 Stunden wird die IL-6 mMRNA-Expression unter LPS-Stimulation durch SRL
signifikant vermindert. Bei beiden Stimulationsarten zeigten jeweils neun von elf
Ansatze nach 4 Stunden niedrigere, die Ubrigen zwei Ansatze dagegen hohere
Kopienzahlen unter Zugabe von SRL (Abb. 4). Nach 24 Stunden waren die
Kopienzahlen in acht von zehn T-Zell-spezifisch stimulierten Ansatzen mit SRL
niedriger als in den Kontrollansatzen. Bei Stimulation mit LPS kamen in sechs
Ansatzen mit SRL niedrigere und in funf Ansatzen mit SRL hohere IL-6 mRNA-
Kopienzahlen im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollansatzen vor.
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Abb. 3: IL-6 mRNA-Expression nach Stimulation mit anti-CD3/anti-CD28-
Antikdrpern (n=10) bzw. mit LPS (n=11) in Abhangigkeit von der Inkubationsdauer,
SRL-freie Kontrolle (0 ng/ml), 10 ng/ml SRL, Mittelwert £ Standardabweichung,
*:p<0.05
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IL-6 mMRNA: Verhaltnis 10 ng/ml SRL zu Kontrolle IL-6 mRNA: Verhaltnis 10ng/ml SRL zu Kontrolle
anti-CD3/CD28 LPS
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Abb.4: Individuelle IL-6 mRNA-Expression unter 10 ng/ml SRL in Relation zur
jeweiligen Kontrolle (100 %), nach 4 und 24 Stunden Inkubation, Probanden
Nr. 2-6 und 8-11 sind dieselben wie in Abb. 2

Aus den beiden Versuchsreihen zur Messung des Effekts von SRL auf die IL-6
MRNA-Expression wird deutlich, dass Monozyten und Makrophagen nach
Stimulation mit LPS weit mehr IL-6 mRNA bilden als T-Zellen nach T-Zell-
spezifischer Stimulation. Die IL-6 mMRNA-Expression von Monozyten und
Makrophagen wird zum Zeitpunkt der maximalen Expression, nach 4 Stunden,
durch SRL gehemmt. Nach 24 Stunden und unter T-Zell-spezifischer Stimulation
zeigen einige Probanden keine Suppression, andere eine Supression bis zu 0.1 %

der Kontrolle.
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4.1.2 Effekt von SRL auf die Sekretion von Zytokinen

Die Untersuchung der Zytokinsekretion in den Uberstanden der Vollblutansatze
erfolgte durch ELISA. Mit Ausnahme der LPS-stimulierten Ansatze, bei denen
auch die IL-6 Konzentration nach 4 Stunden Inkubation bestimmt wurde, wurden
die Zytokin-Konzentrationen nur in den 24 Stunden-Ansatzen gemessen. In
Ubereinstimmung mit dem suppressiven Effekt SRLs auf die IL-2 mRNA-
Expression zeigte der ELISA in den Ansatzen mit SRL geringere IL-2
Konzentrationen als in den Kontrollansatzen (p<0.05, p<0.005 in
Bestatigungsuntersuchung, Abb.5). Die Konzentrationen von IL-4 lagen in der
Mehrzahl unterhalb der Nachweisgrenze von 3 pg/ml. Die Ubrigen Ansatze mit IL-4
Konzentrationen geringfugig oberhalb der Nachweisgrenze (bis zu 14.61 pg/ml)
lieBen keinen eindeutigen Effekt von SRL auf die IL-4 Konzentration erkennen.
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Abb.5: Suppression der Konzentration von IL-2 Protein durch 10 ng/ml SRL
gegenuber SRL-freier Kontrolle nach 24 Stunden Inkubation. Mittelwert =*
Standardabweichung, n = 11, **: p < 0.005
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In T-Zell-spezifisch stimulierten Ansatzen ist nach 24 Stunden Inkubation unter
SRL die IL-6 Konzentration geringer als in den Kontrollansatzen (p=0.05). Bei
Stimulation mit LPS treten nach 4 Stunden Inkubation unter SRL signifikant
geringere IL-6 Konzentrationen auf als in den Kontrollansatzen (p<0.05). Nach 24
Stunden Inkubation mit LPS wiesen drei von elf Ansatzen unter SRL héhere und

zwei Ansatze gleich hohe IL-6 Konzentrationen wie im Kontrollansatz auf.
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Abb.6: Effekt von 10 ng/ml SRL auf die Konzentration von IL-6 Protein nach
Stimulation mit anti-CD3/anti-CD28 Antikorpern Gber 24 Stunden, mit LPS Uber
4 und Uber 24 Stunden. Mittelwert + Standardabweichung, n = 11,

+:p =0,05, *: p<0.05.
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4.1.3 Effekt von SRL auf die Lymphozytenproliferation

Da IL-2 und IL-4 wichtige Wachstums- und Proliferationsstimuli fur T-Zellen sind,
sollte eine Suppression der Produktion dieser Zytokine durch SRL zu einem
verminderten Wachstum und einer geringeren Proliferation der T-Zellen fuhren.
Dies wurde an 72 Stunden lang inkubierten Ansatzen mittels UVID Uberprift.
Tatsachlich war in den Ansatzen mit SRL der Anteil proliferierender CD4-positiver
aber auch CD4-negativer T-Zellen signifikant geringer als in den Kontrollansatzen
(Abb. 7).
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Abb.7: Suppression der Proliferation CD4-positiver und CDA4-negativer
T-Zellen unter 10 ng/ml  SRL gegentber SRL-freier  Kontrolle.
Mittelwert £ Standardabweichung, n = 11, **: p < 0.005
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4.2  Kinetik und Dosisabhangigkeit der SRL-Wirkumg

Der Effekt verschiedener Konzentrationen von SRL auf die Lymphozytenfunktion
wurde untersucht, indem Vollblutansatze von funf Probanden mit 10 ng/ml und
20 ng/ml SRL, sowie ohne SRL inkubiert wurden. Die Inkubation erfolgte uber 4, 8
und 24 Stunden, so dass der Einfluss der verschiedenen Konzentrationen auf den
zeitlichen Verlauf der Zytokinexpression und -produktion bestimmt werden konnte.
Die Zytokin-mRNA von IL-2 und IL-4 wurde fur alle Ansatze bestimmt und in den
Uberstanden der 8 und der 24 Stunden lang inkubierten Anséatze wurde zusétzlich
die Konzentration von IL-2 und IL-4 gemessen. Von drei der funf Probanden
konnten auch Ansatze mit 50 ng/ml SRL parallel zu den Ubrigen Ansatzen
untersucht werden. Alle Ansatze dieser drei Probanden wurden auch auf die IL-6
MRNA-Expression und die Konzentration von IL-6 untersucht.

4.2.1 Effekt von SRL auf die Kinetik der Zytokin-mRNA-Expression

In den Kontrollansatzen nahm die Menge an IL-2 mRNA innerhalb von 24 Stunden
nach Stimulation kontinuierlich zu (Abb.8). Dagegen stieg die Menge IL-2 mRNA
in der Mehrzahl der Ansatze mit 10 ng/ml und 20 ng/ml SRL nur innerhalb der
ersten 8 Stunden und blieb danach bis 24 Stunden nach Stimulation konstant
(Abb.9). Unter 50 ng/ml nahm die IL-2 mRNA-Menge zwar kontinuierlich Uber 24
Stunden zu, jedoch in deutlich geringerem Mal3e als unter 0, 10 und 20 ng/ml.

