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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Das Immunsystem

Die naturliche Aufgabe des Immunsystems besteht darin, den menschlichen
Korper in seiner Integritdt zu bewahren. Um diese Aufgabe zu erfullen, missen
korperfremde  Substanzen zunachst erkannt und anschliefend durch
Abwehrmechanismen beseitigt werden. Das menschliche Immunsystem kann in
das unspezifische sowie spezifische Abwehrsystem unterteilt werden. Beide
lassen sich jeweils in eine humorale und eine zellulare Komponente untergliedern.
Die unspezifische, angeborene Immunitat dient der ersten Abwehr. Sie wird von
Monozyten, Makrophagen und neutrophilen Granulozyten vermittelt. Diese sind in
der Lage, eine Vielzahl ldslicher Substanzen zu produzieren, wodurch unter
anderem weitere Zellen aktiviert werden. Zu den Merkmalen der spezifischen,
erworbenen Immunabwehr gehort die Fahigkeit zur spezifischen Antwort auf
korperfremdes Material und wirksamere Reaktion bei erneutem Kontakt mit dem
Pathogen (immunologisches Gedachtnis). Diese spezifische Immunitat basiert auf
einer klonalen Selektion von Lymphozyten, die in B- und T-Lymphozyten (B- und
T-Zellen) unterteilt werden. Sie besitzen eine Vielzahl spezifischer Rezeptoren, die
es dem Immunsystem ermoglichen, immunogene Fremdsubstanzen (Antigene) zu
erkennen. Die Bindung eines Antigens an diese Rezeptoren fuhrt zur Proliferation
und Differenzierung der Lymphozyten.

B-Zellen differenzieren nach einer Aktivierung in Plasmazellen und sezernieren
Immunglobuline als Antikérper (humorale Komponente). T-Zellen werden aufgrund
unterschiedlicher Funktionen in T-Zell-Subpopulationen unterteilt, die sich u. a.
durch die Expression verschiedener Oberflachenmolekile auszeichnen. Dabei
sind die akzessorischen Molekile CD4 und CD8 von grof3er Bedeutung. Zu den
CD8-positiven (CD8") Zellen gehéren die zytotoxischen T-Zellen, die an der
Eliminierung von virusinfizierten Zellen oder Tumorzellen beteiligt sind, sowie die
T-Suppressorzellen, die regulierend auf die Immunantwort wirken und diese
unterdriicken kénnen. Zu den CD4-positiven (CD4") Zellen gehéren die
sogenannten T-Helferzellen (Ty-Zellen), die darauf spezialisiert sind, mit anderen
Zellen in Verbindung zu treten und dadurch die Immunantwort zu regulieren. lhre
Wirkung konnen T-Zellen uber direkte Zell-Zell-Kontakte oder Uber die Freisetzung
I6slicher Mediatoren, sogenannter Zytokine, entfalten. Da T-Lymphozyten eine
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entscheidende Bedeutung fur die humorale und zellvermittelte Immunantwort
haben und eine wichtige Rolle als Vermittler der Immunantwort gegen
Gewebetransplantate spielen, sollen sie deshalb im Mittelpunkt weiterer

Betrachtungen stehen.

1.2. Die allogene Nierentransplantation

Die allogene Transplantation ist die haufigste Transplantationsart, hier gehdren
Spender und Empfanger zur selben Spezies, sind jedoch immungenetisch
verschieden.

Die allogene Nierentransplantation stellt heute ein Standardverfahren bei
chronischem Nierenversagen dar. Die Lebendnierenspende gewinnt neben der
postmortalen Organspende zunehmend an Bedeutung. Im Jahre 2009 wurden in
Deutschland 600 Nieren nach Lebendspende transplantiert, dies entspricht 21,6 %
aller Nierentransplantationen. Die Anzahl der Spenderorgane nach postmortaler
Organspende lag bei 2144. Die 5-Jahres-Transplantatfunktionsrate nach
postmortaler Organspende lag laut CTS-Studie (Deutschland 1999-2008) bei ca.
70%, die nach Transplantation von Organen lebender Spender bei 84% (DSO,
Jahresbericht 2009). Diese Zahlen machen deutlich, welch wichtige Rolle eine
Verbesserung des Transplantatiberlebens spielt.

Der Erfolg einer Transplantation hangt von der Kompatibilitdt von Spender und
Empfanger ab. Das Immunsystem des Empfangers erkennt das transplantierte
Organ als fremd. Um eine Abstol3ungsreaktion zu verhindern, ist eine lebenslange
immunsuppressive Therapie notwendig. Die Notwendigkeit, das
Transplantatiberleben zu optimieren, zeigt, welch wichtige Bedeutung Strategien
zur Verbesserung des Transplantatiberlebens in Zukunft haben kdnnten. Zu
diesen Strategien konnte die Untersuchung einer  individuellen

pharmakodynamischen Wirksamkeit von Immunsuppressiva gehoren.

1.3. Die allogene TransplantatabstoBung

Die Gewebetransplantation zum Ersatz erkrankter Organe ist heute eine wichtige
Behandlungsmethode, wobei adaptive Immunreaktionen gegen das transplantierte
Gewebe ein groRBes Hindernis fiir eine erfolgreiche Ubertragung darstellen.
Solange Empfanger und Spender nicht genetisch identisch sind, erwachst fir ein
Spenderorgan eine umso groRere AbstoRungsgefahr, je mehr koérperfremde
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Moleklle auf den Zellen exprimiert werden. Diese Immunreaktion richtet sich
gegen fremde, genetisch determinierte, polymorphe Molekule auf Zellen des
Transplantats. Diese Molekule werden von einer Gruppe von Genen, die als
Hauptkompatibilitatskomplex (major histocompatibility complex, MHC) bezeichnet
werden, codiert. Man kennt heute zwei Klassen von MHC-Molekilen (MHC-
Klasse-I und MHC-Klasse-ll), die auf der Zelloberflache exprimiert werden. MHC-
Klasse-l Molekule finden sich auf praktisch allen Koérperzellen, MHC-Klasse-ll
Molekule dagegen nur auf B-Zellen, phagozytierenden Zellen, Epithel- und
Endothelzellen. Beim Menschen bezeichnet man die Molekule des MHC auch als
HLA-Komplex (human leucocyte antigen). Alle MHC-Molekule werden von
polymorphen Genabschnitten kodiert, die in alternativer Form (Allele) existieren.

Fur die Spender / Empfanger-Auswahl spielen die Hauptblutgruppen (ABO-
System) und das HLA-System die wichtigste Rolle [Opelz und Déhler, 2007]. Im
ABO-System wird eine volle Kompatibilitat gefordert, im HLA-System ist lediglich
eine Identitdt der starken antigenen Determinanten notwendig. Bei der
Nierentransplantation werden die Merkmale HLA-A und HLA-B (Klasse | Molekile)
und HLA-DRB1 (Klasse Il Molekul) bericksichtigt. An jedem dieser Genorte
konnten bereits eine Vielzahl unterschiedlicher Allele nachgewiesen werden
[Schreuder et al., 2005]. Unterscheiden sich Spender und Empfanger in ihren
HLA-Molekulen, lésen die fremden HLA-Molekile eine Immunreaktion aus.
Aufgrund der Komplexitat der menschlichen MHCs ist es kaum moglich, HLA-
identische Spender zu finden. Alle Transplantatempfanger sind somit auf
immunsuppressive Medikamente angewiesen, um eine AbstoRung zu verhindern.

Eine Ausnahme bilden genetisch identische, eineiige Zwillinge.

1.4. Die T-Lymphozyten — Aktivierung und TransplantatabstoRung

Anhand zeitlicher Verlaufe, der Morphologie und der involvierten immunologischen
Mechanismen werden die Abstollungsreaktionen als hyperakute, akute und
chronische AbstoRungsreaktionen klassifiziert. Die hyperakute Transplantat-
abstollung tritt innerhalb von Minuten bis Stunden im Anschlu® an die
Transplantation auf. Sie beruht auf praformierten Antikérpern gegen HLA- und
Isoagglutininen bei inkompatiblen Hauptblutgruppen.

Die akute AbstoRung tritt nach Tagen bis Monaten nach Transplantation auf, sie
kann aber auch noch nach Jahren, z.B. nach Absetzen einer medikamentdsen
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Immunsuppression, auftreten. Histopathologisch ist sie durch ein lymphozytares
und mononukleares Infiltrat gekennzeichnet. Die akute AbstoRungsreaktion kann
zellulare aber auch humorale Effektormechanismen umfassen. Die zellulare
AbstoBung wird durch T-Zellen vermittelt, wobei CD4"-als auch CD8"-Zellen eine
wichtige Rolle spielen. Die humorale Antwort basiert auf einer Neubildung von
Antikdrpern.

Die chronische AbstolRungsreaktion verlauft teilweise Uber Monate bis Jahre, oft
auf der Basis einer standigen, schleichenden Entzindung. Die Immun-
pathogenese ist bisher nicht eindeutig geklart. Diskutiert werden zellulare und
humorale Reaktionen sowie nicht-immunologische Pathomechanismen. Histo-
pathologisch werden u. a. mononukleare Zellinfiltrate, Plasmazellen und eosino-
phile Granulozyten beobachtet [Colvin, 1996].

In  mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass Episoden akuter
AbstoRungereaktionen einen deutlichen Risikofaktor flr die chronische
TransplantatabstoRung darstellen [Wu et al., 2009]. Die akute Transplantat-
abstol3ung ist ein T-Zell-abhangiger Prozess, bei dem zytotoxische T-Zellen und
Tw1-Zellen eine zentrale Rolle spielen. Um an einer Immunantwort teilzunehmen,
mussen naive (ungepragte) T-Zellen durch antigenprasentierende Zellen (APC)
aktiviert werden, um anschlieliend zu proliferieren bzw. zu T-Effektorzellen zu
differenzieren.

Die Aktivierung naiver T-Zellen erfordert die Erkennung eines fremden, antigenen
Peptidfragments in Assoziation mit MHC-Molekulen, Gber den in die Zellmembran
verankerten T-Zell-Rezeptor (TCR). Fur die Antigenerkennung und die Auslésung
einer T-Zell-Antwort werden neben dem TCR-vermittelten Antigenkontakt
gleichzeitig weitere, mit dem TCR assoziierte Molekule bendtigt. Die CD4 und
CD8 Corezeptoren kooperieren wahrend der Antigenerkennung mit Komponenten
des TCR und sind fir die Bindung mit MHC-Klasse-l und MHC-Klasse-l|
Antigenen notwendig. Sie gewahrleisten, dass CD4" Zellen nur an konstante Teile
MHC-II-tragender-Zellen, CD8" Zellen nur an konstante Teile MHC-I-tragender
Zellen binden. Die intrazellularen Signaltransduktionswege werden durch die
Interaktion von spezifischen Antigenen mit dem TCR-assoziierten CD3-Komplex in
Gang gesetzt.

Zur Aktivierung einer naiven T-Zelle ist neben der Bindung des MHC durch den
CD3/TCR-Komplex und dem Costimulator ein zweites, costimulierendes Signal
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notwendig, das von derselben APC, auf der die T-Zelle ihr spezifisches Antigen
erkennt, geliefert werden muf3. Zu diesen costimulierenden Molekulen werden die
APC-Glykoproteine B7.1 und B7.2 gezahlt. Der Rezeptor fur B7 auf der T-Zelle ist
das Molekul CD28, das von ca. 80% der T-Zellen im peripheren Blut exprimiert
wird [Thompson et al., 1989, Acuto und Michel, 2003].

Damit die aktivierten T-Zellen proliferieren und spezielle Funktionen ibernehmen
kdnnen, mussen sie sich in ,bewaffnete” T-Effektorzellen umwandeln. Dabei spielt
das Zytokin IL-2 eine entscheidende Rolle. Die Kombination von Antigen und
Costimulator veranlasst die naive T-Zelle zur Expression und Sekretion von IL-2,
das die klonale Expansion sowie die Differenzierung zu T-Effektorzellen induziert
[Robey und Allison, 1995]. Gleichzeitig wird die a-Kette des IL-2-Rezeptors
(CD25) auf der Oberflache aktivierter T-Zellen exprimiert. IL-2 bindet an diesen
nun hochaffinen Rezeptor und unterstitzt so die T-Zell-Proliferation im Sinne einer
positiven, autokrinen Ruckkopplung.

Das costimulierende Signal, das durch die Bindung von B7 an CD28 vermittelt
wird, bewirkt ein Steigerung der IL-2 Transkription um das dreifache, eine weitere
Auswirkung dieser Bindung ist eine deutliche Erhéhung der IL-2 Synthese durch
die Stabilisierung der IL-2 mRNA [June et al., 1989, Lindstein et al., 1989, Fraser
et al.,, 1991, Robey und Allison, 1995]. In vitro gelingt es durch Zusatz von Anti-
CD3 mAb und Anti-CD28 mAb in der T-Zelle eine dhnliche Antwort hervorzurufen,
wie nach spezifischem Antigen-Kontakt. Diese spezifische T-Zell-Aktivierung kann
man sich durch den Einsatz von Anti-CD3/Anti-CD28 mAb experimentell nutzbar
machen.

T-Effektorzellen konnen eine Vielzahl von Funktionen ausiben. Die Auswahl,
welcher Effektormechanismus gegen das spezifische Antigen aktiviert werden soll,
erfolgt durch T-Helferzellen. Zu diesen Effektormechanismen gehdrt die Bildung
zytotoxischer T-Zellen (zellvermittelte Immunantwort), die Antikérperproduktion
(humorale Immunantwort), sowie die zusatzliche Aktivierung eosinophiler
Granulozyten und Mastzellen und die Aktivierung von Makrophagen (zell-
vermittelte Immunantwort). Die Entscheidung, was aus einer naiven T-Zelle wird
und welche Effektorfunktionen vorherrschen, fallt bereits in den Anfangsstadien
der Immunantwort und ist mit der Freisetzung verschiedener Zytokine durch die
Ty-Zelle assoziiert. Bisher bekannte Subpopulationen der CD4-T-Effektorzellen
sind die Ty1-, Tu2-, Ty17-Zellen und die regulatorischen T-Zellen.
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Tu1-und Tn2-Zellen unterscheiden sich in ihrer Zytokinproduktion [Street und
Mosmann, 1991, Nakamura et al., 1997], sie hemmen sich gegenseitig, so dass,
ist die Weiche einmal gestellt, nur einer der beiden Zelltypen vorherrscht. Ty1-
Lymphozyten bilden hauptsachlich IL-2 und IFN-y und aktivieren Makrophagen zur
Immunantwort. Ty2- Zellen bilden u. a. IL-4, IL-5 und IL-10 und unterstitzen die
Reifung von B-Zellen und die Foérderung der Produktion von Mastzellen und
eosinophilen Granulozyten.

Tu17-Zellen produzieren IL-17 und den Rezeptor fur IL-23. Sie sind fur die
Mobilisierung von neutrophilen Zellen von Bedeutung [Weaver et al., 2006].
Regulatorische CD4-T-Zellen (Treg) sind eine heterogene Gruppe von Zellen, sie
begrenzen die Immunantwort, indem sie inhibitorische Zytokine wie IL-10 und
TGF-B produzieren [Roncarolo et al., 2001].

Zytotoxische T-Zellen erkennen mit ihrem CD-8 assoziierten TCR das MHC-I
gebundene spezifische Antigen auf Zielzellen. Nach Interaktion mit den Antigen-
prasentierenden Zielzellen, sind sie in der Lage Perforine freizusetzen, um die
Zielzellen anschliefend durch lysierende Enzyme abzutéten [Barry und Bleackley,
2002].

1.5. Zytokine und TransplantatabstoRung

Zytokine sind Proteine, die von einer Vielzahl von Zellen de-novo synthetisiert
werden kénnen. Sie sind Mediatoren, die die Aktivierung und Differenzierung von
Zellen des Immunsystems steuern und die Effektorfunktionen dieser Zellen
koordinieren. Zytokine binden an Rezeptoren auf Zielzellen und kénnen lokal oder
Uber eine Entfernung agieren. Die zahlreichen Interaktionen von unterschiedlichen
Zytokinen erzeugen uber ein so genanntes Zytokinnetzwerk [Balkwill und Burke,
1989] vielfaltige Wirkungen. Nachfolgend sollen einige Zytokine vorgestellt
werden.

IL-2 wird von Ty1-Zellen gebildet. Es stimuliert autokrin und parakrin das T-Zell-
Wachstum und die T-Zell-Differenzierung [Depper et al., 1985] und induziert die
Freisetzung weiterer Zytokine wie z.B. IFN-y. Zusatzlich ist IL-2 in der Lage,
zytotoxische T-Zellen zu stimulieren, Makrophagen zu aktivieren und es ist an der
Proliferation und Antikérperbildung von B-Zellen beteiligt.

IFN-y wird ebenfalls von TH1-Zellen und zusatzlich von zytotoxischen T-Zellen
gebildet [Martin-Fontecha et al., 2004]. IFN-y ist zusammen mit IL-2 an der



Einleitung 7

Differenzierung naiver T-Zellen zu zytotoxischen T-Zellen beteiligt, gehort zu den
wichtigsten makrophagenaktivierenden Zytokinen, fordert die Differenzierung von
B-Zellen und wirkt antiviral.

IL-4 wird von aktivierten T-Zellen (Tn2-Zytokin) gebildet. Es fordert die Aktivierung
und die Proliferation von T-Zellen sowie die Aktivierung von neutrophilen
Granulozyten, Makrophagen und Mastzellen [Webb et al., 2007]. Eine wichtige
Funktion ist die Induktion der MHC-Klasse-ll Expression auf B-Zellen, die
Aktivierung von B-Zellen und die Erhdhung der Antikdrperproduktion.