Die IL-4 mRNA-Kopienzahlen in den Kontrollansatzen nahm innerhalb der ersten
8 Stunden Inkubation deutlich zu und blieb bis nach 24 Stunden konstant. Diese
Kinetik wurde durch SRL nicht beeinflusst.

Die IL-6 mRNA-Expression erreichte in den Kontrollansatzen ein Maximum bei
8 Stunden nach Stimulation, nach 24 Stunden war sie deutlich geringer als nach
4 Stunden. Unter 50 ng/ml SRL wurde bei zwei Probanden ein gegenuber der
Kontrolle sehr niedriges Maximum nach 4 Stunden gemessen. Bei einem dieser
Probanden lag im Gegensatz zu den anderen die IL-6 mMRNA-Kopienzahl unter

20 und 50 ng/ml nach 24 Stunden Uber der Kontrolle.
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Abb.8: Kinetik der Zytokin-mRNA-Expression ohne SRL. Anzahl mRNA-Kopien
von IL-2 (n=5), IL-4 (n=5) und IL-6 (n=3) bezogen auf 1 Million 3-Aktin MRNA-
Kopien nach 4, 8 und 24 Stunden Inkubation.
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4.2.2 Dosisabhéangigkeit der SRL-Wirkung

In zwei der drei Ansatze war nach 8 Stunden Inkubation die IL-2 und IL-4 mRNA-
Expression unter 50 ng/ml SRL deutlich starker gehemmt als unter 10 ng/ml, die
IL-6 mRNA-Expression war bei allen drei Ansatzen unter 50 ng/ml niedriger als
unter 10 ng/ml (Abb. 9, 10). Bei der statistischen Auswertung erwies sich jedoch,
eventuell aufgrund der sehr kleinen Probandenzahl, die Korrelation zwischen SRL-

Konzentration und Zytokin-mRNA-Kopienzahlen als nicht signifikant.
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Abb. 9: Dosisunabhangige Suppression der IL-2 mRNA und IL-4 mRNA
Expression durch 10-50 ng/ml SRL nach 4, 8 und 24 Stunden Inkubation.
Mittelwert £ Standardabweichung, n=5
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Abb.10: Suppression der IL-6 mMRNA-Expression durch 10 ng/ml, 20 ng/ml und 50
ng/ml SRL nach Stimulation mit anti-CD3/anti-CD28 Antikérpern und 4, 8 und 24
Stunden Inkubation. Mittelwert + Standardabweichung, n=3

Auch die Konzentrationen des sezernierten IL-2 und IL-6 waren nach 24 Stunden
Inkubation in Ansatzen mit SRL-Konzentrationen von 10-50 ng/ml nahezu gleich
und gegenuber den Kontrollansatzen nicht signifikant vermindert. Dagegen wurde
nach 8 Stunden Inkubation in den Ansatzen mit 50 ng/ml SRL niedrigere
Zytokinkonzentrationen als in denen mit 10 ng/ml SRL gemessen. Die
Verminderung der Zytokinkonzentrationen in den Ansatzen mit 50 ng/ml SRL

gegenuber den Kontrollansatzen war nach 8 Stunden signifikant (p< 0.05).
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4.3  Wirkung der Kombination von CsA und SRL bzw. SRL-Monotherapie
auf die Lymphozytenfunktion ex vivo

Von vier nierentransplantierten Patienten wurden vor, wahrend und nach der
Umstellung von CsA- auf SRL-basierte immunsuppressive Therapie Blutproben
untersucht. Blutproben einer nierentransplantierten Patientin mit CsA-basierter
Therapie wurden ebenfalls zur Bestimmung der Lymphozytenfunktion unter CsA
ex vivo und unter Zusatz von SRL in vitro eingesetzt. Da diese Patientin nicht auf
SRL-basierte Therapie umgestellt wurde, liegen keine Daten Uber den Effekt von
SRL ex vivo vor. Nahere Angaben zu allen Patienten enthalt Tabelle 1.

Alter Zeit seit Hamodialyse Verlauf nach
Transplantation |vor Transplantation |Umstellung

Patient 1 64 Jahre |11 Jahre 7 Jahre Nach 1 Monat refraktare
Anamie,

CK-Anstieg, Odeme:
Umstellung auf CsA,
darunter nach 1,5
Jahren chronisches
Tranplantatversagen,

Hamodialyse
Patient 2 34 Jahre |2 Jahre k.A. Unter SRL stabil
Patient 3 61 Jahre |5 Jahre 5 Jahre Unter SRL stabil, nach 1

Jahr Blasen- und
Mamma-Carcinom

Patient 4 66 Jahre |8 Jahre 4 Jahre Innerhalb 2 Monaten
Umstellung auf FK-506
und Transplantat-
versagen, Hamodialyse

Patientin 5 |65 Jahre |6 Jahre 2,5 Jahre (stabil unter CsA,
Endometriumcarcinom)

Tab. 1: Charakteristika der untersuchten Patienten

Die Talspiegelkonzentrationen von CsA lagen vor der Umstellung im Bereich von
100-120 ng/ml und wahrend der Umstellung bei 50-80 ng/ml. Fur SRL wurden mit
einer Ausnahme (33.9 ng/ml wahrend der Umstellung bei Patient 1) wahrend und

nach der Umstellung Talspiegelkonzentrationen von 8-12 ng/ml bestimmt.
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Fur die Versuche wurde Vollblut zum Zeitpunkt der Talspiegelkonzentration
abgenommen und nach Stimulation mit anti-CD3/anti-CD28 Antikorpern inkubiert.
Nach 4 und 24 Stunden Inkubation wurde die IL-2 und IL-4 mRNA-Expression
untersucht, nach 24 Stunden auch die Konzentration von IL-2 und IL-4. Aul3erdem
wurde nach 72 Stunden Inkubation die Proliferation der CD4-positiven und CD4-

negativen T-Zellen gemessen.

4.3.1 Beeinflussung der mRNA-Expression und Sekretion von IL-2

Die absoluten mRNA-Kopienzahlen variierten unter CsA-basierter Therapie
interindividuell stark (nach 4 Stunden von 7.300 bis 162.848, nach 24 Stunden von
55.147 bis 277.445 IL-2 mRNA-Kopien pro 1 Mio. 3-Aktin-Kopien, Abb. 11). Unter
SRL-Zusatz in vitro war nach 4 Stunden bei den Patienten Nr. 2 und Nr. 4 die IL-2
MRNA-Kopienzahl auf 20 % bzw. 50 % vermindert. In den Ansatzen der Patienten
Nr. 1, 3 und 5 konnte nach 4 Stunden hingegen keine wesentliche Anderung der
IL-2 mRNA-Expression festgestellt werden. Nach 24 Stunden Inkubation wurden
bei allen Patienten unter SRL-Zusatz in vitro deutlich weniger IL-2 mRNA-Kopien
als unter CsA-Monotherapie gemessen. Auch die Konzentration von IL-2 Protein
war nach 24 Stunden bei allen Patienten unter SRL-Zusatz vermindert
(412.94 £ 304.97 pg/ml in Ansatzen mit SRL versus 715.48 + 317.25 pg/ml in
Ansatzen ohne SRL).