IL-10 wird von Tu2-Lymphozyten sowie Monozyten gebildet und wird ebenfalls zu
den Tn2-Zytokinen gezahlt. Es hat sowohl hemmende als auch stimulierende
Effekte auf verschiedene Zellen des Immunsystems [Moore et al., 2001]. IL-10 ist
in der Lage, die Zytokinproduktion von Ty1-Zellen [Mosmann und Moore, 1991,
O’Garra und Vieira, 2007], sowie Makrophagen und NK-Zellen zu hemmen. Es
vermindert die Expression von MHC-Molekulen auf der Oberflache von APC sowie
die Expression costimulatorischer Signale [De Waal Malefyt et al., 1991]. Daruber
hinaus kann IL-10 die B-Zell- und Mastzell-Proliferation stimulieren [Moore et al.,
1993].

TNF-a wird von Tp1-, einigen Tn2-, zytotoxischen T-Zellen und aktivierten
Makrophagen gebildet. Es induziert eine vermehrte Expression von MHC-
Molekulen auf APC. TNF-a stimuliert Makrophagen, Monozyten und Granulozyten,
sowie die Proliferation von T-Zellen.

Die TransplantatabstoRung ist ein komplexes Geschehen, bei dem der Einflul® der
Zytokine auf die Immunantwort eine wichtige Rolle spielt. Einzelne Zytokine wie
z.B. IL-2, koénnten sogar eine Schllsselfunktion bei der Induktion von
TransplantatabstoRung bzw. Transplantattoleranz haben [Nickerson et al., 1994,
Malek und Bayer, 2004].

Die akute Transplantatabsto3ung ist u.a. mit einer erhéhten Expression der Ty1-
Zytokine IL-2 und IFN-y assoziiert [Dallmann und Clark, 1991]. IL-2 stimuliert
autokrin die T-Helferzellen und parakrin zytotoxische T-Zellen. Durch IFN-y und
den gleichzeitigen Einflul von TNF-a kénnen sich Makrophagen im Transplantat
ansammeln, zytotoxische T-Zellen stimuliert und die Expression von MHC-
Molekilen auf den Transplantatzellen erhdht werden. Die AbstoRungsreaktion
wird somit durch zytotoxische T-Zellen sowie Ty1-Zellen vermittelt. Versuche mit
IL-2 Knockout- Mausen, deren IL-2 Gen funktionell zerstért worden war, lassen
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jedoch vermuten, dass mehrere T-Zell-Aktivatoren fir den Abstoldungsprozel’
mitverantwortlich zu machen sind. Bei IL-2 Knockout-Mausen kam es, obwohl
diese kein IL-2 bilden kénnen, zu Transplantatabstof3ungen [Schorle et al., 1991].
Die Mause konnten zwar kein IL-2, wohl aber IL-4 bilden, was die Frage nach der
Rolle dieses Zytokins im Rahmen der TransplantatabstoRung aufwirft. Es wurde
zwar gezeigt, dass wahrend der Toleranzinduktion Ty2-Zytokine gebildet und Ty1-
Zytokine unterdruckt werden, ob Tn2-Zytokine die Toleranz und Ty1-Zytokine die
AbstoBung eines Transplantats vermitteln ist jedoch unklar und scheint den
komplexen Vorgang der Immunreaktion nur unvollstandig zu erklaren [Famulski et
al., 2008, Karczewski et al., 2009]. Aufgrund der bisherigen Studienergebnisse,
die die These unterstutzen, dass Zytokine einen wichtigen EinfluR auf das
Transplantatiberleben haben kdnnten, stellt sich die Frage welche Bedeutung die
Bestimmung der Zytokin-Expression fur die Erfolgskontrolle einer allogenen
Organtransplantation sowie der damit verbundenen immunsuppressiven Therapie

haben konnte.

1.6. Immunsuppressive Pharmakotherapie

Um AbstoRungsreaktionen zu verhindern, muf} bei allen Allotransplantationen eine
lebenslange immunsuppressive Therapie durchgeflhrt werden, die am Tag der
Transplantation beginnt. Man unterscheidet die Basisimmunsuppression, die in
der Regel aus einer Dreifachtherapie besteht, von der Behandlung der akuten
AbstoRungsreaktion. Eine Kombination mehrerer Immunsuppressiva soll die
Unterdruckung der Alloimmunreaktion optimieren und Nebenwirkungen, wie z. B.
das grofRere Infektionsrisiko und die erhdhte Tumorinzidenz, minimieren [Ekberg,
2008].

Die Kombination aus Azathioprin bzw. Mycophenolat Mofetil, Glukokortikoiden und
den Calcineurin-Inhibitoren Cyclosporin A (CsA) oder Tacrolimus ist die am
haufigsten eingesetzte Basistherapie. Meist erfolgt schon innerhalb des ersten
Jahres eine Reduktion auf eine CsA oder Tacrolimus Monotherapie. Die
immunsuppressive Therapie akuter Absto3ungsreaktionen erfordert meist eine
zusatzliche Hochdosisbehandlung mit Glukokortikoiden. Als weitere Medikamente
stehen hierfir u.a. der monoklonale Lymphozytenantikérper (OKT3) sowie der
Wechsel von dem Calcineurin-Inhibitor CsA zu dem Calcineurin-Inhibitor

Tacrolimus zur Verfigung.
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Nachfolgend sollen die wichtigsten Immunsuppressiva vorgestellt werden.
Glukokortikoide gehoren heute zu den am haufigsten verwendeten Immun-
suppressiva. Die immunsuppressive Wirkung der Steroidtherapie ist sehr komplex.
Sie beruht u. a. auf einer verminderten Bildung und Wirkung von Zytokinen in
Makrophagen (u. a. IL-1) und T-Lymphozyten [Rhen und Cidlowski, 2005] und
einer verminderten Expression des IL-2 Rezeptors [Paliogianni et al., 1993];
dadurch wird die Antigen-Erkennung der Makrophagen sowie die Aktivierung von
T-Lymphozyten gehemmt. Aufgrund der vielfaltigen Nebenwirkungen einer
Steroidtherapie sollte die Dosis und somit die toxischen Effekte auf ein Minimum
reduziert werden.

Mycophenolat Mofetil hemmt die Inosinmonophosphatdehydrogenase, auf die vor
allem B- und T-Lymphozyten bei der de-novo Synthese von Purinen angewiesen
sind [Allison und Eugui, 2005]. Leukozytopenien und ein erhohtes Risiko fur
lymphoproliferative Erkrankungen gehoren hier zu den Nebenwirkungen.
Azathioprin gehort zu der Gruppe der Purinantagonisten. Es wird im Korper zur
aktiven Verbindung 6-Mercaptopurin  metabolisiert und zu Thioinosin-
monophosphat phosphoryliert. Es hemmt in dieser Form zahlreiche Synthese-
schritte fur Purinnukleotide, DNA und RNA und fuhrt dadurch zu einer Hemmung
der T-Zell Proliferation. Zu den Nebenwirkungen gehéren u. a. eine Knochen-
markdepression und eine erhohte Inzidenz von Malignomen bei Langzeit-
medikation [O’Donovan et al., 2005].

Cyclosporin A (CsA) ist ein Calcineurin-Inhibitor und spielt seit den 80-iger Jahren
eine bedeutende Rolle in der Prophylaxe von Abstoflungsreaktionen. Es hemmt
im Gegensatz zu Glukokortikoiden oder zytotoxischen Substanzen selektiv die
Expression mehrer Zytokingene und blockiert dadurch die Proliferation der T-
Zellen. CsA bindet an das intrazellulare Immunophilin Cyclophilin. Es bindet als
Komplex an Calcineurin und hemmt dessen Aktivitat. Nachfolgend wird Uber
mehrere Zwischenschritte die intrazellulare Signallbertragung im Zellkern
blockiert [Wiederrecht et al., 1993]. Nephrotoxische und neurotoxische Effekte
sowie ein erhdhtes Malignomrisiko sind gefirchtete Nebenwirkungen einer CsA-
Therapie.

Ein weiteres Medikament, das die Signalibermittlung in den T-Lymphozyten
inhibiert, ist das Makrolid Rapamycin [Lee und Chapman, 2005].
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1.6.1. Tacrolimus

Der Calcineurin-Inhibitor Tacrolimus wurde 1984 von der Firma Fujisawa aus
Streptomyces tsukubaensis isoliert [Tanaka et al., 1987] und wird heute
hauptsachlich zur Immunsuppression bei Nieren- und Lebertransplantation ein-
gesetzt [Spencer et al., 1997, Bowmann und Brennan, 2008].

Topisch applizierbar kann Tacrolimus u.a. in der Behandlung des atopischen
Ekzems [Ashcroft et al., 2005] eingesetzt werden, jedoch macht man sich den
immunsuppressiven, antiinflammatorischen und antipruritischen Effekt [Pereira et
al., 2010] auch bei einer Vielzahl weiterer Dermatosen zu Nutze.

Es dient als Basisimmunsuppressivum zur Prophylaxe von AbstoRungsreaktionen
[Shapiro et al.,, 1995], wird bei Steroid- und Antikdrper-Therapie resistenten
AbstoRungsreaktionen [Jordan et al., 1997] und als Alternativmedikation bei
Nichtansprechen [Flynn et al., 2001] oder bei Eintreten toxischer Komplikationen
einer CsA-Therapie eingesetzt [Pratschke et al., 1997]. Tacrolimus scheint gegen-
uber CsA effektiver in der Pravention akuter Abstolungsreaktionen zu sein
[Margreiter et al., 2002, Webster et al., 2005].

Trotz der strukturellen Unterschiede zwischen Tacrolimus und CsA gehdren beide
zu den Calcineurin-Inhibitoren, sie hemmen die Transkription verschiedener
Zytokingene (u. a. IL-2). Tacrolimus zeigt in vitro gegenuber CsA eine 10-100-fach
starkere immunsuppressive Wirkung [Andersson et al., 1992, Ho S. et al., 1996,
Armstrong und Oellerich, 2001]. Auch scheinen sich beide hinsichtlich der Effekte
auf die Expression der von Ty-2 Zellen gebildeten Zytokine zu unterscheiden
[Weimer et al., 2000].

Um den Wirkmechanismus von Tacrolimus zu verstehen, muss man den
Mechanismus der SignalUbertragung in T-Zellen genauer betrachten. Die Bindung
eines Antigens an den T-Zell-Rezeptor |0st eine Reihe biochemischer
Veranderungen aus. Es werden u. a. verschiedene cytoplasmatische Tyrosin-
kinasen aktiviert, die in einer Erhohung der intrazellularen Ca?'- Konzentration
resultieren. Die erhdhte Ca?*- Konzentration im Cytosol aktiviert die cyto-
plasmatische Proteinphosphatase Calcineurin, die von einem im Zytoplasma
vorkommenden T-Zell spezifischen Faktor, NF-AT, eine Phosphatgruppe entfernt.
In dieser Form kann NF-ATc nun in den Zellkern eindringen und an ein Protein
aus der Familie der Transkriptionsfaktoren, namlich AP1, binden. Dadurch

entsteht der aktive NF-AT-Transkriptionsfaktor, der an die Promotorregion des IL-2
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Gens bindet und die Transkription von IL-2 und weiterer, fur die T-Zell-Antwort
notwendiger Gene, induziert [Crabtree und Clipstone, 1994, Macian, 2005]. AP1
ist in vielen Zellen vorhanden, das cytoplasmatische Protein NF-AT kommt nur in
T-Zellen vor. Die Blockade des Signalwegs, der zu NF-AT fuhrt, ist deshalb ein
spezifisches Mittel, um die T-Zell-Reaktion zu hemmen.

Tacrolimus greift in den beschriebenen SignalUbertragungsweg ein. Es bindet an
ein Immunophilin, das so genannte FK bindende Protein (FKBP), eine Peptidyl-
Prolyl-cis-trans-Isomerase. Der Komplex aus Immunophilin und Medikament
bindet an Calcineurin, hemmt dessen Aktivitat und blockiert dessen Fahigkeit zur
Aktivierung von NF-ATc. Dadurch wird die Translokation von NF-ATc vom Cyto-
plasma in den Zellkern verhindert [Flanagan et al., 1991]. Auf diesem Wege
hemmt Tacrolimus die Transkription verschiedener Zytokingene, u. a. die
Expression von IL-2, IL-4, IL-10, TNF-a und INF-y [Wang et al., 1993] und somit
die T-Zell-Aktivierung [Liu et al., 1991, O’Keefe et al., 1992, Rao, 1994]. Bevorzugt
werden Zytokine der frihen Immunantwort [Tocci et al., 1989], sowie die von Ty-1
Lymphozyten gebildeten Zytokine [Thomson et al., 1995] gehemmt. Tacrolimus
beeinflusst ebenfalls die humorale Immunantwort, wenn auch zu einem geringeren
Male als die zellvermittelte Immunantwort. Auch wird die T-Zell-vermittelte B-Zell-
Aktivierung und Proliferation gehemmt.

Zu den Nebenwirkungen von Tacrolimus gehdren seine neuro- sowie
nephrotoxische Wirkung. Erhohte Tacrolimus Blutspiegel gehen mit erhohter
Toxizitat, erniedrigte Spiegel mit vermehrten Abstol3ungsreaktionen einher. Da
AbstoRungsreaktionen jedoch trotz im therapeutischen Bereich liegender
Blutspiegel und Nebenwirkungen trotz niedriger Blutspiegel auftreten kénnen
[Kershner und Fitzsimmons, 1996], ware eine individuelle und somit optimale

Dosierung von Tacrolimus wunschenswert.

1.7. Monitoring der immunsuppressiven Therapie mit Tacrolimus

Tacrolimus wird in der Transplantationschirurgie nach Richtlinien dosiert, die das
Kdrpergewicht des Patienten als Grundlage nehmen. In der klinischen Praxis wird
zur Uberwachung der Therapie die Bestimmung der Medikamentenkonzentration
im peripheren Blut herangezogen. Da Tacrolimus an Erythrozyten bindet, wird die
therapeutische Konzentration im Vollblut bestimmt. Im Blutplasma ist die
Konzentration niedriger als die im Vollblut, hier ist ein GrofRteil des Medikamentes
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an Plasmaproteine gebunden [Venkataramanan et al., 1995]. Die Steuerung der
Therapie anhand von Blutspiegeln berucksichtigt die Pharmakokinetik. Auch wenn
diese Informationen Uber Absorption, Verteilung und Metabolismus und in einigen
Fallen Hinweise auf eine modgliche Korrelation zu (Neben-) Wirkungen liefern
kann, so kann sie jedoch die Effekte auf die physiologisch relevanten Zellen der
Immunantwort (Pharmakodynamik) nicht quantifizieren. Die gleiche Medi-
kamentenkonzentration kann bei verschiedenen Patienten zu einem unter-
schiedlichen biologischen und klinischen Verlauf fuhren. Die meisten Patienten
sind unter der empfohlenen Tacrolimus-Talspiegelkonzentrationen bei
nierentransplantierten Patienten von 5-15 ug/l ausreichend immunsupprimiert, die
Konzentration von Tacrolimus im Blut kann jedoch interindividuell
unterschiedliches Ansprechen auf Tacrolimus nicht erfassen. Die Untersuchung
der pharmakodynamischen Wirksamkeit der immunsuppressiven Therapie konnte
deshalb von groRer Bedeutung sein, um eventuell eine individuell ausgerichtete
immunsuppressive Therapie einzurichten [Yatscoff et al., 1998, Barten et al.,
2006].

Tacrolimus hemmt die Expression von Zytokin mRNA Expression und somit die T-
Zell-Aktivierung und Proliferation. Da Zytokine eine zentrale Rolle bei der
TransplantatabstoRung spielen, konnte der quantitative Nachweis von Zytokinen
ein  moglicher Parameter flr die pharmakodynamische Wirksamkeit von
Tacrolimus sein.

Untersuchungen der IL-2 Sekretion von T-Zellen nach mitogener Stimulation
zeigten sowohl eine Reduktion unter Tacrolimus Therapie, als auch Assoziationen
mit AbstoBungsreaktionen [Sindhi et al., 2003]. Ferner wurde in durchfluss-
zytometrischen Studien beobachtet, dass der prozentuale Anteil IL-2 produ-
zierender T-Lymphozyten unter Tacrolimus abnimmt [Batten et al., 1999, Rostaing
et al, 1999]. In einer weiteren Studie wurde mittels semiquantitativer
Polymerasekettenreaktion (PCR) die Expression von IL-2 mRNA in isolierten
peripheren Lymphozyten gemessen. Nach Zugabe des Calcineurininhibitors CsA
zu in vitro Kulturen fanden sich Hinweise auf eine mdgliche individuelle
Wirksamkeit [Zucker et al., 1996].

In den meisten Studien werden Mitogene zur Bestimmung der T-Zell-Aktivierung
verwendet. Allerdings fuhren diese zu einer unspezifischen Stimulation von T-

Lymphozyten, im Gegensatz dazu stellt die Stimulation mit monoklonalen Anti-
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CD3/Anti-CD28 Antikorpern eine adaquatere T-Zell-Aktivierung dar. Ferner
wurden T-Zellen bisher v. a. nach Dichtegradientenisolierung in PBMC Kulturen
analysiert. Um jedoch eine unspezifische Aktivierung, wie sie bei Dichte-
gradientenuntersuchungen vorkommt, vermeiden zu kdénnen, bietet sich die
Untersuchung in Vollblutkulturen an [Hartel et al., 2001]. Dies hat ferner den
Vorteil, dass samtliche zellularen und l6slichen Bestandteile im Blut enthalten
bleiben, die fur die T-Zell-Aktivierung notwendig sind [Kirchner et al., 1982, Hartel
et al., 1999].

Die Analyse von Zytokinen auf Proteinebene mittels ELISA bendtigt Inkuba-
tionszeiten bis zu 48 Stunden. Die Quantifizierung von Zytokin mRNA erlaubt
dagegen Messungen innerhalb von wenigen Stunden. Dies ware fur einen
spateren klinischen Einsatz eine wichtige Vorraussetzung. Die TagMan-PCR
ermoglicht ferner nicht nur einen praziseren, sonder auch sensitiveren und
spezifischeren Nachweis im Vergleich zu semiquantitativen PCR Verfahren [Heid
et al., 1996, Gibbs et al., 2003].

1.8. Fragestellung

Tacrolimus ist ein meist in der Leber- und Nierentransplantation verwendetes
Immunsuppressivum. Es gehért zu den Calcineurin-Inhibitoren und beeinflusst den
Signaltransduktionsweg verschiedener Zytokingene, in erster Linie IL-2, und
inhibiert dadurch die Aktivierung von T-Zellen. Fiur Patienten nach Organ-
transplantation stellen Uber- und Unterdosierungen der immunsuppressiven
Pharmakotherapie erhebliche Risiken hinsichtlich Nebenwirkungen oder Trans-
plantatabstoBungen dar. Eine individuelle Steuerung der Immunsuppression ist
derzeit nicht mdglich. Die Dosierung von Tacrolimus nach Transplantation erfolgt
initial anhand des Koérpergewichtes. Zur Steuerung der Therapie wird im weiteren
Verlauf die Medikamentenkonzentration im peripheren Blut herangezogen. Trotz
Einstellung der Medikamentenkonzentration in den so genannten ,therapeutischen
Bereich®, werden allogene Transplantatabstollungen beobachtet. Dies wirft die
Frage nach einer individuell unterschiedlichen pharmakodynamischen Wirk-

samkeit auf.
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Ziele der folgenden Studie sind:

(1) die pharmakodynamische Wirksamkeit von Tacrolimus unter moglichst in vivo
nahen Bedingungen zu evaluieren, um anhand der quantitativen Untersuchung
verschiedener T-Zellfunktionen unterschiedliche Ansprechraten auf Tacrolimus zu
identifizieren.

Anhand von Vollblutkulturen gesunder Blutspender sollen potentielle pharmako-
dynamische Parameter der Immunsuppression auf unterschiedlichen Ebenen der
T-Zell-Aktivierung wie die IL-2, IL-4 und TNF-a mRNA Expression, die IL-2 und IL-
4 Proteinsekretion, die Expression von Oberflachenantigenen auf T-Zellen (CD25

und CD69) und die T-Zell-Proliferation in vitro quantitativ bestimmt werden.

(2) die Untersuchung immunologischer Parameter an einem Kollektiv von
Empfangern einer Lebendnierenspende ex vivo vor Erstgabe von Tacrolimus
sowie nach funftagiger Tacrolimus-Monotherapie.

Zielsetzung ist die Etablierung eines moglichen pharmakodynamischen
Monitoring-Parameters zur individuellen Steuerung der immunsuppressiven
Therapie und die erstmalige Prufung auf Zusammenhange mit klinischen

Verlaufen.
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2,

21.

2.2

Materialien

Geriate

ABI Prism 7700 Sequence Detection System (Perkin Elmer Cetus, Norwalk,
USA)

Alublock (Hassa Laborbedarf, Libeck)

Analysewaage 2002MPI (Satorius, Gottingen)

Biofuge 13 (Heraeus, Hamburg)

Brutschrank (Labotect, Gottingen)

Durchflusszytometer EPICS XL MCL (Coulter Electronics, Krefeld)
ELISA-Reader (Anthos Labtec Instruments, Salzburg, AT)
ELISA-Waschgerat (Biotest, Dreieich)

Erythrozytenlysator Multi-Q-Prep (Coulter Electronics, Krefeld)
Gefriertruhe, -80°C (Nuaire, Plymouth, MN, USA)

PH-Meter pHM 83 Autocal (Radiometer, Kopenhagen, DK)

Pipetten Finnpipetten 40-200ul, 200-1000ul (Labsystems, Helsinki. FIN)
Pipetten  Vario-Mikroliterpipetten ~ 0.5-10ul,  10-100ul,  200-1000yl
(Eppendorf, Hamburg)

Pipettierhilfe Pipetus Akku (Hirschman Laborgerate)

Ruttler Sample Mixer, rotatorisch (Dynal, Hamburg)

UV-Lampe 8W, 312 nm (Herolab, Wiesloch)

Sterile Werkbank Il, Al B3 (Nuaire, Plymouth, MN, USA)

Vortexer Reax 2000 (Heidolph, Kelheim)

Zentrifuge Omnifuge 2.0 RS (Heraeus, Hamburg)

Zentriguge Varifuge 3.2 RS (Heraeus, Hamburg)

Laborbedarf

Kulturflaschen fiir Zell - oder Vollblutkulturen, mit Filterverschluss, 25 cm?

(Sarstedt, NUrmbrecht)

Kulturschalen fur Zell - oder Vollblutkulturen (Tissue Culture Plates, 6
Well,Cellstar, Greiner, Nlrtingen)

Latex-Einmalhandschuhe (Ansell, Minchen)

PCR-Mikroplatten, 96 Loch, 2 mI/Well (Sarstedt, Nirmbrecht)
PCR-Reaktionsgefall, Micro Amp Optical Tubes (Applied Biosystems,
Norwalk, CN, USA)

PCR-Reaktionsgefald Verschluss, Micro Amp Optical Caps (Applied
Biosystems, Norwalk, CN, USA)

Pipettenspitzen, 1-10 ul, 10-100 ul, 100-1000 pl (Greiner, Nurtingen)
Pipettenspitzen, Sterilfiltertips, gestopft 1-10 ul, 10-100 ul, 100-1000 ul
(Biozym Diagnostik, Oldendorf)

Reaktionsgefale 1.5 ml, mit Schraubdeckel, steril (Sarstedt, Nirmbrecht)
Stangenpipetten, steril, 10 ml (Greiner, Nurtingen)

Transferpipette, unsteril, 1 ml (Sarstedt, Nirmbrecht)

Zentrifugenrohrchen 50 ml, mit Schraubverschluss, konischer Boden, steril
(Greiner, Nartingen)
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2.3.

24,

2.5.

Reagenzien und Zellkulturmedien

Borax (Sigma, Deisendorf)

BrdUrd Stock, 10 mM (Fluka Biochemica; Buchs, CH)
Dimethylsuberimidate, DMS (Sigma, Deisenhofen)

Ficoll (Seromed Biochrom, Berlin)

Kulturmedium IMDM (BioWhittaker, Verviers, B)

L-Glutamin ( Seromed Biochrom, Berlin)

Penicillin 10000 E/ml-Streptomycin 10000 ug /ml (Seromed Biochrom,
Berlin)

Phosphate Buffered Saline, PBS (Gibco, Karlsruhe)

Tacrolimus, 1 ml Infusionslésungskonzentrat (Prograf® 5mg/ml, Fujisawa,
Munchen),

Glucoseldsung 5%, G5, 100 ml (Baxter, Unterschleil3heim)

TRIS Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Fluka Biochemica, Buchs, CH)
Trypsin (BioWhittaker, Verviers, B)

7-Amino-Actinomycin, 7AAD (Sigma, Deisenhofen)

Antikorper und Stimulanzien

Monoklonale Maus-Anti-Human-CD3 Antikérper (Klon CLB T3/4E, 1XE,
Hiss Diagnostics, Amsterdam, NL)
Monoklonale Maus-Anti-Human-CD28 Antikérper (Klon CLB-CD28/1, 15E8,
Hiss Diagnostics, Amsterdam, NL)
Monoklonale Maus-Anti-Human-Antikorper:
o anti-CD4-FITC-konjugiert (Klon RPA-T4, BD PharMingen, Hamburg)
o anti-CD4-PE-konjugiert (Klon RPA-T4, BD PharMingen, Hamburg)
o anti-CD25-PE-konjugiert  (Klon 1HT44H3, Beckman-Coulter
Immunotech, Krefeld)
o anti-CD69-PE-konjugiert (Klon L78, Becton Dickinson, San Jose,
USA)
o anti-lgG1k-FITC-konjugiert (Klon MOPC-21, BD PharMingen,
Hamburg)
o anti- 1gG2a-RD1-konjugiert (Klon U7.27, Beckman-Coulter
Immunotech, Krefeld)
o anti BrdU-FITC-konjugiert (Klon Bu20a, DAKO Cytomation,
Hamburg)

Reagenzien fiir molekularbiologische Arbeiten

AmpliTaqg Gold-Polymerase 1,25U/ul (Applied Biosystems, Foster City,
USA)

dNTP’s (dATP, dCTP, dGTP, dUTP) 10mM (Applied Biosystems, Foster
City, USA

Magnesiumchlorid 25mM (Applied Biosystems, Foster City, USA)

MuLV (Murine Leukemia Virus) Reverse Transcriptase 50 U/ul (Applied
Biosystems, Foster City, USA)

Nuclease-Freies-Wasser 25ml (Promega, Heidelberg)
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e Primer, sense und antisense, Sonden fur: B-Actin, IL-2, IL4, TNF-o (TIB
Molbiol, Berlin)

e RNAse-Inhibitor 20 U/ul (Applied Biosystems, Foster City, USA , Gibco
BRL, Eggenstein)

e 10x TagMan A Puffer (10xPCP Buffer, Applied Biosystems, Foster City,
USA)

2.6. Testkits

e ELISA fir humanes IL-2, IL-4 (Bender, Wien, AT)
e RNA-Isolierungs-Kit, Purescript RNA Isolation Kit (Gentra Systems, MN,
USA)
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3. Methoden und Patienten

3.1. Vollblutstimulationstest

Der Vollblutstimulationstest dient zur Analyse von T-Zellfunktionen durch Messung
der T-Zellproliferation, der Expression von Oberflachenantigenen auf T-Zellen
sowie zur Quantifizierung von Zytokinen und Zytokin-mRNA im Vollblut.

Die Grundlage fur den Vollblutstimulationstest sind die Protokolle von Kirchner et
al. (1982), Bloemena et al. (1989), sowie die Modifikation fur die Quantifizierung
von Zytokin-mRNA durch Hartel et al. (1999). Vollblut erscheint im Vergleich zur
Kultur von mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMC) als geeignetes
Material, da die Separation der T-Zellen aus ihrer naturlichen Umgebung und
somit eine eventuelle Vorstimulation entfallen und alle Faktoren, die fur die T-Zell-
Aktivierung von Bedeutung sind, in physiologischer Konzentration vorhanden sind.
FUr den hier beschriebenen Vollblutstimulationstest wurde mit Lithium-Heparin
versetztes peripher-vendses Blut verwendet (Ausnahme siehe Kapitel 3.5.1).

Das Vollblut wurde innerhalb von 2 Stunden nach Entnahme unter sterilen
Bedingungen verarbeitet. In Gewebekulturschalen (6-Loch-Platte, & = 35 mm)
sowie Gewebekulturflaschen (25 cm?) erfolgte jeweils im Doppelansatz die
Verdinnung von 1 ml Vollblut mit 9 ml IMDM-Kulturmedium, das mit Penicillin,
Streptomycin sowie L-Glutamin angereichert worden war (Tabelle 1).

Danach wurden die Ansatze 2 Stunden bei 37°C, 5% CO;, und gesattigter
Luftfeuchtigkeit mit Tacrolimus (Prograf® Infusionslésungskonzentrat 5mg/ml
geldést in 5 % Glucoseldsung) vorinkubiert. Die Tacrolimuskonzentration in den
Proben betrug je nach MalRRgabe der Experimentieranordnung 12.5, 25 oder 100
ng/ml. Die Kontrolle der Medikamentenkonzentration im Vollblutansatz erfolgte
mittels IMx Tacrolimus |l Assay (Abbott Diagnostics), mit freundlicher
Unterstitzung von Herrn Prof. Dr. med. H. lIven, Institut fur klinische und
experimentelle Pharmakologie und Toxikologie der Universitat Lubeck.

Die Vollblutproben wurden anschlieffend mit 1ug/ml Anti-CD3 sowie 1 ug/ml Anti-
CD28 monoklonalen Antikorpern (Tabelle 2) stimuliert und bei einer Temperatur
von 37°C, 5% CO; und gesattigter Luftfeuchtigkeit inkubiert. Je nach MalRgabe der
Experimentieranordnung wurden die Kulturen nach 4 - 72 Stunden Inkubation
gestoppt (Stimulationsdauer).



Methoden 19

Fiur die Bestimmung der Zytokinsekretion mittels ELISA (3.2.) wurden nach 24 h

Inkubationszeit Zellkulturiberstande (je 1,5 ml) gewonnen und bei —80°C bis zu

sechs Monaten tiefgefroren.

Tabelle 1: Reagenzien flr den Vollblutansatz

Reagenz

Zusammensetzung

Nahrmedium

Hamolysepuffer
(pH 8.0)

IMDM 500ml

plus Penicillin (100 U /ml)

plus Streptomycin (100 ul / ml)
plus L-Glutamin (2 mmol /1)

NH4Cl 16.52 g
KHCO32,0g
EDTA0.08 g

Aqua dest. ad 2000 ml

Tabelle 2: Stimulanzien fir den Vollblutansatz

Zusatz

Konzentration im Kulturmedium

Monoklonaler Maus-Antikorper
(CLBT3/4E)
Anti-human CD3 (2 ug / ul)

Monoklonaler Maus-Antikorper (CLB-
CD28/1)

1ug/ ml
(= 5ug / 10 ml Kultur)

1ug/ mi
(= 5ug / 10 ml Kultur)

Anti-human CD28 (2 ug / ul)

Fur die RNA-Isolierung (3.3) und anschlieBende Quantifizierung der Zytokin
MRNA Expression (3.4.2), die Untersuchung von Aktivierungsmarkern auf der
Oberflache von T-Lymphozyten mittels Durchflusszytometrie (3.5.1), sowie der
Analyse der T-Zell-Proliferation mittels UVID (3.6) wurden die Ansatze sofort
weiterverarbeitet. Im folgenden sind die Methoden erlautert, die im Anschluss an

den Vollblustimulationstest verwendet wurden.

3.2. Enzyme-linked-immunosorbent-assay (ELISA)

Von den Vollblutansatzen wurden nach 24 h Costimulation Zellkulturtiberstande
in denen mittels ELISA die IL-4
Zytokinproduktion bestimmt werden sollte. In der Sandwich-ELISA-Technik wird

(e 1.5 ml) gewonnen, IL-2 sowie
eine Mikrotiterplatte mit einem spezifischen monoklonalen Primarantikérper
beschichtet, an den das zu untersuchende Zytokin im Rahmen einer Antigen-

Antikorper-Reaktion bindet. An die gebildeten Immunkomplexe lagert sich ein im
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nachfolgenden Schritt zugefugter 10slicher enzymgekoppelter Sekundarantikorper
gegen das zu untersuchende Antigen an. Durch Zugabe eines chromogenen
Substrats erfolgt die Katalyse einer Farbstoffreaktion, anhand derer die
Immunkomplex gebundenen Enzym-Substrat-Komplexe sichtbar gemacht werden
konnen. Mittels photometrischer Quantifizierung des Farbstoffumsatzes, wobei die
Immunkomplex gebundenen Markerenzyme mit Standards bekannter Enzym-
aktivitat verglichen werden, erfolgt die Bestimmung der gebundenen Zytokin-
menge.

Die Durchfuhrung der ELISA entsprach der Anleitung der Testkits.

3.3. RNA-Isolierung

Die Isolierung der RNA aus dem Vollblutansatz erfolgte nach Beendigung der
Inkubation (4, 8 oder 24 Stunden) in zwei Schritten. Zunachst wurden die
Erythrozyten lysiert, danach war es grundsatzlich moglich, das Leukozytenpellet
nach Resuspension in IMDM bis zu 3 Monaten bei —80° tiefzufrieren oder sofort
mit der RNA-Isolierung zu beginnen. Die eigentliche RNA-Isolierung erfolgte

mittels eines kommerziellen Kits (Pureskript RNA Isolation Kit).

Protokoll Erythrozytenlyse

e Kulturvolumen des Vollblutansatzes moglichst vollstandig aufnehmen und
in ein Zentrifugenréhrchen (50 ml) Gberflhren

e Mit 40 ml Hamolysepuffer versetzen

Adharente Zellen durch Zugabe von 1.5 ml Trypsin und 10 minutiger

Inkubation bei 37° 16sen

e GelGste Zellen ebenfalls in das Zentrifugenréhrchen tberflihren

e Abzentrifugation der mononuklearen Zellen (300 x g, 10 min, 4°)

e Verwerfen des Uberstandes

e Leukozytenpellet aufspilen und in ein steriles 1.5 ml fassendes
Reaktionsgefal® Uberflhren

e Mit ca. 1 ml Hamolysepuffer versetzen

e 10 min inkubieren

e Zentrifugation bei 300 x g fir 1 min

e Uberstand mit Pipette entfernen

e Das Leukozytenpellet sollte weild sein, da Hamoglobinverunreinigungen die

weiteren Reaktionsschritte beeintrachtigen konnen

e Gegebenenfalls Pellet erneut mit 1 ml Hamolysepuffer fir 5 min versetzen
und Pellet 1 min zentrifugieren

o Zellen 100 ul IMDM resuspendieren
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o Tieffrieren der resuspendierten Zellen bei —80° oder sofortiges Fortfahren
mit der RNA-Isolierung

Die resuspendierten Leukozyten wurden im Anschluss mit Hilfe anionischer
Detergentien lysiert, wodurch zellulare Bestandteile in Losung gebracht wurden.
Im Anschluss wurden kontaminierende Proteine und DNA durch Salzprazipitation
ausgefallt. Die sich in der wassrigen Phase des Ansatzes befindende RNA konnte
dann mit Isopropylalkohol prazipitiert werden. Die gesamte RNA wurde nach
einem Waschvorgang mit 70% Ethanol in RNAse-freiem Wasser aufgeldst und bis
zum Gebrauch bei —80° tiefgefroren oder sofort zur PCR eingesetzt.
Ribonukleasen sind ubiquitar vorkommende Enzyme, die in der Lage sind aus
RNA Mono- oder Oligonukleotide abzuspalten. Bei Isolierung und Umgang mit
RNA sind deshalb folgende Grundregeln zu beachten:

e Bei allen Arbeitsschritten sind Handschuhe zu tragen

e Es muss an einer sterilen Werkbank gearbeitet werden

e Es darf nur RNAse-freies Wasser verwendet werden

Protokoll RNA-Isolierung

e Resuspendierte Leukozyten in sterilem 1.5 ml Reaktionsgefall mit 450 pl
,Cell Lysis Solution“ versetzen

e Finfmal auf- und abpipettieren (evtl. vorhandenes Zellpellet sollte sich
weitgehend aufgeldst haben)

e Lysierte Zellen mit 150 ul ,Protein-DNA Precipitation Solution“ versetzen

e Vorsichtig ca. 20 mal auf- und abschwenken und Reaktionsgefal® fir
mindestens 5 min auf Eis stellen

e Zentrifugation bei 13000 x g flr 8 min

e Uberstand in ein neues, steriles 1.5 ml ReaktionsgefalR geben, das 600 pl
Isopropanol (100%) enthalt

e Reaktionsgefald vorsichtig ca. 50 mal hin- und herbewegen und mischen

e Bei einer Geschwindigkeit von 13000 x g flir 8 min zentrifugieren

e Uberstand verwerfen und kleines weiles RNA-Pellet mit 300 ul Ethanol
(70%) waschen

e Zentrifugation bei 13000 x g flr 1 min

e Uberstand vorsichtig entfernen

e Pellet fir ca. 10 min lufttrocknen lassen (bis sich kein Ethanol mehr im
Gefal befindet)

e RNA-Pellet in 300 ul RNAse freiem Wasser (,Nuclease-Free-Water®)
aufnehmen und fur mind. 30 min auf Eis stellen

e Resuspendierte RNA bestenfalls sofort fir PCR einsetzen oder bis zum
Gebrauch bei —80° (nicht langer als 1 Monat) tieffrieren
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3.4. Reverse-Transkriptions-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Grundlagen

1984 entwickelte Kary Mullis eine Methode zur Vervielfaltigung spezifischer DNA-
Sequenzen, die Polymerasekettenreaktion (PCR). Hier erfolgt mittels einer DNA-
Polymerase eine in-vitro-Replikation von DNA-Sequenzen, die von zwei
synthetischen Oligonukleotiden (sog. Primern) eingerahmt werden. Um eine
annahernd exponentielle Amplifikation der Zielsequenz zu erreichen, werden
folgende drei Schritte zyklisch wiederholt:

1. Strangtrennung: Hier werden die beiden Strange des urspringlichen DNA-
Molekuls durch kurzzeitiges Erhitzen in Einzelstrange getrennt.