Unter Kombinationstherapie von CsA und SRL wurden ex vivo nach 4 Stunden
Inkubation bei allen Patienten aul3er bei Patient Nr. 3 weniger IL-2 mRNA-Kopien
als unter CsA-Monotherapie gemessen. Nach 24 Stunden war die IL-2 mRNA-
Kopienmenge bei allen Patienten verringert, bei Patient Nr. 2 jedoch erst nach
einem Monat. Patient Nr. 1 hatte unter Kombinationstherapie zunachst eine
Talspiegelkonzentration von 33.9 ng/ml SRL. Im Blut, das zwei Stunden nach
SRL-Einnahme abgenommen wurde, waren nach 4 und 24 Stunden Inkubation
keine IL-2 mRNA-Kopien nachweisbar. Die Konzentration von IL-2 war nach
24 Stunden gegenuber dem Ansatz mit SRL in vitro stark vermindert (109.5 versus
207 pg/ml). Zwei Tage nach Dosiskorrektur wurde vor SRL-Einnahme Blut
abgenommen und untersucht. Die mRNA-Kopienzahlen waren noch deutlich

geringer und die IL-2 Konzentration so hoch wie bei SRL-Zusatz in vitro.

39



Nach der Umstellung, d.h. unter SRL-Monotherapie, war die Menge von IL-2
mRNA-Kopien nach 4 Stunden bei allen Patienten aul3er bei Patient Nr. 2 so grol3
wie unter CsA-SRL-Kombination in vitro. Bei den Patienten Nr. 1 und Nr. 3 lagen
also ahnlich hohe Kopienzahlen wie unter CsA-Monotherapie vor, bei den
Patienten

Nr. 2 und Nr. 4 waren sie auf 1.35 % bzw. 16.6 % vermindert. Nach 24 Stunden
wiesen alle Patienten eine deutlich geringere IL-2 mRNA-Expression

(Verringerung auf 5-25 %) und IL-2 Konzentration als unter CsA-Monotherapie

auf.
2000004 IL-2 mMRNA, 4h Inkubation 5 IL-2 mMRNA, 24h Inkubation

% A A O Patient1

A .
i A Patient 2
£
£ 2000004
XX
< 1000004
2
9 A u]
2 100000+ R
N A
A o o O o

ﬁ A
0 T T i ? 'Ar 0 T T i T I
50000+ 250000+ _

o V Patient 3
< .
Z 400004 ° 2000004 o & Patient4
[ 0 Patientin 5
c
£ 300001 1500004
&
o 200004
8 v 1000004 o
Ay v *
§ 10000 | v v s0000d ¥

R
O e CoATSRL © A:'-SRL S;L 0 T S
y SATSRL LA : CsA  CsA+SRL CsA+SRL  SRL
ex vivo in vitro ex vivo ex vivo ex ViVO in vitro ex ViVO ex VIVO

Abb.11: IL-2 mRNA-Expression vor (CsA-Monotherapie ex vivo, CSA+SRL in
vitro), wahrend (CsA+SRL ex vivo) und nach (SRL-Monotherapie ex vivo)
Umstellung von CsA- auf SRL-basierte Therapie bei funf Patienten.
4 Stunden (links), 24 Stunden (rechts) Inkubation, Stimulation mit anti-CD3/anti-
CD28-Antikdrpern, IL-2 mRNA-Kopien pro 1 Million Kopien 3-Aktin mRNA.
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4.3.2 Beeinflussung der mRNA-Expression und Sekretion von IL-4

Unter CsA-Monotherapie variierten die absoluten Kopienzahlen nach 4 Stunden
von 3.988 bis 20.044 IL-4 mRNA-Kopien pro 1 Mio. Kopien R-Aktin, nach
24 Stunden von 11.418 bis 57.108 Kopien pro 1 Mio. Kopien 3-Aktin (Abb. 12).

SRL-Zusatz in vitro bewirkte in den Ansatzen aller Patienten nach 4 und 24
Stunden Inkubation eine Verringerung der IL-4 mRNA-Kopien auf 25-57 %. Unter
der Kombinationstherapie von CsA mit SRL wiesen die Ansatze aller Patienten
ebenfalls sowohl nach 4 Stunden als auch nach 24 Stunden geringere Mengen an
IL-4 mRNA auf als unter CsA-Monotherapie. Bei Patient Nr. 2 war, analog zur IL-2
MRNA-Expression, ein deutlicher Ruckgang der IL-4 mRNA-Expression erst im
Verlauf eines Monats unter Kombinationstherapie festzustellen. Nach der
Umstellung war unter SRL-Monotherapie die Menge von IL-4 mRNA-Kopien nach
4 Stunden Inkubation gegenuber der unter CsA-basierter Therapie auf 15-78 %,
nach 24 Stunden auf 11-23 % vermindert.
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Abb. 12: IL-4 mRNA-Expression nach 4h (links) und 24h (rechts) Inkubation unter

CsA-Monotherapie ex vivo und mit SRL-Zusatz in vitro, unter Kombination von

CsA und SRL ex vivo und unter SRL-Monotherapie ex vivo bei funf Patienten.
IL-4 mRNA-Kopien pro 1 Million Kopien 3-Aktin mRNA
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4.3.3 Beeinflussung der T-Zell-Proliferation

Der Anteil proliferierender CD4-positiver T-Zellen war unter SRL-Zusatz in vitro

gegenuber CsA-Monotherapie vermindert (28.76 + 8.47 % versus 50.76 £ 5.86 %,
Abb. 13).

Unter der Kombination von CsA und SRL ex vivo war die Proliferation der T-Zellen
ebenfalls geringer als unter CsA-Monotherapie. Verglichen mit den Ansatzen mit
SRL-Zusatz in vitro war die Hemmung der Proliferation CD4-positiver T-Zellen
unter der Kombination von CsA und SRL ex vivo bei den Patienten Nr. 1, 2 und 3

weniger stark.

Unter SRL-Monotherapie war der proliferierende Anteil der CD4-positiven T-Zellen
bei Patient Nr. 2 hoher als unter CsA-Monotherapie, bei den anderen Patienten
geringer. Der proliferierende Anteil der CD4-negativen T-Zellen war bei allen

Patienten verglichen mit CsA-Monotherapie stark vermindert,

Gegenuber der Kombinationstherapie von CsA und SRL nahm unter SRL-
Monotherapie die Proliferation CD4-positiver T-Zellen bei den Patienten Nr. 3 und

Nr. 4 ab, bei den Patienten Nr. 1 und Nr. 2 zu.

70« Proliferation CD4-positiver T-Zellen 50+ Proliferation CD4-negativer T-Zellen

2 60 v 3 v O Patient 1
£ A g A Patient 2
p v o 40+
‘g 504 g v ) 8 V Patient 3
'S 40- . ¢ o E 30 R * Patient 4
E). 304 Y a % o A O Patientin 5
0 N o
g 20 9 > 20
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g 104 E' 10+ ¢
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CsA CsA+SRL CsA+SRL  SRL ° 0 T T ‘. T

ex vivo in vitro exvivo  exvivo CsA CsA+SRL CsA+SRL SRL

ex vivo in vitro ex vivo ex vivo

Abb. 13: Proliferation der CD4-positiven und CD4-negativen T-Zellen unter CsA-
Monotherapie (CsA ex vivo), unter Kombination von CsA und SRL in vitro und ex
vivo und unter SRL-Monotherapie (SRL ex vivo) bei finf Patienten. Anteil der
proliferierenden an allen CD4-positiven bzw. CD4-negativen Zellen. Stimulation
mit anti-CD3/anti-CD28-Antikérpern, Inkubation fur 72 Stunden.
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5. Diskussion