2. Anlagerung von Primern (,Annealing’): Abkuhlung zur Hybridisierung
sequenzspezifischer  Oligonukleotide  (Primer) mit den jeweils
komplementaren DNA-Strangen. Sie dienen als Startmolekdle fur die DNA-
Synthese.

3. Primer-Extension: Die thermostabile Taqg-Polymerase aus dem thermo-
philen Bakterium Thermophilus aquaticus verlangert den komplementaren
DNA-Strang ausgehend von den Primern in 5’-3’ Richtung

Bei der Echtzeit- PCR werden zusatzlich spezielle Hybridisierungssonden
eingesetzt. Diese aus Oligonukleotiden bestehenden Sonden sind mit Fluores-
zenzfarbstoffen doppelt markiert. Wahrend der Annealing-Phase hybridisiert die
Sonde mit den Primern an den komplementaren Sequenzen. In der Exten-
sionsphase trifft die Taq-Polymerase auf die Sonde und generiert durch deren
Hydrolyse ein Fluoreszenzsignal. Dieses Fluoreszenzsignal ist sequenzspezifisch,
da nur 100%ig bindende Sonden hydrolysiert werden und steigt proportional mit
der Anreicherung an Amplifikat an. Mit Hilfe des ABI Prism 7700 Sequence
Detection Systems kann die Emission des Fluoreszenzsignals kontinuierlich alle
sieben Sekunden wahrend der Amplifikation fir jeden PCR-Ansatz einzeln
gemessen werden (Echtzeit).

Die PCR-Zyklenzahl, bei der das Fluoreszenzsignal die Hintergrundfluoreszenz
Uberschreitet, wird als Schwellenzyklus (C:) bezeichnet. Fluoreszenzsignale
werden dann als positiv gewertet, wenn die Signalintensitat um ein zehnfaches

grofler ist als die Standardabweichung der Grundfluoreszenz [Heid et al., 1996].



Methoden 23

Mit Hilfe von Standardkurven kann durch Berechnung des Schwellenzyklus die
Quantifizierung spezifischer Nukleinsauremolekule in der Probe erfolgen.
Die in den vorliegenden Untersuchungen verwendeten Sequenzen von Primern
und Sonden fur B-Aktin, IL-2, IL-4 und TNF-a sind in Tabelle 4 dargestellt.

3.4.1. Quantitative RT-RCR

Um mRNA mittels Polymerasekettenreaktion nachweisen zu konnen, erfolgt
zunachst mit Hilfe einer RNA-abhangigen-DNA-Polymerase (Reverse Trans-
kriptase) die Erzeugung eines komplementaren DNA-Stranges (cDNA) aus der
RNA-Zielsequenz. Der cDNA-Strang dient als Matrize, um in der anschlieRenden
Polymerasekettenreaktion in vitro vervielfaltigt zu werden. Reverse-Transkription
und PCR finden unmittelbar aufeinander folgend in einem geschlossenen
Reaktionsgefal} statt.

Das Protokoll fur die quantitative Bestimmung von Zytokin mRNA mittels Echtzeit-
PCR wurde 1999 von Hartel et al. beschrieben.

In der vorliegenden Studie folgte nach Isolierung der RNA aus dem jeweiligen
Probenmaterial die Vorbereitung des RT-PCR-Ansatzes nach unten aufgefihrtem
Protokoll. Die vorbereiteten PCR-Mehrfachansatze (Mastermix), diese enthielten
alle Reagenzien mit Ausnahme der RNA-Proben, wurden in optische Reaktions-
gefalle (MicroAmp Optical Tubes and Optical Caps, Applied Biosystems, Foster
City, USA) pipettiert. Im Anschluss wurden Negativkontrollen, verdinnte
Standards bzw. Proben-RNA jeweils in zweifachem Ansatz in die Reaktionsgefale
gegeben und amplifiziert. Die PCR-Reaktionen fanden alle auf einem 96-Proben-
Mikroplattenformat statt. Die quantitative Erfassung von mRNA-Kopien erfolgte mit
Hilfe des ABI PRISM 7700Sequence Detection Systems.

Protokoll

e |solierung von totaler RNA ( 3.3)
e RT-PCR-Ansatz (50 ul) auf Eis:

Tabelle 3: RT-RCR-Ansatz

Reagenz Ausgangsmenge
10 x TagMan-A-Puffer 5l

MgCl, (25 mM) 7 ul

dATP, dCTP, dGTP (je 10 mM) je 1.5yl
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dUTP (20 mM) 1.5 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
AmpliTaqGold Polymerase (1.25 U) 0.25 pl
RNA-Probe, Standard oder| 20 pl
Negativkontrolle Aqua dest.,| ad 50 pl
nukleasefrei

e Durchfuhrung des PCR-Programms auf dem Fluoreszenz-Detektor:
o 48°C fur 30 min reverse Transkription
95°C fur 10 min Aktivierung der Tag-Polymerase
40 PCR-Zyklen bestehend aus:
95°C fur 15 sec denaturieren
60°C fur 1min 30 sec Annealing und Extension
anschliellend Temperatur auf 25°C halten
e Auswertung der PCR-Kinetik mit Bestimmung der Schwellenzyklen fur die
Fluoreszenzemission
e Quantifizierung der mMRNA

0O O O O O

3.4.2. Quantifizierung der Zytokin mRNA-Expression

Die Quantifizierung von RNA in unbekannten Proben bendtigt die Berechnung des
Schwellen-Zyklus C; durch die System-Software sowie die Erstellung von
Standardgleichungen, aus denen die Startkopienzahl ermittelt werden kann.

Fur die Herstellung der Standards wurden cDNA-Fragmente mit Hilfe des Original
TA Cloning Kits (Invitrogen, San Diego, USA) kloniert, die p-Aktin, IL-2, IL-4 und
TNF-a kodieren.

Aus Standardpraparationen mit definierten Mengen an Standard Molekilen der
oben genannten Zytokine sowie B-Aktin wurden Verdunnungen (1x107, 1x 10°,
1x10°, 1x10* 1x10°, 1x10®> — hier wurden Molekile einer Stockldsung mit
bekannter Konzentration mit Wasser verdinnt) im Dreifachansatz vorbereitet und
amplifiziert. Die Standardkurven wurden im Anschluss anhand der Standard-
Amplifikation generiert. Die Erstellung von Zytokin-Standardkurven und die
Ableitung von Standardgleichungen ermdglicht die absolute Quantifizierung
unbekannter Zytokin-Konzentrationen bzw. Startkopienzahlen.

Die Gensequenz von B-Aktin, einem Gen das fur ein Zytoskelett-Protein kodiert
und konstant exprimiert wird (sog. Housekeeping Gene) [Kruse et al., 1997] wird

als RT-PCR Kontrolle simultan quantifiziert. Die mRNA-Expression von B-Aktin
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wurde jeweils als Normalisierungsfaktor fur Variationen in der Zellzahl, der
Probenpraparation und der Amplifikationseffizienz bestimmt [Hartel et al., 1999].

In den vorliegenden Untersuchungen wurde unter Verwendung der B-Aktin-
Standardkurve und dem B-Aktin-Ci-Wert der unbekannten Probe, die bestimmte
Zytokin-Kopienzahl der unbekannten Probe auf 10° B-Aktin  mRNA Kopien

bezogen (normalisiert).

Standardgleichungen

x = Zytokin-Startkopienzahl

y = Schwellenzyklus C;

B-Aktin  y=-4.04log x + 46.6
IL-2 y=-4.291log x + 49.5
IL-4 y=-4.28log x + 48.5
TNF-a y=-3.60log x + 36.0

Normalisierungsfaktor (NF)

NF = 10° : B-Aktin-Kopienzahl
NF x Kopienzahl = Kopienzahl / 10° B- Aktin-Kopien

Tabelle 4: Sequenzen der Primer und Sonden fir die quantitative RT-PCR

Oligonukleotid Sequenz (5’ 3’)

R-Aktin sense TCACCCACACTGTGC CCATCTACGA
R-Aktin Sonde ATG CCC TCC CCCATG CCATCC TGC

R-Aktin antisense CAG CGGAACCGCTCATTG CCAATGG

IL-2 sense GAA TGG AAT TAATAATTACAAGAATCCC
IL-2 Sonde AGG ATG CTC ACATTT AAG TTT TAC ATG CCC
IL-2 antisense GAC ACT GAAGAT GTTTCAGTTCTG T

IL-4 sense AAC AGC CTC ACA GAG CAG AAG ACT

IL-4 Sonde TGC TGC CTC CAA GAA CAC AAC TGA

IL-4 antisense GCC CTG CAG AAG GTTTCCTT
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TNF-a sense AGG CGGTGC TTGTTC CTC A

TNF-o Sonde CCA GAG GGAAGAGTTCCCCAGGGAC
3.5. Durchflusszytometrie

Grundlagen

Die Durchflusszytometrie erlaubt eine gro3e Anzahl von Zellen in kurzer Zeit auf
physikalische sowie fluoreszierende Eigenschaften hin zu analysieren.

Im Durchflusszytometer (fluorescence activated cell sorter: FACS) werden
suspendierte Zellen in einer Flusszelle (flow cell) durch einen umgebenden
Flussigkeitsstrom hydrodynamisch fokussiert, um einen Laserstrahl einzeln und
nacheinander passieren zu kdnnen. Durch physikalische Eigenschaften der Zellen
wird Streulicht erzeugt, anhand dessen Zellen mit Hilfe von Photodetektoren
entsprechend ihrer Grolde (Vorwartsstreulicht 3°-10°) und ihrer “Granularitat
(Seitwartsstreulicht 90°) registriert werden kdnnen.

Zur  Untersuchung  weiterer  Merkmale, z.B. der Analyse von
Oberflachenmolekilen, kénnen die Zellen zusatzlich mit Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelten, monoklonalen Antikorpern markiert werden. Die Fluorochrome
werden im FACS durch einen Laserstrahl angeregt und die Lichtsignale
entsprechend ihrer Intensitat mit Hilfe von Photodetektoren in elektrische Impulse
umgewandelt. Das Durchflusszytometer wertet die jeweilige mittlere
Fluoreszenzintensitat des Fluoreszenzsignals und die jeweilige Farbstoff-
konzentration bzw. Antikdrperkonzentration aus. Gemessen wird in Protokollen,
die eine Darstellung der verschiedenen untersuchten Parameter gegeneinander in
Histogrammen erlauben. Bestimmte Zellpopulationen kdnnen herausgegriffen und
in den folgenden Untersuchungen separat analysiert werden (,Gating®).

Durch Kombination verschiedenfarbig markierter Antikorper lalkt sich eine
Zellpopulation, fUr die ein bestimmter Antikorper spezifisch ist, mit Hilfe des
zweiten weiter unterteilen.

Die folgenden Untersuchungen wurden alle an einem EPICS XL MCL (Beckman-
Coulter) Durchflusszytometer, ausgestattet mit einem einzelnen, gekuhlten
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Argonlaser mit einer Wellenlange von 488 nm, durchgefuhrt. Die in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Fluorochrome waren Fluoresceinisothiocyanat
(FITC), Phycoerythrin (PE) sowie der DNA-Farbstoff 7 AAD, wobei der grine
Wellenlangenbereich (FITC) mit einem Band-Pass Filter bei 525 nm, das
orangene Farbspektrum (PE) mit einem Band-Pass-Filter bei 575 nm und der
tiefrote Wellenlangenbereich (7 AAD) mit einem Band-Pass Filter bei 675 nm
gemessen wurde.

Alle Messungen wurden bei niedrigem Probendruck durchgefuhrt und mindestens

10000 Zellen gemessen.

3.5.1. Analyse von Aktivierungsmarkern (CD25/CD69 Expression) auf der
Oberflache von T-Lymphozyten mittels Durchflusszytometrie

Fur die Bestimmung der CD25 und CD69 Expression auf der Zelloberflache wurde
mit EDTA versetztes Vollblut, nach unter 3.1 beschriebenem Protokoll, jeweils im
Doppelansatz fur 24 Stunden inkubiert. Im Anschluss sollte mittels
Durchflusszytometrie der Prozentsatz CD4'-T-Zellen die entweder CD25 oder
CD69 auf ihrer Oberflache prasentieren, verglichen werden. Aufgrund der
Autofluoreszenz von Zellen und moglicher unspezifischer Bindungen der
Antikdrper wurden isotypische Immunglobuline als Leerwert (Negativkontrolle)

mitgefuhrt.

Protokoll

e 100 ul Vollblut in ein Reaktionsgefald geben, Antikérper nach unten
aufgefliihrtem Schema hinzugeben und mischen

e 10 min bei RT inkubieren

e Im Erythrozytenlysator (Coulter-Multi-Q-Prep) Erythrozyten lysieren und
Leukozyten fixieren

e Messung der Rezeptorexpression im Durchflusszytometer

Tabelle 5: Antikérperkonzentration

Ansatz 1 MslgG1 FITC / MslgG2a RD1 20l / 10wl

Ansatz 2 CD4FITC |/ CD25PE 20l / 5l

Ansatz 3 CD4FITC / CDG69PE 20 / 20
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Tabelle 6: Monoklonale Maus-Anti-Human-Antikdrper

Antigen Klon Isotyp Konjugat
CD4 RPA-T4 Maus 1gG1 « FITC

CD 25 1HT44H3 Maus IgG 2a PE

CD 69 L78 Maus 1gG1 « PE

Isotyp Maus IgG 1 « |MOPC-21 Maus IgG 1 « FITC
Isotyp Maus IgG2a |U7.27 Maus IgG2a RD1

3.6.

UV-induzierte Detektion (UVID)

Grundlagen

Das Prinzip der UVID Technologie (UV-induzierte Detektion) wurde 2000 von

Hammers et al. beschrieben.

Die UVID Methode erlaubt eine Detektion von halogenierten Pyrimidinen in DNA

synthetisierenden Zellen (S-Phase Zellen) unter Erhaltung antigener Strukturen.

Dieses durchflusszytometrische Verfahren erlaubt somit die Abschatzung

proliferativer Aktivitat unterschiedlicher Zellpopulationen [Hammers et al., 2002].

Das UVID Verfahren besteht grundsatzlich aus drei Schritten:

1.

Inkubation mit dem Thymidin-Analogon 5-Bromo-2-Deoxyuridine (BrdUrd)
und anschlieRender UV-Bestrahlung mit partieller Photolyse von BrdU. Hier
wird BrdUrd in DNA synthetisierende Zellen aufgenommen und in die neu
entstehenden DNA-Strange eingebaut. Der Nachweis von BrdU in
unbehandelten Zellen ist nicht méglich. Mit Hilfe von UV B-Bestrahlung der
zu untersuchenden Zellen kommt es zu einer partiellen Photolyse des
halogenierten Pyrimidins. Die dabei entstehenden Radikale fihren in der

Nachbarschaft des photolysierten BrdU zur Schadigung der DNA.

2. Fixierung und somit Stabilisierung der Zellen

. Hypotone Behandlung und Detektion von BrdUrd. Die vorbehandelten

Zellen bzw. Zellkerne werden einem hypotonen Puffer ausgesetzt. Dies
ermoglicht die Bindung monoklonaler Antikérper (Anti-BrdU, FITC markiert)
an das verbliebene Analogon und erlaubt somit eine Identifizierung DNA
synthetisierender Zellen. Die zusatzliche Farbung mit dem DNA-Vital-
farbstoff 7AAD ermoglicht zusatzlich zur Abgrenzung von Gg;i-Phase Zellen
(einfacher DNA-Gehalt) und G,/M Phase Zellen (doppelter DNA-Gehalt)

den Ausschlul® von aggregierten Zellen.
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Zusatzlich ist durch Zugabe konjugierter, monoklonaler Antikorper die Analyse
bestimmter Oberflachenmolekile und somit eine Charakterisierung der Zellen
moglich. Die folgenden Messungen am Durchflusszytometer erfolgten in der 3-
Farb-Fluoreszenz.

Zur Untersuchung der T-Zell-Proliferation (% der S-Phase-Zellen) nach 72h
Stimulation mit Anti-CD3/Anti-CD28 mAb (3.1) wurde eine modifizierte Form des

oben beschriebenen Assays verwendet.