SRL ist ein makrozyklisches Lakton, das seit wenigen Jahren zur
immunsuppressiven Therapie nach allogener Nierentransplantation zugelassen
ist. Es bindet wie FK-506 an FKBP12, hemmt aber nicht Calcineurin sondern
mTOR. Diese Proteinkinase beeinflusst unter anderem die Zytokinproduktion und
Proliferation von Lymphozyten malgeblich. T-Lymphozyten erkennen
korperfremde Zellen durch das CD3-Oberflachenmolekul und leiten die allogene
TransplantatabstoBung ein. Zusatzliche Zell-Zell-Kontakte, z.B. zwischen dem
CD28 und dem B7-Molekul der B-Lymphozyten, fihren zu einer Verstarkung der
T-Lymphozyten-Aktivierung, die in einer deutlichen Zunahme der Produktion
inflammatorischer Zytokine, insbesondere IL-2, resultiert. IL-2 wirkt nicht nur
proliferationssteigernd auf die T-Lymphozyten sondern auch aktivierend auf
Makrophagen. Auch IL-4 wird vermehrt produziert und bewirkt die Synthese von
alloreaktiven Antikérpern durch B-Lymphozyten. Durch Antikérper markierte
Fremdzellen werden von Makrophagen zerstort, die aul3erdem inflammatorische
Zytokine, u.a. IL-6, freisetzen. Bei akuter TransplantatabstolRung lassen sich eine
Infiltration des Transplantats durch T-Lymphozyten und erhéhte Konzentrationen
von IL-2 mRNA im Transplantat nachweisen {56, 57}. T-Lymphozyten wird
deshalb eine zentrale Rolle bei der akuten AbstoBung zugeschrieben. Bei
chronischer Transplantatabstollung finden sich Hinweise auf eine erhohte

Makrophagenaktivitat.

Eine immunsuppressive Wirkung von SRL wurde erstmals 1977 durch Martel
beschrieben {58}. Er stellte fest, dass SRL die Entstehung zweier experimentell
induzierter Autoimmunkrankheiten bei Ratten verhinderte. Obwohl SRL erfolgreich
in  Tiermodellen der Allotransplantation eingesetzt wurde, blieb eine
Charakterisierung seiner Effekte auf das Immunsystem zunachst aus. Erst mit der
Untersuchung von FK-506 kam der Substanz wieder Aufmerksamkeit zu. Dumont
stellte fest, dass SRL im Gegensatz zu CsA und FK-506 kaum Einfluss auf die
IL-2 mRNA-Expression muriner T-Zellen hatte, jedoch die IL-2 und IL-4 abhangige
Proliferation stark hemmte {59}. Henderson und Tocci bestatigten diese
Ergebnisse fur menschliche T-Zellen {60, 61}. In Untersuchungen von Khanna
wurde die IL-2 mRNA Expression in menschlichen PBMC-Kulturen jedoch schon
durch 1 ng/ml SRL nach 4 Stunden Inkubation gehemmt {62}.
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Diese Konzentration liegt deutlich unter den in klinischen Studien wirksamen
Talspiegelkonzentrationen. Ein Grund fur die erhdhte Wirksamkeit von SRL in
PBMC-Kulturen kénnte darin liegen, dass in diesen Kulturen keine Erythrozyten
vorhanden sind. SRL wird in sehr hohem Anteil an Erythrozyten gebunden {32}.
Der gebundene Anteil kann in vivo wahrscheinlich nicht immunsupprimierend
wirken und die klinische Wirksamkeit setzt erst bei hoheren SRL-Konzentrationen

ein als in Erythrozyten-freien Kulturen.

Eine Moglichkeit in vivo-nahere Kulturbedingungen zu schaffen, bietet die
Untersuchung von Vollblutkulturen. Im Gegensatz zu PBMC-Kulturen werden nicht
selektiv bestimmte Blutzellen sondern Vollblut eingesetzt. Vollblutkulturen
beinhalten also alle im peripheren Blut befindlichen Komponenten des
Immunsystems. Wechselwirkungen zwischen Blutkomponenten, z.B. Erythrozyten
oder Plasmaeiweilden, und Pharmaka konnen die Ergebnisse ahnlich wie in vivo
beeinflussen. Im Gegensatz zu PBMC-Kulturen findet aullerdem keine
unspezifische Aktivierung der Zellen durch Separierungsschritte statt {52, 63}. In
ex vivo-Versuchen liegt zudem wahrend der ganzen Kulturzeit das Pharmakon in
der Konzentration und dem Aktivitatsgrad vor wie in vivo — abgesehen von der
Tatsache, dass keine renale oder biliare Elimination erfolgt. Die Halbwertszeit von
SRL (46-78 Stunden, {31}) ist jedoch verglichen mit der Kulturdauer (4-24 Stunden
fur RT-PCR und ELISA) lang, so dass solche Eliminationsprozesse von
untergeordneter Bedeutung seien durften. Ein Defizit der Vollblutkulturen
gegenuber dem Zustand in vivo ist der fehlende Kontakt mit
Transplantatantigenen. Der vor Blutabnahme und Kulturbeginn bestehende
Kontakt des zirkulierenden Blutes mit diesen Antigenen reicht zur Aktivierung der
Zellen nicht aus. Verschiedene Stimulantien werden zur T-Zell-Aktivierung
eingesetzt. Van der Pouw-Kraan zeigte, dass die IL-4 Produktion bei Zugabe von
Phorbolester (PMA), einem starken Induktor der IL-2 Produktion, stark vermindert
ist {64}. Die Wahl des Stimulans beeinflusst also die Zytokinproduktion erheblich
und die Anwendung unterschiedlicher Stimulantien kann zu kontraren Ergebnissen
fuhren. In dieser Arbeit wurden Antikorper gegen CD3 und CD28 als Stimulantien
gewahlt, da sie uber dieselben Signalwege wie Alloantigene die T-Zellen
aktivieren. Die Blockade der Kostimulation Uber CD28 hemmte experimentell die

chronische Transplantatabsto3ung {7}. CD3-blockierende Antikorper werden zur
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Therapie der akuten Transplantatabstof3ung eingesetzt. Diese beiden Signalwege

sind also wesentlich an der Einleitung von AbstoRungsprozessen beteiligt.

Der Groldteil der Patienten ist wunter den empfohlenen  SRL-
Talspiegelkonzentrationen von 12-20 ng/ml bei Monotherapie klinisch ausreichend
immunsupprimiert. Bei einigen Patienten kommt es jedoch unter derselben
Therapie zu Episoden akuter Transplantatabstof3ung. In den experimentellen
Studien zur Wirkung von SRL auf das Immunsystem wurde bisher auf diesen
klinischen Hinweis einer moglicherweise bestehenden interindividuell variierenden
Empfindlichkeit gegenuber SRL nicht eingegangen. In dieser Arbeit wurden die
Proben individuell getrennt untersucht, so dass die Ergebnisse auch auf

interindividuelle Unterschiede gepruft werden konnten.

Zunachst wurde der Effekt von SRL auf Vollblut gesunder Probanden in vitro
untersucht. In diesen Versuchen sollte geklart werden, ob sich die eingesetzten
Methoden zum Nachweis der immunsuppressiven Wirkung von SRL eignen und
ob interindividuelle Unterschiede bezuglich Art und Ausmal der Wirkung
vorliegen. Aullerdem wurde die Dosisabhangigkeit der Effekte im Bereich der
therapeutischen Talspiegelkonzentrationen untersucht, da Absto3ungsepisoden
und Nebenwirkungen besonders an der Unter- bzw. Obergrenze dieses engen
Konzentrationsbereichs auftreten {1, 43, 65}. Kinetiken wurden erstellt, um eine
zeitliche Veranderung der Leukozytenfunktion durch SRL feststellen und um den
Zeitpunkt seines maximalen Effekts bestimmen zu kdnnen. Im Anschluss an die in
vitro-Versuche bestand die Moglichkeit Blutproben von Patienten wahrend der
Umstellung der immunsuppressiven Therapie von CsA auf SRL ex vivo zu
untersuchen. Hierflr wurden dieselben Methoden und Versuchsbedingungen wie
in den in vitro-Versuchen eingesetzt, so dass nicht nur die Wirkung der
Therapieumstellung auf die Lymphozytenfunktion bestimmt, sondern auch die
Ergebnisse der ex vivo- den in vitro-Versuchen gegenubergestellt werden

konnten.