Protokoll

e Lithium-heparinisiertesVollblut jeweils im Doppelansatz in Zellkulturflaschen
Uberfuhren, mit Medium versetzten (siehe 3.1.), vorinkubieren und wie
beschrieben mit Anti-CD3/Anti-CD28 mAb flr 72 h stimulieren

BrdUrd Inkubation / Zellen ernten

e Zellkultur mit 30 pl BrdU Stocklésung / 10 ml Zellsuspension (= 30 uM)
versetzen

e 60 min bei 37° und 5% CO; inkubieren (direkte Lichtexposition vermeiden)

e 10 ml Zellsuspension sorgfaltig in ein Zentrifugenréhrchen (15 ml) auf
Ficoll-Gradienten schichten (Biocoll : verdunntes Blut, 1:2)

e |solierung der mononuklearen Zellen Uber Ficoll-Gradienten-Zentrifugation
fir 20 min bei 300 x g

e Interphasering mit mononuklearen Zellen mittels Pipette vorsichtig
absaugen

e Mit 10 ml PBS waschen und fir 10 min bei 300 x g zentrifugieren

e Uberstand verwerfen, Zellen in 1 ml PBS resuspendieren und in ein
Eppendorf Réhrchen Uberflihren

UV-Bestrahlung

¢ 5 min mittels UV-Lampe bestrahlen, hierbei die Lampe aufrecht stellen und
die Réhrchen direkt auf die Filterflache aufbringen

e Bei 300 x g fur 10 min zentrifugieren

e Uberstand abnehmen und Zellen mit 100 pl PBS resuspendieren

Immunphé&notypisierung

e Zugabe von 20 ul anti-CD4 PE (Klon RPA-T4), aufmischen und 20 min im
Dunkeln inkubieren

e Zellen mit 1000 ul PBS waschen und fur 3 min bei 3000 rpm zentrifugieren

e Uberstand abnehmen
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e Zellenin 100 ul PBS aufnehmen

Fixierung

e Fixierungslosung frisch aus 100 ul DMS-Stammlésung und 1000 ul DMS-
Puffer (600 mg TRIS + 100 mg Na-SO4 in 100 ul Aqua dest.) herstellen,
mischen, 1000 ul auf Zellen geben und erneut aufmischen

5 min bei RT inkubieren

Zellen 3 min bei 3000 rpm herunterzentrifugieren

Uberstand abnehmen und Zellen in 100 pl PBS resuspendieren

Zellen in FACS Rohrchen Uberfuhren

Hypotone Behandlung / Fluoreszenz

1000 ul Aqua dest hinzugeben

50 pl 0.1 M Borax pH 8,0 hinzugeben

20 pl anti BrdUrd FITC (Klon Bu20a) hinzugeben
20 ul 7AAD Stocklésung hinzugeben

Roéhrchen kurz mischen

Mindestens 60 min bei RT im Dunkeln inkubieren

Im Anschluss durchflusszytometrische Messung am EPICS XL MCL (Beckman-
Coulter) Durchflusszytometer, hierbei mindestens 10000 Zellen der Zielpopulation

unter ,low sample pressure* akquirieren.

3.7. Studiendesign

3.7.1. Probanden und Patienten

Fur die Untersuchung der pharmakodynamischen Wirksamkeit von Tacrolimus in
vitro, setzte sich die Gruppe gesunder Probanden aus 11 freiwilligen
Blutspendern, 8 Frauen und 3 Mannern, des Instituts flir Immunologie und
Transfusionsmedizin des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus
Libeck (damaliger Direktor: Prof. Dr. med. H. Kirchner) zusammen. Die Pro-
banden waren zwischen 25 und 40 Jahre alt und Nichtraucher. Sie zeigten
wahrend des Untersuchungszeitraums keinerlei Hinweise auf eine voraus-
gegangene Infektion.

Fir die nachfolgende ex vivo Studie dienten 4 Empfanger einer Lebend-
nierenspende am Transplantationzentrum des Universitatsklinikums Schleswig-

Holstein, Campus Lubeck (damaliger Leiter: Prof. Dr. med. L. Fricke). Das
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Patientenkollektiv bestand aus zwei Mannern und zwei Frauen im Alter zwischen
30 und 74 Jahren. Wahrend des Untersuchungszeitraumes zeigte keiner der
Patienten Anzeichen einer bakteriellen oder viralen Infektion, einer der
untersuchten Patienten zeigte nach Transplantation Anzeichen einer akuten
allogenen TransplantatabstoBung. Als Ausschlusskriterien galten akute Infek-
tionen oder maligne Erkrankungen. Details zu den einzelnen Patienten sind in
Tabelle 7 wiedergegeben.

Die von uns rekrutierten Patienten erhielten vor Transplantation Uber einen
Zeitraum von 96 Stunden eine Tacrolimus Monotherapie, die ab dem Trans-
plantationstag durch Azathioprin und Methylprednisolon erganzt wurde. Die initiale
Dosierung der Tacrolimus Monotherapie erfolgte anhand des Korpergewichtes
(KG) des jeweiligen Patienten (0,15 mg/kg KG/Tag verteilt auf 2 Medi-
kamentendosen in 12 Stunden Intervallen); die anschliel’iende Steuerung erfolgte

nach Blutspiegeln.

Die Studie wurde von der Ethikkommission des Universitatsklinikums Schleswig-
Holstein, Campus Lubeck genehmigt, Aktenzeichen 00-105, vom 24.10.2000.

3.7.2. In-vitro-Studie mit gesunden Probanden

Um die individuelle pharmakodynamische Wirksamkeit von Tacrolimus in vitro zu
untersuchen wurden Vollblutansatze gesunder Probanden (n=11) verwendet. Die
Blutentnahmen fanden um 8:00 Uhr morgens statt, um tageszeitliche
Schwankungen als mdgliche Fehlerquelle zu minimieren. Das Vollblut wurde
innerhalb von 2 Stunden nach Entnahme verdinnt (3.1) und fir 2 Stunden nach
Zugabe von Tacrolimus in unterschiedlichen Konzentrationen (0, 12.5, 25 oder
100 ng/ml) vorinkubiert (3.1). Im Anschlul erfolgte die T-Zell-spezifische
Stimulation mit Anti-CD3/Anti-CD28 mAb bzw. nur mit Anti-CD3 mAb (3.1). Die
anschlielRende Inkubationszeit betrug je nach MaRRgabe der Experimentierordnung
4, 8, 24 oder 72 Stunden (3.2-3.6).

Die in vitro Effekte von Tacrolimus wurden gegenlber wirkstoffreien Kontrollen

charakterisiert.
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3.7.3. In-vitro- vs. Ex-vivo- Studie mit Patienten unter immunsuppressiver
Therapie
Um individuelle pharmakodynamische Effekte von Tacrolimus in vitro untersuchen
und ex vivo Effekten gegenlber stellen zu konnen, wurde Vollblut von vier
Empfangern einer Lebendnierenspende verwendet (Tabelle 7). Bei diesen
Patienten wurde 96 Stunden vor Transplantation mit einer peroralen Tacrolimus-
gabe (Prograf®, Fujisawa, Minchen) begonnen.
Fur die in-vitro-Studie wurde peripher-venéses Blut vor Tacrolimus (Prograf)
Erstgabe entnommen. Das Vollblut wurde verdunnt (3.1) und fur 2 Stunden ohne
Tacrolimus (Tacrolimus-freie Kontrolle) sowie mit einer Tacrolimuskonzentration
von 25 ng/ml inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Stimulation mit Anti-CD3/Anti-
CD28 mADb (3.1) fur 4 und 24 Stunden.
Fur die ex vivo Studie wurde Vollblut nach einer 96-stindigen Tacrolimus
Monotherapie, die die Patienten vor Transplantation erhielten, entnommen. Die
Blutentnahmen erfolgten am Tag 5 der Tacrolimus Monotherapie (nach 96
Stunden Monotherapie) vor der morgendlichen Tacrolimus Einnahme (Talspiegel,
0 h n.E.), 2 h nach Einnahme (2 h n.E.), sowie 4 h nach Medikamenteneinnahme
(4 h nE). Parallel wurde die Medikamentenkonzentration mittels
Fluoreszenzpolarisation [Wallemacq et al., 1997] (mit freundlicher Unterstltzung
von Herrn Prof. Dr. med H. Iven, Institut fir klinische und experimentelle
Pharmakologie und Toxikologie der Universitat Lubeck) bestimmt. Das Vollblut
wurde wie unter 3.1 beschrieben weiterbehandelt und nach Zugabe von Anti-
CD3/Anti-CD28 mAD fur 4 und 24 Stunden stimuliert.
Zur anschliellenden Untersuchung der IL-2 mRNA Expression wurden die

Vollblutkulturdoppelansatze wie unter 3.2 und 3.3 beschrieben weiterbehandelt.

Tabelle 7: Patientendaten unter Tacrolimusmonotherapie

Patient | Alter | Geschlecht | Erkrankung | Ab Mismatch | CMV | Rej Oh 2h 4h
nE. |[nE. |nE.
I 39 w PN 2% 1-2-2 ++ Nein (5,7 13,0 |9,0
I 64 m PN Nein | 1-2-1 -/+ Ja 30,8 (63,9 71,6
1 30 m degNP Nein | 1-1-1 -/+ Nein |16,9 (38,4 (26,8
v 38 w RN Nein | 1-1-1 -/- Nein |95 (24,3 (123
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Alter: in Jahren;
Geschlecht: m = mannlich, w = weiblich;
Erkrankung: PN = chronische Pyelonephritis; degNP = degenerative Nephropathie;
RN = Refluxnephropathie;
Ab: praformierte HLA-Antikorper;
Mismatch: HLA-mismatch in HLA A - HLA B - HLA DR;
CMv: Cytomegalievirus, Status von Empfanger/Spender;
Rej: akute AbstoRung Ja/Nein;
Oh n.E.: 0 Stunden (h) nach Tacrolimuseinnahme (n.E.), Tacrolimus Talspiegel (ng/ml);
2h n.E.: Tacrolimus Spiegel (ng/ml) 2 Stunden nach Medikamenteneinnahme;
4h n.E.: Tacrolimus Spiegel (ng/nl) 4 Stunden nach Medikamenteneinnahme
3.8. Statistische Verfahren
Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des computergestitzten

Programmes SPSS fur Windows (Version 16.0, SPSS GmbH, Mdinchen,
Deutschland). Angewendet wurden der Mann-Whitney U-Test und der Wilcoxon
Rangsummentest flr den verteilungsunabhangigen Vergleich zweier unab-
hangiger Stichproben.

Der verteilungsunabhangige Vergleich zweier verbundener Stichproben erfolgte
mit Hilfe des Wilcoxon-Tests.

Fur den verteilungsunabangigen Vergleich mehrerer verbundener Stichproben
wurde der Friedman-Test durchgefuihrt. Wurde hier ein signifikanter Unterschied
gefunden, wurde dieser im Anschlul3test von Wilcoxon-Wilcox naher differenziert.
Zweiseitige p- Werte <0.05 wurden als statistisch signifikant angesehen.
Signifikante Unterschiede wurden wie folgt dargestellt: * p < 0.05.

(Abb. 5) wurde mittels

Jonckheere-Terpstra-Test Uberprift. Ein p<0.05 nach Bonferroni-Korrektur fir

Die Dosisabhangigkeit der kumulierten Expression

multiples Testen wurde als signifikant gewertet. Die Statistik wurde mit Gnu-R

(URL: www.r-project.org) durchgeflhrt.
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4. Ergebnisse

41. In-vitro-Charakterisierung der individuellen Tacrolimus-Sensitivitat

In der in-vitro-Untersuchung wurde der Einfluss von Tacrolimus auf Parameter der
T-Zell-Aktivierung an gesunden Probanden untersucht. Vollblutproben wurden mit
einer Antikorperkonzentration von je 1 pg/ml Anti-CD3 und Anti-CD28 stimuliert.
Die Analyse der Proben erfolgte ohne (Kontrolle) und mit Tacrolimus. Der Einfluss
von Tacrolimus auf Parameter der T-Zell-Aktivierung wurde im Vergleich zur

Tacrolimus-freien Kontrolle charakterisiert.

4.1.1. Effekte von Tacrolimus auf die Zytokin mRNA Expression

Die Wirkung von Tacrolimus auf die IL-2 und IL-4 mRNA Expression wurde bei 11
Probanden untersucht. Die Tacrolimuskonzentration in den Proben war 25 ng/ml,
die Stimulationsdauer betrug 24 Stunden.

Die quantitative Bestimmung der Zytokin-mRNA der Proben erfolgte mittels
Echtzeit-PCR. Um schwankende Lymphozytenkonzentrationen oder eine
variierende Effizienz bei RNA-Isolation, reverser Transkription und PCR-
Amplifikation auszugleichen, wurde die gemessene Zytokin-Kopienzahl auf 10° p-
Aktin mRNA Kopien bezogen (Normalisierung).

Die quantitative Bestimmung der Zytokin mRNA Expression erfolgte fur jeden
Probanden in 4 Proben, die innerhalb von 8 Monaten entnommen wurden. Die
individuelle Wirkung von Tacrolimus war flr jeden Probanden in 4 Messungen
wiederholbar. Probanden, die mit einer Suppression der Zytokin mRNA
Expression reagierten, zeigten dies reproduzierbar in allen 4 Analysen.
Probanden, die unter Tacrolimus eine Erhdhung der Zytokin mRNA Expression
aufwiesen, zeigten in allen 4 Messungen einen Anstieg der Kopienzahlen. Fir
jeden Probanden wurde die Zytokin mRNA Expression als Mittelwert *
Standardabweichung (SD) angegeben (Abb.1 und Abb. 2).

IL-2 mRNA Expression

Die IL-2 mRNA Expression der 11 untersuchten Probanden zeigte nach 24
Stunden Stimulation mit Anti-CD3/Anti-CD28 mAb in den wirkstofffreien Kontrollen

ein inhomogenes Expressionsmuster (Abb. 1). Die héchsten Kopienzahlen wurde
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bei Proband V gemessen, die niedrigsten bei Proband VIII (Proband V: 242959 +
70518 1L-2 mRNA Kopien vs. Proband VIII 40063 + 19967 IL-2 mRNA Kopien/10°
Kopien B-Aktin, Mittelwert + SD).

Unter Tacrolimus wurde die hochste IL-2 mMRNA Expression ebenfalls bei Proband
V gemessen, die niedrigsten Kopienzahlen wurde fur Proband XI ermittelt
(Proband V: 594427 + 172455 |IL-2 mRNA Kopien vs. Proband XI: 35678 + 18191
IL-2 mRNA Kopien/10°® Kopien B-Aktin, Mittelwert + SD).

Die Untersuchung zeigte bei einer Tacrolimuskonzentration von 25 ng/ml und 24
Stunden Costimulation eine individuell unterschiedliche Wirkung von Tacrolimus
auf die IL-2 mRNA Expression der 11 Probanden. Bei 3 der 11 Probanden (ll, X,
Xl) kam es zu einer Reduktion der IL-2 mRNA Expression um mehr als 50 %. Bei
2 der 11 Probanden (VI, VIII) war die Suppression geringer als 50 %. Bei 6 von 11
Probanden lagen die Kopienzahlen Uber denen der Tacrolimus-freien Kontrolle (>
50 % Zunahme der IL-2 mRNA Expression gegenuber der Kontrolle bei

Probanden |, V und VIIl, < 50 % Zunahme der IL-2 mRNA Expression bei

800000

1 Kontrolle
I Tacrolimus 25 ng/ml in vitro

600000 -
400000 -

200000 -

A L

| Il I} I\ VI Xl

IL-2 mRNA-Kopien / 10° B-Aktin mRNA Kopien

Probanden
Abbildung 1: Individuelle Wirkung von Tacrolimus auf die IL-2 mRNA Expression gesunder
Probanden unter Anti-CD3/Anti-CD28 mAb Costimulation
IL-2 mRNA Expression 11 gesunder Probanden (I-XI) nach 24 h Costimulation mit Anti-CD3/Anti-
CD28 mAb. Tacrolimus freie Kontrolle o , sowie unter in vitro Zugabe von Tacrolimus (25 ng/ml) m.
Mittelwerte + Standardabweichungen (SD, n=4), der IL-2 mRNA-Expression (Kopienzahl
normalisiert auf 10° B-Aktin mRNA-Kopien). Die Mittelwerte beziehen sich auf 4 Messungen /

Proband in 8 Monaten.
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Probanden IlI, IV und IX). Fur jede Probe wurdejeweils die IL-2 mRNA Expression
in einem unstimulierten Ansatz gemessen (339 + 407 IL-2 mRNA Kopien / 10° p-

Aktin mRNA-Kopien, Mittelwert + SD).

IL-4 mRNA Expression

Fur die IL-4 mRNA Expression wurden in den Kontrollen bei Proband | die
hdchsten Kopienzahlen gemessen (Abb. 2), die niedrigsten Werte hatte Proband
Il (Proband |: 19498 + 6984 vs. Proband IlI: 2609 + 1872 IL-4 mRNA Kopien / 10°
B-Aktin mRNA-Kopien, Mittelwert + SD). Unter Tacrolimus waren die Kopienzahlen
ebenfalls bei Proband | am hdchsten, die niedrigste IL-4 mRNA Expression wurde
fur Proband VII ermittelt (Proband I: 13433 £ 1984 vs. Proband VII 1179 + 830 IL-4
mRNA Kopien / 10° B-Aktin mRNA-Kopien, Mittelwert + SD).

Die IL-4 mRNA Expression war nach 24 Stunden Stimulation und einer

Tacrolimuskonzentration von 25 ng/ml bei allen 11 Probanden reduziert (Abb. 2).