Aufgrund der komplexen Effekte und Wechselwirkungen im Immunsystem lasst
sich der Einfluss, den ein Immunsuppressivum wie SRL ausubt, nicht anhand
eines einzigen Parameters vollstandig abbilden. Abhangig von den Teilfunktionen

des Immunsystems, die untersucht werden sollen, mussen unterschiedliche
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Methoden eingesetzt werden. In dieser Arbeit wurde die Lymphozytenfunktion mit
RT-PCR, ELISA und UVID untersucht.

Die Echtzeit-RT-PCR ist eine neue Methode zur quantitativen Analyse der mRNA-
Kopienzahl. Sie kann spezifisch Anderungen der Transkription ausgewéahlter Gene
reflektieren und dadurch Effekte von SRL auf frihe Stadien der Zellaktivierung
nachweisen. Sie lasst jedoch keine Differenzierung zwischen einer Anderung der
Transkription und einer Anderung der posttranskriptionellen Prozessierung der
MRNA als Ursache veranderter Kopienzahlen zu {66, 67}. Eine Verminderung der
Kopienzahlen durch SRL konnte also nicht nur auf einer Hemmung der
Transkription von Zytokingenen beruhen, sondern auch durch eine geringere

Stabilitat der mRNA-Transkripte verursacht sein {68}.

Neben der Echtzeit-RT-PCR werden auch das so genannte Primer-dropping-
Verfahren und die kompetitive RT-PCR zur quantitativen Analyse eingesetzt. Das
Primer-dropping-Verfahren ermoglicht die gleichzeitige Bestimmung verschiedener
Transkripte, indem die Primer dieser Transkripte nacheinander zur laufenden PCR
zugegeben werden. Dadurch befinden sich alle Transkripte gleichzeitig in der
Phase des exponentiellen Anstiegs und ihre Mengen kdnnen zu diesem Zeitpunkt
bestimmt werden. Auch bei der kompetitiven RT-PCR wird nur einmalig die
Transkriptmenge bestimmt. Die zu bestimmende RNA wird mit synthetischer RNA
bekannter Konzentration kompetitiv vervielfaltigt. In dieser Arbeit wurde das
Echtzeitverfahren eingesetzt, da es weniger storanfallig als das Primer-dropping-
Verfahren ist und besser reproduzierbare Ergebnisse mit héherer Spezifitat bei
geringerem Aufwand liefert als die kompetitive RT-PCR {69}. Da diese Methode
sehr sensitiv ist, kbnnen Stérungen bei der Probenvorbereitung, insbesondere bei
der mRNA-Isolierung, z.B. die ungenigende Losung der mRNA, die Ergebnisse
stark verfalschen. Deshalb wurde je Doppelansatz viermal die mRNA-Kopienzahl
bestimmt. Die Quantifizierung erfolgte auf der Basis von Standardkurven, die mit
den eingesetzten Primern erstellt wurden. Die Kopienzahlen wurden auf das
konstitutiv exprimierte 3-Aktin normalisiert, um eine Beeinflussung der Ergebnisse
durch  unterschiedlich effiziente Reverse Transkription auszugleichen.
Insbesondere sehr hohe und sehr niedrige Kopienzahlen sind eventuell weniger
exakt, als die errechnete absolute Zahl dies vermittelt, da sie Ct-Werten in den

Randbereichen der logarithmischen Standardkurve zugeordnet sind. Aufgrund des
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logarithmischen Zusammenhangs von Ct-Werten und berechneten Kopienzahlen
besitzen die absoluten Kopienzahlen eine relativ grol3e Fehlerbreite (Variiert der
Ct-Wert um 0.1 so ergibt sich eine Anderung der Kopienzahl um ca. 5 %, das sind
bei 100000 Kopien 5000. Die in dieser Arbeit bestimmten Ct-Werte zeigten flr
jeweils dieselbe Probe in der Regel Differenzen von 0 bis 0.5. Bis zu einer
Differenz der Ct-Werte von 1.5 wurden Mittelwerte gebildet und ausgewertet.). Es
wurden deshalb im Ergebnisteil neben den absoluten Kopienzahlen auch die

Relationen der Kopienzahlen dargestellt.

Die Anderung der Transkriptionsrate bestimmter Zytokine stellt einen bedeutenden
Schritt in der Zellaktivierung dar, der jedoch durch nachfolgende Mechanismen
kompensiert oder verstarkt werden kann. Wang und Rosenthal zeigten z.B. eine
posttranskriptionelle bzw. posttranslationale Beeinflussung der IL-4 Produktion
und IL-1 Funktion durch Pentamidin bzw. vasoaktives intestinales Polypeptid (VIP)
{70, 71}.

Mit den ELISA sollte geprift werden, ob die unter SRL aufgetretene Hemmung der
mRNA-Transkription auch zu einer Anderung der Zytokinsekretion fiihrt. Eine
veranderte Zytokinsekretion kann auf einer veranderten Produktion, aber auch auf
einer Anderung der Freisetzung der Zytokine beruhen. Dies I4sst sich mit den
ELISA nicht differenzieren. Die ELISA geben aullerdem keine Auskunft Uber die
Wirkung veranderter Zytokinkonzentrationen auf die Lymphozytenfunktion und
-proliferation, Uber die Relevanz insgesamt erhohter Konzentrationen bestimmter
Zytokine und uber Interferenzen der Wirkung mit anderen Zytokinen. Deshalb
wurde mit UVID zumindest die autokrine Wirkung des IL-2 und IL-4, namlich die

Proliferation der T-Zellen untersucht.

In den in vitro-Versuchsreihen lasst sich ein immunsuppressiver Effekt von SRL
mit den eingesetzten Methoden nachweisen. SRL hemmt die T-Zell-abhangige
Transkription von IL-2 und IL-4, sowie die LPS-induzierte Transkription von IL-6.
Auch die Sekretion von IL-2 und IL-6 ist, eventuell infolge der verminderten
Transkription, unter SRL signifikant vermindert. Die Suppression der IL-2-
Sekretion tragt moglicherweise dazu bei, dass die Proliferation der T-Lymphozyten
unter SRL signifikant gehemmt wird. Die Zytokinsekretion und die
Lymphozytenproliferation kdnnten zusatzlich Uber andere Mechanismen durch

SRL supprimiert werden.
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Die in vitro-Versuche, insbesondere die Kinetiken zeigen, dass zur Beurteilung der
Effekte von SRL auf die Zytokinexpression mehrere Messzeitpunkte notig sind.
Zum einen hangt das Ausmal} der Suppression von der Transkriptionsaktivitat ab,
deren Kinetik zytokinspezifische Unterschiede aufweist. Die Transkription von IL-2
und IL-4 ist bei den Probanden zwischen 8 und 24 Stunden Inkubation am
starksten. Das Maximum der IL-6 mRNA-Expression wird nach 8 Stunden
Inkubation erreicht. Zum Zeitpunkt starker Transkription ist die Suppression durch
SRL besonders ausgepragt. Fir IL-2 und IL-4 scheint daher die Bestimmung nach
8 bis 24 Stunden, fur IL-6 nach 8 Stunden Inkubation geeignet. Neben der Kinetik
der normalen Zytokinexpression muss jedoch auch der Zeitraum der SRL-Wirkung
und eine Beeinflussung der Kinetik durch SRL bei der Auswahl der
Messzeitpunkte berlcksichtigt werden. Vor bzw. nach Erreichen des
Expressionsmaximums wird die IL-2 und IL-6 mRNA-Expression nicht bei allen
Probanden in gleichem Ausmal’ supprimiert. Beginn und Dauer der Suppression
durch SRL weisen also interindividuelle Unterschiede auf. SRL beeinflusst die
Kinetik der IL-2 und IL-6 mRNA-Expression. In niedriger Konzentration hemmt es
die Zunahme der IL-2 mRNA-Transkription im Zeitraum 8 bis 24 Stunden und
unter 50 ng/ml verzogert sich die Zunahme der Expression im gesamten
Inkubationszeitraum. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass auch FK-506 zu
einer Verzdgerung der Expressionskinetik von IL-2 mRNA fuhrt {19}. Die IL-6
MRNA-Expression war bei einem Probanden unter hdheren SRL-Konzentrationen
im gesamten Inkubationszeitraum verzogert. Zwei Probanden wiesen unter SRL
einen beschleunigten Abfall der IL-6 mMRNA-Expression nach dem
Expressionsmaximum auf. Die Expression wurde bei zwei Probanden
dosisabhangig so stark gehemmt, dass sie unter 50 ng/ml bereits im Zeitraum
4-8 Stunden abnahm. Eine Messung zu einem einzigen Zeitpunkt wird also den
individuell unterschiedlichen Expressionsverlaufen und der unterschiedlichen

Sensibilitat gegenlber SRL nicht gerecht.

Unter 10 bis 50 ng/ml SRL wird die mRNA-Expression und Zytokinsekretion bei
allen Probanden supprimiert. Die Expression und Zytokinsekretion wird bei keinem
Probanden vollstandig gehemmt und das Ausmal® der Suppression variiert
interindividuell. Eine statistisch signifikante Dosisabhangigkeit Iasst sich in diesem
Konzentrationsbereich nicht feststellen. Allerdings ist die Suppression nach

8 Stunden unter 50 ng/ml SRL geringflgig ausgepragter als unter 10 ng/ml.
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Die mangelnde Signifikanz konnte auf der kleinen Probandenzahl beruhen. In der
Literatur wurde eine Dosisabhangigkeit insbesondere der IL-2 Produktion bei
Vergleich der Konzentrationen 0.1, 1, 10 und 100 ng/ml beschrieben {60}. Barten
et al. stellten dagegen keine Steigerung der Wirkung auf die Proliferation im
Konzentrationsbereich 0.1, 25, 100 ng/ml fest {72}. Der Konzentrationsbereich von
10-50 ng/ml wurde ausgewahlt, da er den Bereich der therapeutisch angestrebten
Talspiegelkonzentrationen und den entsprechenden Maximalkonzentrationen
enthalt: Zimmerman ermittelte fur Talspiegelkonzentrationen von 5 ng/ml,
95 3 ng/ml und 12 ng/ml Maximalkonzentrationen von 10 ng/ml bzw.
21 8 ng/ml bzw. 30 7 ng/ml. Fir Talspiegelkonzentrationen von
27 12.9 ng/ml und 37.5 18.9 ng/ml fand Zimmerman Maximalkonzentrationen
von 110 89 ng/ml bzw. 93.6 32.7 ng/ml {31}. Bei Talspiegelkonzentrationen um
10 ng/ml liegen die zugehdrigen Maximalkonzentrationen demnach im Bereich von
10-50 ng/ml. Fehlt in diesem Bereich tatsachlich eine Dosisabhangigkeit, so sollte
die  Suppression bei regelmalliger Einnahme konstant sein. Bei
Talspiegelkonzentrationen oberhalb des empfohlenen Bereichs konnte jedoch
durch hohe Maximalkonzentrationen eine relevante Zunahme der Suppression
vorkommen. Inwiefern eine unter solchen Bedingungen eventuell auftretende
kurzfristig verstarkte Suppression klinisch relevant ist, sollte in klinischen Studien

untersucht werden.

Unter FK-506 konnte unsere Arbeitsgruppe nur bei drei der elf Probanden nach
24 Stunden eine Suppression der IL-2 mRNA-Expression nachweisen, bei den
anderen Probanden wurde die Expression zu anderen Zeitpunkten supprimiert.
Eine Dosisabhangigkeit der mRNA-Expression von IL-2, IL-4 und TNFa lag im
Bereich 0, 12.5, 25 und 100 ng/ml vor {19}. Auch unter CsA (1 ug/ml) war die IL-2
MRNA-Expression nach 24 Stunden nur bei einigen Probanden supprimiert, bei
den ubrigen Probanden trat eine Suppression zu anderen Zeitpunkten auf {20}.
CsA und FK-506 weisen somit ahnlich SRL interindividuelle Unterschiede
hinsichtlich der IL-2 mRNA-Expression auf. Die Konzentration des sezernierten
IL-2 und die Lymphozytenproliferation werden durch alle drei Immunsuppressiva

signifikant gehemmit.

Die absoluten mRNA-Kopienzahlen sind individuell sehr unterschiedlich, sowohl in
den Kontrollen als auch unter SRL. Die Sekretion von IL-2 und IL-6 weisen
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dagegen individuell nur geringfugige Unterschiede auf. Ursachlich fur diese
Diskrepanz  konnten interindividuelle  Unterschiede in der Steuerung
posttranskriptioneller oder posttranslationaler Prozesse sein. Theoretisch flhrt
eine niedrige Translationsaktivitat bei starker Transkription zu &ahnlich hohen
Proteinkonzentrationen wie eine hohe Translationsaktivitat bei geringer
Transkription. Ebenso konnte eine unterschiedliche Regulation der
Zytokinfreisetzung die verschieden starke Zytokinproduktion kompensieren. Da
unter SRL die Konzentrationen von sezerniertem IL-2 und IL-6 signifikant
verringert waren, kdnnen diese Prozesse jedoch den supprimierenden Effekt von
SRL nicht ausgleichen. Moglicherweise unterliegen sie ebenfalls einer Hemmung
durch SRL. Die Unterschiede in der mRNA-Expression konnten unabhangig vom
Einfluss auf die Zytokinsekretion auch relevant flr andere intrazellulare Prozesse
sein oder gut mit anderen fur das Transplantatiberleben relevanten Mechanismen

korrelieren.

IL-4 wurde insgesamt in geringerem Ausmal exprimiert als IL-2 und IL-6. Die
Konzentration von sezerniertem IL-4 lag unterhalb der Nachweisgrenze des
ELISA. Deshalb kann keine Aussage zum Einfluss der interindividuellen
Unterschiede der IL-4 mRNA-Expression auf die Zytokinsekretion gemacht
werden. Die gegenuber IL-2 und IL-6 geringere Produktion und Sekretion von IL-4
ist eventuell durch eine geringere Aktivierung dieser Prozesse durch die gewahlte
Stimulation bedingt. Der Vergleich der absoluten Konzentrationen verschiedener
Zytokine lasst keine Schlusse auf die Bedeutung der einzelnen Zytokine zu, da sie
jeweils verschiedene Funktionen haben. Fur die Wirkung ist moglicherweise das
Ausmal® der Konzentrationsanderung eines Zytokins bedeutsamer als die

absolute Konzentration.
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In  ex vivo-Versuchen, in denen die IL-2 mRNA-Expression von
nierentransplantierten Patienten unter Therapie mit FK-506 bzw. CsA gemessen
wurde, stellte unsere Arbeitsgruppe fest, dass die Untersuchung eines Einzelwerts
der individuell stark unterschiedlichen Empfindlichkeit gegenuber
Calcineurininhibitoren nicht gerecht wird. Insbesondere nach 24 Stunden

Inkubation zeigten sich kontrare Effekte {19, 20}.