1 Kontrolle
25000 - EE Tacrolimus 25 ng/ml in vitro

20000 -

15000 -

10000 -+

5000 -

ﬂﬁiiii

Il 1] v \ \ Vil Vil IX X Xl

IL-4 mRNA Kopien / 10° B-Aktin mRNA Kopien

Probanden

Abbildung 2: Suppressiver Effekt von Tacrolimus auf die IL-4 mRNA Expression gesunder
Probanden unter Anti-CD3/Anti-CD28 mAb Costimulation

IL-4 mRNA Expression 11 gesunder Probanden (I-XI) nach 24 h Stimulation mit Anti-CD3/Anti-
CD28 mAb. Tacrolimus freie Kontrolle o und unter in vitro Zugabe von Tacrolimus (25 ng/ml) m.
Mittelwerte * Standardabweichungen (SD, n=4) der IL-4 mRNA Expression (Kopienzahl
normalisiert auf 10° B-Aktin mRNA-Kopien). Die Mittelwerte beziehen sich auf 4 Messungen /

Proband in 8 Monaten.
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Die Suppression lag zwischen 20 % (Proband VI) und 84 % (Proband Xl) und wies
im Probandenkollektiv (n=11) statistische Signifikanz auf (p = 0.003).

Um eine Vorstimulation der Vollblutkulturen auszuschliel3en, wurde die IL-4 mRNA
Expression jeweils in Ansatzen ohne Anti-CD3/Anti-CD28 mAb Stimulation
gemessen (43 + 17 mittlere IL-4 mRNA Kopienzahl £ SD).

4.1.2. Effekte von Tacrolimus auf weitere Parameter der T-Zell-Aktivierung

Im Folgenden wurde die Wirkung von Tacrolimus (25 ng/ml) auf weitere
Parameter der T-Zell-Aktivierung, wie IL-2 und IL-4 Proteinsekretion, die
Expression der Oberflachenmarker CD25 und CD69 und die T-Zell-Proliferation
analysiert (Abb. 3).

IL-2 und IL-4 Proteinsekretion

IL-2 und IL-4 Proteinsekretion wurden nach 24 Stunden Stimulation aus
Uberstanden der Vollblutkulturansatze mittels ELISA untersucht. Die IL-2
Proteinsekretion war nach 24 Stunden Stimulation unter Zugabe von Tacrolimus
bei allen untersuchten Probanden gegenuber der Tacrolimus-freien Kontrolle
erniedrigt. Sie betrug in den Kontrollen im Mittel 288 + 263 pg/ml, unter Tacrolimus
158 + 163 pg/ml (Mittelwert + SD, p = 0.003, n=11) (Abb. 3a). Die IL-4
Proteinsekretion betrug nach 24 Stunden Stimulation in den Kontrollen im Mittel 9
pg/ml + 6 pg/ml (Mittelwert £+ SD, n=11), unter Tacrolimus war die IL-4

Proteinsekretion nicht mehr nachweisbar.

Expression der Aktivierungsmarker CD25/CD69

Die Expression von Aktivierungsmarkern (CD25/CD69) auf der Oberflache von T-
Lymphozyten (Aktivierungsmarkerexpression in % CD4" T-Zellen, die CD25 oder
CD69 auf ihrer Oberflache exprimieren) wurde nach 24 Stunden Stimulation
mittels Durchflusszytometrie analysiert.

Die CD25 Expression war im Vergleich zu den wirkstofffreien Kontrollen bei allen
Probanden unter Tacrolimus reduziert (48.6 £ 9.6 % vs. 41.9 £ 9.7 % Mittelwert +

SD, p = 0.01, n=11). Auch die Expression von CD69 war bei allen Probanden
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vermindert (41.4 £ 10.5 % vs. 31.9 £ 11.9 %, Mittelwert + SD, p= 0.003, n=11)
(Abb. 3 b).

T-Zell-Proliferation

Die T-Zell-Proliferation (CD4" und CD4 Zellen) wurde nach 72 Stunden
Stimulation mittels UVID (in % der Bromodeoxyuridin-inkorporierenden Zellen in
der S-Phase) gemessen.

Die Proliferationsrate CD4" Zellen betrug in den Kontrollen im Mittel 53 + 5.3 %,
sie war unter Tacrolimus bei allen Probanden reduziert (38.2 £ 5 % Mittelwert +
SD, p = 0.003, n=11) (Abb.3 c). Die Proliferationsrate CD4" Zellen war im
Vergleich zu den Kontrollen unter Tacrolimus ebenfalls bei allen Probanden
herabgesetzt (36 + 6.9 % vs. 18.7 + 6 % Mittelwert + SD, p = 0.003, n=11)
(Abb. 3c).

Im Unterschied zur IL-2 mRNA Expression zeigte Tacrolimus bei einer
Konzentration von 25 ng/ml bei allen Probanden in vitro einen gleichsinnigen
Effekt, und fuhrte zu einer Reduktion der IL-2 Proteinsekretion, der Expression der
Oberflachenmarker (CD25 und CD69) sowie der Proliferationsrate von CD4" und
CD4" T-Zellen.
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Abbildung 3: Effekte von Tacrolimus auf weitere Parameter der T-Zell-Aktivierung

Vollblutkulturen von 11 Probanden wurden 24 Stunden (IL-2 Protein Sekretion, CD25/CD69
Expression auf der Oberflache CD4+ Zellen) bzw. 72 Stunden (Proliferation CD4+ und CD4- T-
Zellen) mit 1 pg/ml Anti-CD3/Anti-CD28 mAb stimuliert. Dargestellt sind die Ergebnisse der
Tacrolimus freien Kontrolle (1), sowie die Ergebnisse unter Zugabe von 25 ng/ml Tacrolimus (ll). a)
IL-2 Proteinsekretion in pg/ml, b) Aktivierungsmarkerexpression in Prozent der CD4+ T-Zellen, die
CD25 oder CD69 auf ihrer Oberflache exprimieren, c) T-Zell-Proliferation in Prozent der CD4
+/CD4- S-Phase-Zellen (BrdU inkorporierende Zellen). Jedes Symbol steht fiir die experimentellen
Daten eines individuellen Probanden, — markiert die Mittelwerte. p<0.05 wurde als signifikant

angesehen.
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4.1.3. Kinetik der Anti-CD3/Anti-CD28-mAb- induzierten Zytokin mRNA-
Expression bei unterschiedlichen Tacrolimuskonzentrationen

Aufgrund der unterschiedlichen Effekte von Tacrolimus auf die Zytokin mRNA
Expression nach 24 Stunden Stimulation mit Anti-CD3/Anti-CD28 bei einer
Tacrolimuskonzentration von 25 ng/ml wurde in weiteren Untersuchungen der
Einfluss der Stimulationsdauer und die Auswirkung unterschiedlicher Tacrolimus-
konzentrationen auf die Zytokin mRNA analysiert (Abb. 4).

Die IL-2, IL-4 und TNF-a mRNA Expression wurde nach 4, 8 und 24 Stunden
Stimulation mit Anti-CD3/Anti-CD28 mAb bei 4 Probanden gemessen. Um den
klinisch relevanten Bereich zu erfassen, wurden die Expressionskinetiken mit
Tacrolimuskonzentrationen von 0 (Kontrolle), 12.5, 25 und 100 ng/ml erstellt.

In den Kontrollen erreichte die IL-4 mRNA Expression nach 8 Stunden Stimulation
ihr Expressionsmaximum. Unter Tacrolimus zeigte sich fur die IL-4 mRNA
Expression zu allen Messzeitpunkten (4, 8 und 24 Stunden) eine Suppression, die
nach 4, 8 und 24 Stunden Costimulation dosisabhangig war (Abb. 5a). Die
hochsten Kopienzahlen wurden unter Tacrolimus fur die IL-4 mRNA Expression
nach 24 Stunden Costimulation gemessen (Abb. 4a).

Fir TNF-a wurden die hochsten Kopienzahlen in den Kontrollen nach 4 Stunden
gemessen. Unter Tacrolimus zeigte sich flr die TNF-a mRNA Expression zu allen
Messzeitpunkten (4, 8 und 24 Stunden) eine Suppression, die nach 8 und 24
Stunden Costimulation dosisabhangig war (Abb. 5b). Die héchsten Kopienzahlen
wurden unter Tacrolimus flr die TNF-a nach 4 Stunden Costimulation gemessen
(Abb. 4b).

Die IL-2 mRNA Expression zeigte in den Kontrollen nach 4 Stunden ihre
niedrigsten Werte. Maximale Kopienzahlen wurden in den Kontrollen nach 8
Stunden erreicht, die nach 24 Stunden wieder abfielen. Unter Tacrolimus fand sich
nach 4 und 8 Stunden Stimulation eine dosisabhangige Suppression. Nach 24
Stunden lie3 sich eine gleichsinnige Wirkung von Tacrolimus, d.h. eine
dosisabhangige Suppression nicht mehr bei allen Probanden nachweisen (Abb.
5c). Die IL-2 mRNA Expression lag nach 24 Stunden Costimulation Uber den
Kontrollen mit Expressionsmaxima bis zu 140 % (Abb. 4c). Der Zeitpunkt, an dem
die IL-2 mRNA Expression maximale Kopienzahlen erreichte, verschob sich unter
Tacrolimus im Vergleich zu den Kontrollen von 8 auf 24 Stunden
Stimulationsdauer.
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Abbildung 4: Einfluss von Tacrolimus auf Zytokin mRNA Expressionskinetiken unter Anti-
CD3/Anti-CD28 Costimulation

IL-4, TNF-a und IL-2 mRNA Expression (Kopienzahl/10° B-Aktin mRNA-Kopien) 4 gesunder
Probanden nach 4, 8 und 24 Stunden Stimulation mit Anti-CD3/Anti-CD28 mAb, ohne (Kontrolle)
sowie unter in vitro Zugabe von Tacrolimus (12.5, 25, 100 ng/ml). Mittelwerte =+

Standardabweichung (SD, n=4), p-Werte < 0.05 wurden als signifikant angesehen.
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Abbildung 5: Dosisabhangige Suppression der Zytokin mRNA-Expression unter Anti-
CD3/Anti-CD28 Costimulation

IL-4, TNF-a und IL-2 mRNA Expression 4 gesunder Probanden nach 4, 8 und 24 Stunden
Costimulation mit Anti-CD3/Anti-CD28 mAb unter in vitro Zugabe von Tacrolimus (12.5, 25, 100
ng/ml). Die area under the curve (AUC) wurde jeweils fir jeden Probanden und jede
Tacrolimusdosis berechnet und auf die AUC der Kontrollen ohne Tacrolimus normalisiert. Die
resultierenden Werte sind hier als Boxplots dargestellt, p-Werte<0.05 wurden als signifikant

angesehen.

Unter Tacrolimus konnte somit fur die IL-2 mRNA Expression eine Verschiebung
der Expressionskinetiken beobachtet werden.

Die Analyse der Einzelverlaufe der IL-2 mRNA Expressionskinetiken ergab nach
24 Stunden Anti-CD3/Anti-CD-28 Costimulation entgegengesetzte Effekte von

Tacrolimus, die sich, bezogen auf die Kontrolle, individuell entweder in einer
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Reduktion (Abb. 6) oder in einem Anstieg (Abb. 6) der IL-2 mMRNA Expression

manifestierten.
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Abbildung 6: Individuelle IL-2 mRNA Expressionskinetiken bei unterschiedlicher
Tacrolimussensitivitat

Kinetischer Verlauf der IL-2 mRNA Expression (Kopien/10° B-Aktin mRNA-Kopien) der Probanden
I und Il nach 0, 4, 8 und 24 Stunden Anti-CD3/Anti-CD 28 Costimulation ohne (Kontrolle) und nach
in vitro Zugabe von Tacrolimus (0, 12.5, 25, 100 ng/ml). Einzelverlaufe zweier Probanden mit
unterschiedlicher Tacrolimussensitivitat hinsichtlich einer Suppression a) bzw. eines Anstiegs b)

der IL-2 mRNA Expression nach 24 Stunden Stimulation.
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41.4. Einfluss der Tacrolimuskonzentration auf die Zytokin
Proteinsekretion

IL-2 und IL-4 Proteinsekretion wurden mit Tacrolimuskonzentrationen von 12.5, 25
und 100 ng/ml nach 24 Stunden Costimulation bei 8 gesunden Probanden
quantitativ bestimmt. Die IL-2 Proteinsekretion war unter Tacrolimus bei 12.5, 25
und 100 ng/ml supprimiert. Die Reduktion war im Vergleich zur wirkstofffreien
Kontrolle bei 25 ng/ml (p< 0.001, n=8) und 100 ng/ml (p<0.001, n=8) signifikant
(Abb. 7).

Die IL-4 Proteinsekretion betrug in der Kontrolle 10 + 3 pg/ml (Mittelwert £ SD).
Unter Tacrolimus lag die IL-4 Proteinsekretion bei allen Konzentrationen unterhalb

der Nachweisgrenze.

p<0.001

800 - p <0.001

600 -

400 A

II-2 Proteinsekretion (pg/ml)

200 -

Kontrolle 12,5 ng/ml 25 ng/ml 100 ng/ml
Tacrolimuskonzentration
Abbildung 7: Dosisabhéngige Effekte von Tacrolimus auf die IL-2 Proteinsekretion
IL-2 Proteinsekretion in Abhangigkeit von steigenden Tacrolimus Konzentrationen (12.5, 25 und
100 ng/ml) nach 24 Stunden Costimulation mit Anti-CD3/Anti-CD28 mAb. Mittelwerte =+
Standardabweichungen (SD) der IL-2 Proteinsekretion in pg/ml, n=8. p-Werte < 0.05 wurde als

statistisch signifikant angesehen.

4.1.5. Zytokin mRNA-Expressionskinetiken nach Anti-CD3 mAb Stimulation
unter Zugabe unterschiedlicher Tacrolimuskonzentrationen

Im folgenden Versuch sollte der Effekt von Tacrolimus auf die Zytokin mRNA
Expression unter alleiniger Stimulation mit Anti-CD3 mAb untersucht werden und
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mit Zytokin  mRNA Expressionskinetiken nach Anti-CD3/Anti-CD28 mADb
Costimulation verglichen werden.

Dies erfolgte anhand von Kinetiken nach 0, 4, 8 und 24 Stunden Anti-CD3
Stimulation unter Zugabe von Tacrolimus (12.5 ng/ml, 25 ng/ml und 100 ng/ml) bei
4 der bereits untersuchten Probanden (Abb. 8).

Im Vergleich zu einer Costimulation mit Anti-CD3/Anti-CD28 mAb, zeigte eine
alleinige Stimulation mit Anti-CD3 mAb eine deutlich verminderte de-novo
Synthese der Zytokin mRNA-Expression nach 4 Stunden Stimulation sowie 24
Stunden Stimulation, weniger deutlich waren die Unterschiede in der Zytokin
MRNA Expression nach 8 Stunden Stimulation (Tabelle 8).

Zu allen Messzeitpunkten der Anti-CD3 Stimulation zeigte die IL-4 sowie TNF-a
MRNA Expression unter Zugabe unterschiedlicher Tacrolimuskonzentrationen
eine dosisabhangige Suppression im Vergleich zur wirstofffreien Kontrolle. Auch
die IL-2 mRNA Expression war bei alleiniger Stimulation mit Anti-CD3 mAb zu

allen Messzeitpunkten unter Tacrolimuszugabe supprimiert.

Tabelle 8: Zytokin mMRNA Expression nach Stimulation mit Anti-CD3 und Anti-CD3/Anti-CD28 mAb

Stimulation Stimulationsdauer (Stunden)

4 8 24

IL-2 mRNA Expression/ 10° B-Aktin mRNA-Kopien

Anti-CD3 mAb 13627 + 3767 87108 £ 51320 8698 + 9701

Anti-CD3/CD28 mAb 56427 + 24502 129599 + 89372 94847 + 35647

IL-4 mRNA Expression/ 10° p-Aktin mRNA-Kopien

Anti-CD3 mAb 4308 + 3885 24270 + 3142 4419 + 2861

Anti-CD3/CD28 mAb 11860 + 11673 30534 + 31946 25379 + 32693

TNF-oo mRNA Expression

Anti-CD3 mAb 680 + 346 2140 + 2726 465 + 524

Anti-CD3/CD28 mAb 3240 + 3177 2335 + 1187 3179 £ 3674

Mittlere Zytokin mRNA-Kopienzahlen + SD nach 4, 8 und 24 Stunden Costimulation mit Anti-
CD3/Anti-CD28 mAb, sowie nach alleiniger Stimulation mit Anti-CD3 mAb, n=4.
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Abbildung 8: Einfluss unterschiedlicher Tacrolimuskonzentrationen auf Zytokin mRNA

.
24

Dauer der CD3 Stimulation (Stunden)

Expressionskinetiken unter Anti-CD3 mAb Stimulation
IL-4, TNF-a sowie IL-2 mRNA Expression (Kopien/106 B-Aktin mRNA-Kopien) nach 0, 4, 8, 24
Stunden Stimulation mit Anti-CD3 mAb unter Zugabe von 0, 12.5, 25 sowie 100 ng/ml Tacrolimus.

Logarithmisch dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung (SD, n=4).
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4.1.6. Einfluss von Tacrolimus und Cyclosporin A auf die IL-2 mRNA
Expression im Vergleich

In vitro zeigte sich bei einer Tacrolimuskonzentration von 25 ng/ml und 24
Stunden Costimulation bei 11 gesunden Probanden eine individuell
unterschiedliche Wirksamkeit von Tacrolimus auf die IL-2 mRNA Expression
(4.1.1). Bei diesen Probanden wurde unter gleichen Bedingungen (24 Stunden
Stimulation mit Anti-CD3/Anti-CD28 mAb) die IL-2 mRNA Expression nach
Inkubation mit CsA (1000 ng/ml) gemessen. CsA, wie Tacrolimus ein Calcineurin-

Inhibitor, wird therapeutisch alternativ zu Tacrolimus eingesetzt.

350 A
— HEE Tacrolimus 25 ng/ml in vitro
32 300 - C_J CsA 1000 ng/ml in vitro
c
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Abbildung 9: Vergleich der IL-2 mRNA Expression gesunder Probanden unter Zugabe von
Tacrolimus bzw. CsA

Relative Veranderung der IL-2 mRNA Expression [%] von 11 Probanden (I-XI) nach 24 Stunden
Anti-CD3/Anti-CD28 Costimulation unter Zugabe von Tacrolimus m (25 ng/ml) bzw. CsA o
(1000ng/ml) bezogen auf die wirkstofffreien Kontrollen (hier mit 100% dargestellt). Mittelwerte +

Standardabweichungen (SD).

Der Vergleich der experimentellen Daten beider Untersuchungen zeigte bei 9 der
11 Probanden eine gleichsinnige Veranderung der IL-2mRNA Expression unter
Tacrolimus und unter CsA-Zugabe. Bei einem Probanden (Proband Ill) war die IL-
2 mRNA Expression unter CsA supprimiert, unter Tacrolimus jedoch erhdht.
Umgekehrt war die IL-2 mRNA Expression bei einem Probanden (Proband X)
unter Tacrolimus-Zugabe erniedrigt, wahrend sie unter CsA erhdht war (Abb. 9).
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4.2, Ex-Vivo- Studie

Nach Identifizierung individuell unterschiedlicher Tacrolimussensitivitat gesunder
Probanden in vitro, wurde in der ex vivo Untersuchung der Einfluss von
Tacrolimus bei Patienten unter Tacrolimusmonotherapie untersucht. Effekte von
Tacrolimus wurden durch die quantitative Bestimmung der IL-2 mRNA Expression
gemessen. Die Untersuchung wurde bei 4 Patienten (Tabelle 7) unter

Tacrolimusmonotherapie vor Transplantation einer Lebendniere durchgefuhrt.

4.2.1. Effekte von Tacrolimus auf die IL-2 Expression bei Patienten unter
Tacrolimusmonotherapie

Um die Wirkung von Tacrolimus auf die IL-2 mRNA Expression zu untersuchen,
wurde die erste Blutentnahme vor Tacrolimuserstgabe durchgefihrt. Diese Proben
wurden ohne Tacrolimus (Kontrolle) und unter in vitro Zugabe von Tacrolimus (25
ng/ml) untersucht. Fur die ex vivo Untersuchung wurde die erste Blutentnahme
nach 96 Stunden Tacrolimusmonotherapie vor der morgendlichen
Tacrolimuseinnahme (Talspiegel= Oh n.E.) durchgefuhrt. Weitere Proben wurden 2
und 4 Stunden nach Einnahme (2h n.E und 4h n.E.) entnommen. Die
anschliellende Stimulation erfolgte mit Anti-CD3/Anti-CD28 mAb fir 4 und 24
Stunden (Abb. 10).

In vitro Untersuchung der Blutproben vor erstmaliger Einnahme von Tacrolimus

In vitro zeigte sich bei allen Patienten nach 4 Stunden Costimulation eine
Suppression der IL-2 mRNA Expression (> 50% Suppression) gegenuber den
Tacrolimus-freien Kontrollen. Nach 24 Stunden Stimulation konnte bei Patient |
und IV unter in vitro Zugabe von Tacrolimus eine deutliche Suppression
nachgewiesen werden (Suppression um 51.6 % bei Patient | und 47.0 % bei
Patient 1V). Patient Il und Il zeigten in vitro nach 24 Stunden Stimulation eine
vergleichsweise geringe Reduktion der IL-2 mRNA Kopienzahl (Suppression um
7.0 % bei Patient Il und 24.4 % bei Patient Ill).
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Ex vivo Untersuchung nach 96 Stunden Tacrolimusmonotherapie

Patient | und IV zeigten nach 4 und 24 Stunden Stimulation nicht nur in vitro
sondern auch ex vivo zu allen Messzeitpunkten eine Suppression der IL-2 mMRNA
Expression. Bei Patient Ill liel3 sich nach 4 Stunden Stimulation ex vivo kein
suppressiver Effekt mehr nachweisen, wohl aber in vitro. Nach 24 Stunden
Stimulation war die IL-2 mRNA Expression ex vivo zu allen Messzeitpunkten
supprimiert. Bei Patient I, bei dem nach Transplantation eine akute

AbstoRungsreaktion auftrat, konnte ex vivo und in vitro nach 24 Stunden
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Abbildung 10: Ex-vivo Studie: Effekte von Tacrolimus auf die Anti-CD3/Anti-CD28
induzierten IL-2 Expressionskinetiken von Patienten unter Tacrolimus Monotherapie

IL-2 mRNA Expression in Vollblutproben von Patienten (I-IV, a-d) nach 4 (o) und 24 (m) Stunden
Costimulation mit Anti-CD3/Anti-CD28 mAb. Analysen erfolgten zu folgenden Zeitpunkten: vor
erstmaliger Tacrolimus-Einnahme (Kontrolle) sowie unter in vitro Zugabe von Tacrolimus (25
ng/ml). Nach 96 Stunden oraler Tacrolimusmonotherapie (ex vivo) zu den Zeitpunkten: 0 (0O h n.
E.), 2(2hn. E.)und 4 (4 h n. E.) nach Tacrolimuseinnahme. Dargestellt sind die IL-2 Expression
(Kopien/10° B-Aktin mMRNA-Kopien) und die Tacrolimuskonzentration (ng/ml) gemessen im Blut der

Patienten (I-1V) zum jeweiligen Abnahmezeitpunkt.
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Stimulation zu allen Messzeitpunkten kein suppressiver Effekt mehr nachgewiesen
werden. In der ex vivo Untersuchung war die IL-2 mRNA Expression nach 24
Stunden Costimulation, 2 und 4 Stunden nach Medikamenteneinnahme
gegenuber der Kontrolle sogar erhdht. Nach 4 Stunden Stimulation war die IL-2
mMRNA Kopienzahl in vitro und ex vivo reduziert.

Ein  Zusammenhang zwischen IL-2 mRNA  Expression und der
Tacrolimuskonzentration im Blut der Patienten unter Tacrolimustherapie liel3 sich

nicht feststellen.
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5. Diskussion

AbstoRungsreaktionen und Nebenwirkungen immunsuppressiver Pharmako-
therapie stellen ein haufiges Problem nach Organtransplantationen dar [Kahan et
al.,, 2002, Sindhi et al., 2003, Naesens et al., 2009]. Trotz Einstellung der
immunsuppressiven Therapie in den therapeutischen Bereich, werden
AbstoRungsreaktionen und der vorzeitige Verlust des Transplantats beobachtet.
Eine einzige akute Abstoflungsreaktion in den ersten 6 Monaten nach
Transplantation kann das Langzeittransplantatiuberleben gefahrden [Wu et al.,
2009]. Die Unterdrickung einer akuten Abstoldungsreaktion stellt eine wichtige
Malnahme gegen die Entwicklung einer chronischen Abstofdungsreaktion dar
[Matas, 1998]. Chronische Abstol3ungsreaktionen gehéren zu den Hauptursachen
fir eine begrenzte Langzeitiberlebensrate transplantierter Organe [Basadonna et
al., 1993]. Auch haben Nebenwirkungen einer immunsuppressiven Therapie einen
wichtigen Einfluly auf den Erfolg einer Transplantation. Ein Teil der Patienten ist
zwar ausreichend immunsupprimiert oder gar Uberdosiert, leidet jedoch an den
Nebenwirkungen der immunsuppressiven Pharmakotherapie wie opportunis-
tischen Infektionen, Nephrotoxizitat und erhdéhter Tumorinzidenz [Magee und
Pascual, 2004]. Die Einstellung der immunsuppressiven Therapie erfolgt derzeit
anhand des Korpergewichtes des jeweiligen Patienten.

Zur Uberwachung der Therapie dient vornehmlich die Bestimmung des
Blutspiegels des jeweiligen Medikamentes. Eine individuelle und somit optimale
Immuntherapie fur den einzelnen Patienten kann anhand der Standardtherapie mit
einem Immunsuppressivum wie dem Calcineurin-Inhibitor Tacrolimus allerdings
nicht gewahrleistet werden. Durch Messung der Blutspiegel konnen die
Wechselwirkungen zwischen Organismus und Pharmakon (Pharmakokinetik) nur
begrenzt beurteilt werden, diese ist jedoch nicht alleine flr die pharmakologische
Wirkung ausschlaggebend [Dambrin et al., 2000, Oellerich et al., 2006]. Es kdnnte
deshalb von grof3er Bedeutung sein, den funktionellen Effekt immunsuppressiver
Pharmaka (Pharmakodynamik) zu charakterisieren um anhand der
pharmakodynamischen Wirksamkeit individuelle Ansprechraten auf Immun-
suppressiva zu identifizieren. Die Untersuchung der individuellen pharmako-
dynamischen Wirksamkeit von Tacrolimus hat das Potential, bislang ubliche
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Bestimmungen der Pharmakokinetik zu erganzen und somit eine verbesserte

Steuerung der immunsuppressiven Therapie zu ermoglichen.

Prinzipiell gibt es zwei Modglichkeiten des pharmakodynamischen Monitoring,
einerseits besteht die Moglichkeit die Funktion des Zielenzyms zu prufen. Hierbei
konnte z.B. das Ausmal} der Dephosphorylierung phosphorylierter Peptide durch
Calcineurin fur die Wirksamkeit der Calcineurininhibitoren CsA oder Tacrolimus
herangezogen werden [Jgrgensen et al., 2003]. Ein Nachteil der Messung der
Aktivitat des Zielenzyms scheint jedoch der fehlende Nachweis auf einen
moglichen, weiteren EinfluR auf die Immunantwort zu sein, sie ist lediglich ein
indirektes Mal3 der Immunfunktion.

Eine weitere Moglichkeit des pharmakodynamischen Monitoring besteht in der
molekularbiologischen Immunfunktionsdiagnostik [Van Rossum et al., 2010].

Um die pharmakodynamische Wirksamkeit von Tacrolimus unter moglichst in vivo
nahen Bedingungen zu untersuchen, wurde ein Vollblutstimulationstest etabliert, in
dem alle Faktoren, die fur eine T-Zell-Aktivierung von Bedeutung sind, in
physiologischer Konzentration vorhanden sind [Kirchner et al., 1982]. Vollblut
scheint ein geeignetes Medium, in dem der in vivo Effekt von Immunsuppressiva
wie Tacrolimus quantifiziert werden kann [Hartel et al., 1999, Klupp et al., 2001],
da im Gegensatz zur Kultur von mononukledren Zellen des peripheren Blutes
(PBMC) eine Separation von T-Zellen aus ihrer natlrlichen Umgebung und damit
eine mdglichen Vorstimulation entfallt [Hartel et al., 2001]. In unterschiedlichen
Studien wurden Verfahren zur Herstellung von Lymphozytenkulturen verwendet
[Tocci et al.,, 1989, Sakuma et al., 2000, Magee et al., 2004]. Diese konnten
jedoch eine Depletion intrazellularer Tacrolimuskonzentrationen und somit eine
veranderte Konzentration und Wirksamkeit in den Lymphozyten sowie eine
unspezifische Aktivierung zur Folge haben. Dazu kommt, dass Tacrolimus auf
eine Proteinmatrix im peripheren Blut angewiesen ist. Erythrozyten stellen hierfir
ein wichtiges Reservoir aullerhalb der Lymphozyten dar. Eine weitere Studie
konnte zeigen, dass die immunsuppressiven Effekte des Calcineurin-Inhibitors
CsA schnell reversibel sind und die Ergebnisse aus Vollblutkulturen und die aus
PBMC- oder isolierten Lymphozyten-Kulturen kaum miteinander vergleichbar sind
[De Groote et al., 1992, Batiuk et al., 1995, Ahmed et al., 2001].
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In Studien werden oft Mitogene zur Untersuchung der T-Zell-Aktivierung
verwendet. Mitogene stimulieren jedoch T-Lymphozyten unter Umgehung des
TCR und ohne costimulatorisches Signal, was zu einer unspezifischen T-Zell-
Aktivierung fuhrt.

Die von uns verwendete Costimulation mit Anti-CD3/Anti-CD28 mAb ermdglicht
eine spezifische Stimulation, da die volle Aktivierung die Beteiligung des TCR/CD3
Komplexes und ein zweites costimulatorisches Signal, induziert durch z. B.
B7/CD28 Interaktion, bendtigt [Robey und Allison, 1995]. Die CD28 Aktivierung
scheint aullerdem eine wichtige Rolle in einer Vielzahl immunmodulierter
Erkrankungen wie Zdliakie [Popat et al., 2002], Thyreoiditis [Salmaso et al., 2002]
und Transplantatabstollung [Salomon und Bluestone, 2001] zu spielen. Die
verwendete Costimulation konnte verschiedene Krankheitsstadien besser
reflektieren als die Stimulation mit Mitogenen wie PHA oder LPS. AufRerdem
konnte das standardisierte Vorgehen bei der Stimulation als Voraussetzung fur
Longitudinaluntersuchungen des Tacrolimus-Effektes auf einzelne Patienten von
Bedeutung sein.

Es existieren widerspruchliche Aussagen Uber die Tacrolimussensitivitat nach
Costimulation mit CD28. Verschiedene Autoren berichten von einer generellen
Tacrolimus Resistenz der in vitro IL-2 Expression in PBMC nach Costimulation
des B7/CD28 Aktivierungsweges, sogar nach Zugabe bis zu 100 ug/l Tacrolimus
[Kay und Benzie, 1989, Bierer et al., 1991, Lin et al., 1991]. Im Gegensatz dazu
berichten Sakuma et al. [2000], dass die IL-2 mRNA Expression nach Anti-
CD3/Anti-CD28 Costimulation nach Zugabe niedriger Tacrolimuskonzentrationen

(0,12 ug/l) signifikant erniedrigt war.

Die meisten bisherigen Vollbluttests zur Untersuchung der T-Lymphozytenfunktion
basieren auf Untersuchungen der T-Zellproliferation, diese ist jedoch nur ein
moglicher Parameter der T-Zell-Aktivierung. Untersuchungen, die auf dem
Nachweis der Zytokinproduktion basieren, beinhalten oft Messungen auf Protein-
ebene. Da der Angriffspunkt der meisten Immunsuppressiva jedoch auf Trans-
kriptionsebene der Zytokin-Gene liegt und diese als frihe Aktivierungsmarker von
Immunzellen bei der TransplantatabstoRung eine wichtige Rolle spielen, kdnnte
die Quantifizierung der Zytokin mRNA Expression ein geeigneter Parameter zur

Bestimmung der pharmakodynamischen Wirksamkeit von Immunsuppressiva sein.
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Die von uns verwendete Quantifizierung der Zytokin mRNA mittels RT PCR
erlaubt Untersuchungen auf einer fruhen Ebene der T-Zell-Aktivierung und
ermoglicht schnelle und zuverlassige Messungen ohne lange Inkubationszeiten im
Vergleich z.B. zur Analyse auf Proteinebene mittels ELISA oder Messungen der T-
Zell-Proliferation mittels UVID.

In der vorliegenden Arbeit wurde die pharmakodynamische Wirksamkeit von
Tacrolimus unter in vitro sowie in ersten Voruntersuchungen unter ex vivo
Bedingungen evaluiert, um anhand unterschiedlicher fur den Wirkmechanismus
von Tacrolimus relevanter T-Zellfunktionen mogliche individuelle Ansprechraten zu

analysieren.

Zunachst wurde der Effekt von Tacrolimus auf Vollblut gesunder Probanden in
vitro untersucht. Dabei wurden nach 24 h Costimulation von Vollblutkulturen 11
gesunder Blutspender mit Anti-CD3/Anti-CD28 mAb deutliche interindividuelle
Unterschiede in der Hohe der IL-2 sowie IL-4 mRNA Expression sichtbar. Auch
unter Zugabe von 25 ng/ml Tacrolimus zeigten sich deutliche interindividuelle
Unterschiede der absoluten mRNA-Kopienzahlen. Wahrend die IL-4 mRNA
Expression nach 24 h unter Tacrolimuszugabe bei allen gesunden Testpersonen
deutlich supprimiert war, zeigten nur 3 der 11 Testpersonen eine relevante (>50%)
Suppression der IL-2 mRNA Expression. Bei 8 der 11 untersuchten Testpersonen
schien die IL-2 mRNA Expression unter Tacrolimuszugabe nach 24 h
Costimulation unbeeinflusst oder sogar erhdht zu sein. Anhand der IL-2 mRNA
Expressionsmuster haben wir Individuen als solche mit hoher (>50% Suppression)
sowie niedriger (<50% Suppression) Ansprechrate nach 24h Costimulation unter

Tacrolimus charakterisiert.

Um den Einfluss von Tacrolimus auf weitere Parameter der T-Zell-Aktivierung zu
untersuchen, wurde zusatzlich die IL-2 und IL-4 Proteinsekretion, au3erdem die
IL-2 Rezeptorexpression (CD25) auf der Zelloberflache, die Expression des
Aktivierungsmarkers CD69 und die Proliferationsrate CD4" und CD4  T-Zellen
nach Stimulation mit Anti-CD3/Anti-CD28 mAb evaluiert.

CD69 gehdrt zu den frihen Aktivierungsmarkern und wird auf aktivierten T-Zellen
exprimiert [Mardiney et al., 1996]. Posselt et al. konnten 2003 bei
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nierentransplantierten Patienten mit einer akuten AbstoRungsreaktion eine erhdhte
CD69 Expression auf CD8" nicht jedoch auf CD4" T-Zellen nachweisen.

Interessanterweise zeigten alle weiteren von uns untersuchten potentiellen
pharmakodynamischen Parameter eine deutliche Suppression durch Tacrolimus in
vitro. Anhand der IL-2 Proteinsekretion war eine dosisabhangige Suppression
durch Tacrolimus sichtbar, hier zeigte sich eine deutliche Diskrepanz zwischen
unbeeinflusster oder sogar erhohter IL-2 mRNA Expression nach 24 h
Costimulation und erniedrigter IL-2 Proteinsekretion unter Tacrolimus.