Ex vivo konnte in dieser Arbeit bei vier Patienten unter der Kombination von SRL
und CsA eine zusatzliche Suppression der Expression von IL-2 und IL-4 und der
IL-2 Sekretion gegenuber der CsA-Monotherapie festgestellt werden. Diese
zusatzliche Suppression trat bei einem der Patienten erst im Verlauf eines Monats
deutlich auf und fuhrte bei einem anderen Patienten mit sehr hoher SRL-
Konzentration im Blut kurzfristig zur volligen Blockierung der IL-2 mRNA-
Expression. Mit Ausnahme dieses Patienten unterschied sich die Suppression
unter CsA und SRL ex vivo von der unter SRL und CsA in vitro bei annahernd

gleichen SRL-Konzentrationen unwesentlich.

Auch fur die Kombination von SRL mit FK-506 wurden gegenuber der Therapie
mit FK-506 und Azathioprin oder Mycophenolatmofetil geringere Konzentrationen
von zirkulierendem IL-2 und IL-4 im Blut Nierentransplantierter beschrieben {73}.
Die zusatzliche Suppression durch SRL lasst sich wahrscheinlich dadurch
erklaren, dass SRL die Zytokinproduktion an anderer Stelle beeinflusst als die
Calcineurininhibitoren. In der Kombinationstherapie werden zusatzlich zur
Hemmung calciumabhangiger Signaltransduktionswege auch Effekte der nicht
durch Calcineurin regulierten Wege (z.B. B7/CD28) gehemmt. Unter SRL-basierter
Therapie wurde ex vivo eine starkere Suppression der IL-2 und IL-4 mRNA-
Expression und der IL-2 Sekretion als unter CsA-basierter Therapie
nachgewiesen. Moglicherweise sind die durch SRL gehemmten Effekte
calciumunabhangiger Signaltransduktion ungleich bedeutender fir die IL-2 und
IL-4 Produktion sowie fur die T-Zell-Proliferation. Eventuell erfolgt die Hemmung
durch SRL an einem Punkt, an dem gleichzeitig Effekte calciumabhangiger und
calciumunabhangiger Signaltransduktion unterbunden werden.
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Angesichts der starkeren Suppression der IL-2 und IL-4 Produktion und der
Lymphozytenproliferation unter SRL-Monotherapie gegenuber CsA-Monotherapie
konnte man zwar folgern, dass auch bei SRL-Talspiegelkonzentrationen unter
8 ng/ml noch eine ausreichende Immunsuppression resultierte. Moglicherweise
spielen jedoch fiur die immunsuppressive Wirksamkeit von SRL und CsA noch
andere als die untersuchten Parameter des Immunsystems eine wichtige Rolle.
Wenn diese durch CsA anders als durch SRL beeinflusst wirden, konnte zur
Erzielung des gleichen immunsuppressiven Gesamteffekts eventuell eine starkere
Suppression der IL-2 und IL-4 Produktion sowie der Lymphozytenproliferation

durch SRL als durch CsA ndétig sein.

Die Beobachtung, dass unter Therapie mit SRL im Vergleich zu CsA, FK-506 und
Mycophenolatmofetil haufiger bakterielle Wundinfektionen auftreten, weist auf
Unterschiede der Wirkung dieser Immunsuppressiva auf weitere Elemente des
Immunsystems hin. Joérgensen flhrte die erhdhte Infektionsneigung auf die
deutliche Suppression der Produktion des antiinflammatorischen IL-10 durch SRL
im Gegensatz zu CsA und FK-506 in LPS-stimulierten Vollblutkulturen zurlck. Die
Produktion des proinflammatorischen IL-6 wurde in den Kulturen weder durch SRL
noch durch CsA oder FK-506 beeinflusst {74}. Andere Studien bestatigen, dass
CsA und FK-506 keinen bzw. kaum einen Einfluss auf die LPS-stimulierte
Zytokinproduktion haben {75, 76, 77}. In Kulturen von Feinnadelbiopsien sieben
Tage nach Nierentransplantation wurden allerdings bei den mit SRL behandelten
Patienten geringere Konzentrationen von IL-6 als bei den mit Mycophenolatmofetil

behandelten Patienten nachgewiesen {78}.

In dieser Arbeit konnte eine signifikante Hemmung der IL-6 mRNA-Expression und
der IL-6 Sekretion in LPS-stimulierten Vollblutkulturen mit SRL beobachtet
werden. Da die eingesetzten Konzentrationen von SRL jeweils im therapeutischen
Bereich lagen, die Konzentration von LPS in den Ansatzen dieser Arbeit aber das
Zehnfache der von Jorgensen eingesetzten Konzentration betrug, wirkt SRL
eventuell erst bei entsprechend starker Aktivierung supprimierend auf die IL-6
Produktion. Moglicherweise fuhrt die Bindung von LPS an I0sliches CD14 bei
hohen LPS-Konzentrationen zur Verschiebung des Maximums der IL-6 Produktion
von Makrophagen, die CD14 zellgebunden als hochaffinen LPS-Rezeptor
besitzen, zu anderen Zellen, deren IL-6 Produktion durch den Komplex von LPS
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und I6slichem CD14 betrachtlich gesteigert, aber durch SRL auch stark gehemmt
wird. Die IL-6 Produktion nach T-Zell-spezifischer Stimulation war deutlich
geringer als nach LPS-Stimulation und lie® sich nicht bei allen Probanden durch

SRL supprimieren.

FiUr die Transplantationsmedizin ist eine Beeinflussung der IL-6 Produktion durch
Immunsuppressiva interessant, da viele Untersuchungen fur eine Beteiligung
dieses Zytokins an AbstoRungsprozessen sprechen: Bei akuten und insbesondere
bei chronischen AbstoRungsprozessen ist die IL-6 mMRNA-Expression im
Transplantat stark erhoht {81, 82}. IL-6 flUhrt zur Differenzierung und Reifung von
B-Zellen zu Antikérper-produzierenden Plasmazellen. Antikdrper gegen Fremd-
HLA sind wesentlich an der Entstehung chronischer Abstol3ungen beteiligt {4, 9}.
Aulerdem begunstigt IL-6 die Proliferation mesangialer Zellen der Niere, die zur

Pathogenese der chronischen AbstoRung beitragt {83}.

Einen klinischen Hinweis auf die Bedeutung von IL-6 im Kontext der
Transplantation gibt die Entdeckung, dass Polymorphismen im Bereich des IL-6
Promotors (Startbereich der Transkription) mit dem langfristigen Uberleben von
Nierenallotransplantaten assoziiert sind {79}.

Nutzen eines Monitorings der Zytokinexpression

Die Praxis der Dosierung von Immunsuppressiva anhand ihrer
Talspiegelkonzentrationen ist mit wenig Aufwand durchfuhrbar und erlaubt im
Gegensatz zu einer fixen Dosierung eine Anpassung der Therapie an individuell
unterschiedliche  pharmakokinetische Bedingungen. Jedoch geben die
Talspiegelkonzentrationen keine Information Uber die pharmakodynamische
Wirksamkeit der Immunsuppressiva, insbesondere auch keine Information Uber
das Zusammenwirken von Immunsuppressiva in Kombinationen. Neben den
Talspiegelkonzentrationen orientiert sich die Therapie daher wesentlich an
klinischen Parametern, die allerdings erst verspatet die Folgen einer meist langer
bestehenden Fehldosierung aufzeigen konnen. Aufgrund der Unzulanglichkeiten
der pharmakokinetischen und der klinischen Therapieluberwachung ware eine

wirkungsbezogene Therapiekontrolle, ein pharmakodynamisches Monitoring,
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hilfreich. Prinzipiell konnen zwei Arten des pharmakodynamischen Monitoring
unterschieden werden. Einerseits besteht die Moglichkeit, die Funktion des
Zielmolekulls zu prifen. Das Ausmal® der Dephosphorylierung phosphorylierter
Polypeptide durch Calcineurin wurde zur Messung der Wirkung von CsA
bestimmt. Ebenso wurde der Effekt von Mycophenolatmofetil anhand der Funktion
der Inosinmonophosphatdehydrogenase festgestellt. Ein entsprechender Ansatz
versucht die Wirkung von SRL mit Hilfe der Messung der Aktivitat der p70s6-
Kinase zu beschreiben. Unter Verwendung dieses wenig robusten Ansatzes
wurde ab einer Konzentration von 10 ug/l ein proportionales Verhaltnis zwischen
Enzymhemmung und SRL-Konzentration festgestellt {80}.

Offensichtlich lasst diese Variante des pharmakodynamischen Monitoring die
individuellen Unterschiede in der Regulation der Immunantwort unbeachtet. Einige
T-Zellfunktionen sind in vitro und ex vivo gegenuber CsA und FK-506
interindividuell verschieden sensibel {19, 20}. Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen
auf interindividuelle Unterschiede in der Sensibilitat der T-Zell-spezifischen IL-2
und IL-6 Produktion gegeniiber SRL hin. Uber die Bedeutung dieser Unterschiede
fur den klinischen Verlauf kann aufgrund der kleinen Patientenzahl und des kurzen
Untersuchungszeitraums keine allgemeine Aussage gemacht werden. Vielleicht
bestent ein Zusammenhang zwischen der Sensibilitat der IL-6 Produktion
gegenuber SRL und IL-6 Promotorpolymorphismen, die wie eingangs erwahnt mit

einem unterschiedlichen Nierentransplantatiberleben assoziiert sind.

Eine Korrelation zwischen SRL-Konzentrationen im Bereich von 10-50 ng/ml und
den untersuchten Parametern der Leukozytenfunktion konnte nicht eindeutig
nachgewiesen werden. Einerseits mag dies auf der geringen Fallzahl beruhen,
andererseits erschwert auch der enge Konzentrationsbereich den Nachweis einer
eventuell bestehenden Korrelation. Eine oberhalb des therapeutischen
Konzentrationsbereichs gelegene SRL-Konzentration fuhrte bei Patient Nr. 2 zu
einer vollstandigen Suppression der IL-2 mRNA-Expression. In Fallen, in denen
Interaktionen  hinsichtlich der Immunsuppression bestehen, z.B. Dbei
Kombinationstherapie oder Therapieumstellung, und bei dem Verdacht auf ein
besonders starkes oder schwaches Ansprechen einzelner Patienten auf die
immunsuppressive Therapie koénnte ein Monitoring der Leukozytenfunktion

frhzeitig Aufschluss Uber die Effektivitat der Therapie im Einzelfall geben.
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Anhand der Untersuchung der Interleukinproduktion im in vitro-Ansatz ist vielleicht
sogar eine semiquantitative Vorhersage des Ausmalies der immunsuppressiven
Wirkung von SRL mdglich. Da die Interleukinexpression individuell sehr
unterschiedlich hoch ist, missen zur Beurteilung einzelner Messergebnisse
allerdings Vorwerte bekannt sein. Es war daher in dieser Arbeit nicht moglich den
Effekt von SRL und CsA bei den Patienten absolut gegenluberzustellen, da keine
Werte Uber die Interleukinexpression vor Beginn der Immunsuppression vorlagen:
Alle Patienten waren zum Zeitpunkt des Beginns der Studie schon langere Zeit mit
CsA behandelt.

Gegenuber der Proliferationsmessung durch UVID hat die Bestimmung der
Interleukinproduktion mittels Echtzeit-RT-PCR und ELISA kurzere
Inkubationszeiten und somit ein schneller verfigbares Ergebnis zum Vorteil.
Untersuchungen zur Interleukinproduktion an grélReren Patientenkollektiven
konnten den Weg fur ein effizientes Therapiemonitoring bahnen. Solche
Untersuchungen sollten klaren, welche Interleukine am starksten mit dem
klinischen Verlauf korrelieren, und ob die Messung der Interleukinproduktion in
einem einzigen Inkubationszeitraum die immunsuppressive Wirkung ausreichend

reflektiert, oder ob der Einfluss auf die Kinetik der Expression wesentlicher ist.
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6. Zusammenfassung

Sirolimus ist ein vor kurzem zugelassenes Immunsuppressivum, das bei Patienten
nach allogener Nierentransplantation eingesetzt wird. Es hemmt mTOR, das
bedeutende Signalwege der Zellaktivierung und -proliferation reguliert. Neben dem
direkten Zellzyklusarrest von T-Zellen in der G1-Phase flhrt auch die verminderte
Produktion  aktivierender Zytokine zur Immunsuppression. Ziel der
immunsuppressiven Therapie ist es, Patienten vor allogenen Transplantat-
abstollungen zu schitzen und die Nebenwirkungen der Therapie, insbesondere
das Risiko opportunistischer Infektionen zu minimieren. Dazu bedarf es einer
individuell angepassten Dosierung, die sich momentan am klinischen Verlauf und
an den Talspiegelkonzentrationen von SRL orientiert. Unter diesen
Therapiekontrollen treten dennoch bei einer Anzahl von Patienten
AbstoBungsreaktionen bzw. nicht-tolerierbare Nebenwirkungen auf. Eventuell
werden sie durch individuelle Unterschiede der Wirksamkeit von SRL verursacht.
Im Hinblick auf eine Verbesserung der Therapiekontrolle durch Bestimmung
pharmakodynamischer Parameter sollten in dieser Arbeit die Effekte von SRL auf
einzelne Parameter des Immunsystems mit quantitativer RT-PCR, ELISA und

UVID-Technologie individuell charakterisiert werden.

Durch SRL wird die mRNA-Expression von IL-2, IL-4 und IL-6 in vitro
insbesondere zum Zeitpunkt maximaler Transkription gehemmt, d.h. bei IL-2 und
IL-4 nach 8 bis 24 Stunden, bei IL-6 nach 4 bis 8 Stunden Inkubation. Ahnlich wie
unter CsA und FK-506 variieren jedoch Maximum, Ausmalf}, Dauer und damit der
optimale Messzeitpunkt der Suppression individuell. Unter einer SRL-
Konzentration von 50 ng/ml kommt es gegenuber 10 ng/ml zu einer weiteren,
jedoch nicht signifikanten Zunahme der Suppression. Verglichen mit einer CsA-
Monotherapie wirken sowohl die Kombination von CsA und SRL in vitro und ex
vivo, als auch eine SRL-Monotherapie starker supprimierend auf die Produktion
von IL-2 und IL-4 bzw. die T-Zell-Proliferation.

Die quantitative Bestimmung transplantationsrelevanter Zytokine in Vollblut-
kulturen mittels RT-PCR stellt moéglicherweise einen geeigneten und schnell
verfugbaren pharmakodynamischen Parameter zur Bestimmung der individuellen

Wirksamkeit von SRL dar. Inwiefern eine Korrelation zu klinischen Verlaufen
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besteht und ob eine individuelle Therapiesteuerung dadurch mdglich ist, muss in
prospektiven klinischen Studien geklart werden.
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