Diese Daten machen deutlich, dass eine nach CD3/CD28 Costimulation durch
Tacrolimus unbeeinflusste IL-2 mRNA Expression einiger der von uns
untersuchten gesunden Testpersonen (8 von 11), nicht notwendigerweise mit
einer von Tacrolimus unbeeinflussten Proteinsekretion, Expression des IL2-
Rezeptors auf der Zelloberflache sowie T-Zellproliferation einhergeht. Eine
Akkumulation der IL-2 mRNA bei gleichzeitiger Suppression der T-Zellproliferation
konnte aus einer Stabilisierung der IL-2 mRNA nach CD3/CD28 Costimulation
resultieren, da der CD28 Aktivierungsweg in erster Linie die Stabilitat der mRNA
und die posttranskriptionelle Regulation der IL-2 mRNA Expression beeinflusst
[June et al., 1989, Lindstein et al., 1989, Ragheb et al., 1999]. Diese Ergebnisse
werfen auRerdem die Frage auf, ob Calcineurin-Inhibitoren einen Einfluss auf die
posttranskriptionelle Modifikation sowie Translation der IL-2 mRNA zum Protein
haben konnten. Sie unterstitzen aul’erdem die Daten von Applemann et al.
[2000], der eine IL-2 unabhangige Regulation der T-Zellproliferation nach
CD3/CD28 Costimulation nicht ausschlief3t.

Aufgrund der individuell unterschiedlichen Ansprechraten der IL-2 mRNA
Expression der einzelnen Testpersonen nach 24 h Costimulation unter Zugabe
von Tacrolimus wurde im Anschluss der Einfluss von (a) der
Stimulationsbedingungen (alleinige Stimulation mit Anti CD3 mAb versus
Costimulation mit Anti CD3/Anti CD28 mADb), (b) der Stimulationsdauer (4 h, 8 h
und 24 h) sowie (c) der Tacrolimus Dosis (12.5 ng/ml, 25 ng/ml und 100 ng/ml) auf
die IL-2, IL-4, TNF-a mRNA Expression anhand von Expressionskinetiken in vitro

untersucht.
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Unter Costimulation mit Anti-CD3/Anti-CD28 mAb wurden IL-2 sowie IL-4 mRNA
Expressionsmaxima nach 8 h gemessen, wahrend bei TNF-a nach alleiniger
Stimulation mit CD3 Expressionsmaxima nach 8 h, nach Costimulation mit Anti-
CD3/Anti-CD28 mAb jedoch bereits nach 4 h Costimulation nachweisbar waren.
Im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit CD3 war die Zytokin mMRNA Kopienzahl
unter CD3/CD28 Costimulation nach 4 und 24 h deutlich erhoht.

Die IL-4 mRNA Expression zeigte zu allen Messzeitpunkten eine dosisabhangige
Suppression nach Anti-CD3 und Anti-CD3/Anti-CD28 Costimulation. Im Einklang
mit den Daten von Sakuma et al. (2000), der eine potentielle Suppression der
TNF-a Expression in Lymphozyten und Monozyten durch Tacrolimus zeigen
konnte, wurde in unseren Studien zu allen Zeitpunkten eine dosisabhangige
Suppression der TNF-a mRNA Kopienzahlen gemessen. Die IL-2 mRNA
Kopienzahl war nach CD3 Stimulation ebenfalls zu allen Messzeitpunkten
supprimiert.

Im Gegensatz dazu, liel3 sich eine dosisabhangige Suppression der IL-2 mRNA
Expression nach CD3/CD28 Costimulation bei Probanden mit niedriger
Ansprechrate nur nach 4 sowie 8 h Costimulation nachweisen. Bei steigenden
Konzentrationen von Tacrolimus in vitro kam es zu einer schrittweisen Reduktion
der IL-2 mRNA Kopienzahlen nach 4 und 8 h Costimulation. Nach 24 h
Costimulation war dieser dosisabhangige Effekt jedoch nicht mehr nachweisbar,
die Werte lagen hier Uber denen der Tacrolimus-freien Kontrollen. Aufgrund der
Zytokin mRNA Expression im Vollbluttest konnten wir somit eine generelle
Tacrolimus Resistenz, wie sie zuvor postuliert worden war [Galvin et al., 1993, Lin
et al.,, 1997, Anderson et al., 1999, Batten et al., 1999], nicht bestatigen. Im
Gegenteil, unsere Daten belegen sogar eine dosisabhangige Suppression in
Abhangigkeit von der Stimulationsdauer. Anhand der quantitativen Analyse der IL-
2 mRNA Expression war es uns somit moglich, Individuen mit unterschiedlichen
Ansprechraten auf Tacrolimus zu identifizieren. Hier zeigte sich, dass wahrend der
T-Zell-spezifischen Stimulation jedes Individuum durch ein bestimmtes Zeitintervall
charakterisiert ist, in dem der immunsuppressive Effekt erkennbar ist. Die
Untersuchung lasst erkennen, dass es irrefiihrend sein kdnnte, den Tacrolimus
Effekt auf die IL-2 mRNA Expression nur in einem bestimmten Zeitpunkt zu

untersuchen, viel eher scheint es sinnvoll, die mRNA zu mindestens 2
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unterschiedlichen Zeitpunkten innerhalb einer mRNA Kinetik zu bestimmen, um

eine Aussage Uber den Tacrolimus Effekt zu machen.

Tacrolimus und CsA gehoren zu der Gruppe der Calcineurin-Inhibitoren. Trotz
chemischer Heterogenitat, beeinflussen beide Uber die Hemmung der
Phosphatase Calcineurin die Produktion einer Vielzahl von Zytokinen. In
klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass eine Tacrolimustherapie im
Vergleich zu CsA eine verminderte Rate akuter Abstollungsreaktionen zur Folge
hat [Webster et al, 2005]. Es wurde beschrieben, dass akute
AbstoRungsreaktionen unter Tacrolimus weniger schwerwiegend sind als solche,
die unter CsA auftreten [Pirsch et al., 1997] und eine auf Tacrolimus basierende
Therapie zu einem verbesserten Langzeittransplantatiberleben fuhren kann
[Vincenti, 2004]. Bei Eintreten toxischer Nebenwirkungen einer CsA-Therapie
[Pratschke et al., 1997] oder beginnender Absto3ungsreaktion [Cantarovich et al.,
2005] kann Tacrolimus alternativ eingesetzt werden. Aufgrund der Unterschiede in
der Effektivitat, wurde in einer weiteren Studie der in vitro Effekt von Tacrolimus,
dem von CsA der 11 untersuchten gesunden Probanden gegenlbergestellt. Bei 9
der 11 untersuchten Probanden war der Einfluss von Tacrolimus auf die IL-2
mMRNA Expression gleichsinnig zu CsA. Bei 2 Probanden war eine Suppression
der IL-2 mRNA Expression allerdings jeweils ausschlieBlich bei Tacrolimus bzw.
CsA zu beobachten. In einer friiheren Studie konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen,
dass die IL-4 mRNA Expression unter CsA Zugabe in vitro nach 24 h
unbeeinflusst oder sogar erhéht war [Hartel et al., 2003]. Im Gegensatz dazu, war
die IL-4 mRNA Expression unter Tacrolimus supprimiert. Tacrolimus reduziert in
klinischen Untersuchungen die  Rate  akuter  AbstolRungsreaktionen
nierentransplantierter Patienten, aullerdem flhrt es nicht zu einer Erhéhung von
TGF-B im Vergleich zu CsA [Jain et al., 2000, Mohamed et al. 2000], was
eventuell einen Einfluss auf die Pravention chronischer AbstoRungsreaktionen
haben konnte [Mayer et al., 1997, Pirsch et al., 1997]. Die Unterschiede in der
Effektivitdt zwischen den beiden Calcineurin-Inhibitoren kénnten  mit
Unterschieden in der Hemmung verschiedener Zytokine zusammenhangen [Jiang
et al., 2000, Golling et al., 2009]. Unsere Daten deuten an, dass die beiden
Calcineurin-Inhibitoren méglicherweise einen unterschiedlichen Einflul} auf die IL-
2 mRNA Expression ausuben.



Diskussion 58

Die Suppression der IL-2 Produktion wird als zentraler Wirkmechanismus von
Tacrolimus angesehen [Ho et al., 1996]. Eine fehlende IL-2 Hemmung kdnnte mit
einer erhohten Wahrscheinlichkeit einer AbstoRungsreaktion assoziiert sein
[Yoshimura und Kahan, 1985, Simpson et al., 1991, Koutouby et al., 1993, El-Safa
et al., 2006]. Weitere Hinweise flr den klinischen Einfluss der IL-2 Produktion
konnten Studien durch Blockade des IL-2 Rezeptors liefern, in denen es zu einer
verminderten Rate akuter AbstoRungsreaktionen nierentransplantierter Patienten
kam [Vincenti et al., 1998]. Folglich konnte die Bewertung der Tacrolimus
induzierten IL-2 Expressionsprofile einen relevanten Medikamenteneffekt
darstellen, der die Entwicklung eines pharmakodynamischen Parameters zur
Untersuchung individueller Ansprechraten auf die Tacrolimustherapie ermdglicht.
Die Analyse von IL-2 mRNA Expressionskinetiken konnte zusatzliche Einblicke in

den Grad der T-Zell-Aktivierung in individuellen Patienten liefern.

Anhand erster klinischer Untersuchungen sollten mogliche individuelle
Ansprechraten auf Tacrolimus bei 4 Empfangern einer Lebendnierenspende
identifiziert werden. Neben der Untersuchung von in vitro Effekten nach Zugabe
von Tacrolimus (25 ng/ml) zu Vollblutkulturen vor Tacrolimus Erstgabe, sollte in
einem weiteren Schritt eine mogliche Ubertragbarkeit auf ex vivo Bedingungen
untersucht werden. Zwar kann eine Zugabe von Tacrolimus zu in vitro Kulturen
wertvolle Hinweise auf eine individuelle Tacrolimus Sensitivitat liefern, Aussagen
zur in vivo Wirksamkeit lassen sich jedoch nur nach Einnahme von Tacrolimus
machen. Dazu wurden 4 Empfanger der langfristig planbaren Lebendnieren-
spende Uber einen Zeitraum von 96 Stunden vor Transplantation mit einer
Tacrolimus Monotherapie behandelt. Bei diesen Patienten lieRen sich dadurch
isolierte Tacrolimus Effekte ohne Einflisse durch weitere Immunsuppressiva
untersuchen. Hier zeigten 2 von 4 Patienten eine relevante Hemmung der |L-2
mMRNA Expression um mehr als 50% im Vollblut in vitro sowie ex vivo sowohl nach
4 als auch nach 24 h Costimulation. Bei einem weiteren Patienten konnte nach 4 h
Costimulation lediglich eine Suppression der IL-2 mRNA Expression in vitro nicht
jedoch ex vivo, nach 24 h Inkubation lediglich eine Suppression ex vivo jedoch
nicht in vitro nachgewiesen werden. Ahnlich wie bei der in vitro Studie zeigte ein
Patient IL-2 mRNA Konzentrationen nach 24 h Costimulation die sowohl 0, 2 als
auch 4 h nach Einnahme von Tacrolimus unbeeinflusst oder sogar erhoht
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schienen. Bei diesem Patienten kam es nach Transplantation zu einer akuten
AbstoRungsreaktion.

Die von uns durchgefuhrten Untersuchungen zur pharmakodynamischen
Wirksamkeit von Tacrolimus zeigen a) interindividuelle Unterschiede der mRNA
Expression nach Zugabe von Tacrolimus zu Vollblutkulturen (in vitro) und unter
Tacrolimus Monotherapie (ex vivo) und b) eine Verzogerung der Zytokin mRNA-
Expressionskinetiken als moglichen charakteristischen Effekt der immun-
suppressiven Wirkung. Demgegenuber steht eine einheitliche Suppression der IL-
2 Proteinproduktion, der IL-2 Rezeptorexpression und der T-Zellproliferation ohne
individuelle Variabilitat.

Es gibt unterschiedliche mogliche Erklarungen fur die beschriebenen Ergebnisse.
Zum einen wurde der CD3/CD28 Aktivierungsweg in verschiedenen Studien als
resistent gegen Tacrolimus beschrieben. Unbeeinflusste oder sogar erhdhte IL-2
MmRNA Konzentrationen kénnten auf diese Unempfindlichkeit von Tacrolimus oder
aber durch einen intrazellularen Verlust der Medikamentenkonzentration
zuruckzufuhren sein. Die klinische Erfahrung spricht jedoch gegen eine generelle
Tacrolimus Resistenz, viel mehr fur eine individuelle Variabilitdt. Der immun-
suppressive Effekt misste somit nicht notwendigerweise durch eine reduzierte
maximale IL-2 mRNA Konzentration, sondern koénnte durch eine individuell
veranderte Halbwertszeit der IL-2 mRNA oder aber durch eine verzogerte IL-2
MRNA Expressionskinetik nachweisbar sein.

Zweitens wird das Versagen der Immunsuppression und die anschlieRende
TransplantatabstolRung als multifaktorielles Geschehen betrachtet. Aus diesem
Grund sollte die Rolle weiterer Zytokine in diesem Netzwerk in Betracht gezogen
werden. In diesem Zusammenhang konnte eine erhohte IL-2 mRNA Expression
durch den Einfluss der Calcineurin-Inhibitoren auf die Expression weiterer negativ-
regulierender Signale wie z.B. IL-10 zu erklaren sein [Rafiq et al., 2001]. Eine
Suppression von IL-10 kénnte eine vermehrte IL-2 mRNA Expression zur Folge
haben. Ob der Effekt von Tacrolimus auf die IL-2 sowie IL-10 Expression invers
korrelieren, muss allerdings in kinftigen Studien geklart werden. Eine weitere
Rolle konnte das Zytokin IL-7 spielen, es konnte die IL-2 mRNA Expression durch
eine verbesserte Bindungsaktivitat der in die IL-2 Gen Regulation involvierten
Transkriptionsfaktoren NF-AT und AP-1 an die IL-2 Promotor Region [Gringhuis et
al., 1997] beeinflussen. Die IL-7 Expression ist nach CD3/CD28 Costimulation
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erhoht, sie wird jedoch nicht durch den Calcineurin-Inhibitor CsA supprimiert
[Motta et al., 1991]. Auch konnten weitere akzessorische Molekule auf der T-
Zelloberflache, wie das intracellular adhesion molekule-1 (ICAM-1) oder die
leukotactic faktor activity-1, die keiner Suppression durch Calcineurin-Inhibitoren
unterliegen, die IL-2 mMRNA Expression nach CD3/CD28 Costimulation
beeinflussen. Ferner haben costimulatorische Moleklle einen Einfluss auf
qualitativ unterschiedliche Signalwege z.B. bendtigt LFA-1, nicht jedoch CDZ28,
das auf Aktin basierende Zytoskelett fur die Stabilisierung der IL-2 mRNA, was
eine unbeeinflusste IL-2 mRNA Expression trotz Anwesenheit von Calcineurin-
Inhibitoren wie Tacrolimus erklaren kdnnte [Geginat et al., 2000]. Schliellich ist
auch eine IL-2 unabhangige Beeinflussung der T-Zellproliferation durch

Calcineurin-Inhibitoren nicht auszuschliel3en.

Die Identifizierung einer individuellen Tacrolimus Wirksamkeit anhand funktioneller
pharmakodynamischer Messungen, konnte klinische Relevanz fur zukunftige
immunsuppressive Strategien haben, die effektiver, sicherer und individueller sein
sollten. Neuere Immunsuppressiva, die nicht zur Gruppe der Calcineurin-
Inhibitoren gehdren, wie z.B. Rapamycin, sind zusatzlich verfligbar oder in
klinischer Testung. Eine viel versprechende Alternative konnte aus einer
Kombinationstherapie bestehen, wie z.B. Sirolimus und niedrigdosiertes
Tacrolimus oder der IL2 Rezeptor-Blocker Daclizumab und niedrigdosiertes
Tacrolimus, das ein gutes Transplantatiberleben sowie eine niedrige Rate
moglicher Nebenwirkungen zur Verfigung stellt [McAlister et al., 2000, Ekberg et
al., 2007, Webster et al., 2010]. Die Fortschritte in der immunsuppressiven
Therapie heben die Notwendigkeit fortwahrender Untersuchungen flr eine
bessere Uberwachung der pharmakodynamischen Effekte der verwendeten
Immunsuppressiva hervor [Burkhart et al., 2004]. Die hier beschriebenen
Untersuchungen konnten zur Entwicklung pradiktiver Parameter einer
verminderten oder erhohten Ansprechbarkeit einer immunsuppressiven Therapie
beitragen. Dies konnte die Identifikation von Patienten erlauben, deren immun-
suppressive Strategien geandert werden muissten oder deren Medikamenten-
konzentration ohne Risiko einer erhdhten TransplantatabstoRung erniedrigt
werden konnte. Anhand der Daten der untersuchten Patienten, die vor Nieren-
transplantation eine 5-tagige Tacrolimus Monotherapie erhielten, ist eine generelle
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Tacrolimus Resistenz nach CD3/CD28 Costimulation unwahrscheinlich, viel mehr
haben sie gezeigt, dass die pharmakodynamische Untersuchung mehr als einen
Parameter fur die Bestimmung der Medikamentensensitivitat eines individuellen
Patienten bendtigt [Sindhi et al., 2003]. In der vorliegenden Arbeit sind bisher noch
keine weiteren patientenbezogenen Parameter, die einen Einfluss auf die
pharmakodynamische Wirksamkeit von Tacrolimus haben konnten, mit bertck-
sichtigt worden. Eine sorgfaltige Evaluation zusatzlicher Kriterien wie z.B. (a) der
Immunstatus des Patienten vor Einleitung einer immunsuppressiven Therapie,
sowie (b) die zugrunde liegende Erkrankung und Zweiterkrankungen, (c) die
Begleitmedikation, (d) der Einfluss zusatzlicher Behandlungen wie chirurgische
Eingriffe oder Hamodialysebehandlungen [Muller-Steinhardt et al., 2001], (e)
Zytokin mRNA Konzentrationen im transplantierten Organ und (f) der funktionelle
Einfluss von Genpolymorphismen wie z.B. der IL-6 Promotorpolymorphismus -
597,-572,-174 [Mlller-Steinhardt et al. 2004, Muller-Steinhardt et al., 2007] sowie
Genmutationen [Mourad et al., 2008, Katsakiori et al., 2010], die einen
modulatorischen Effekt auf die Immunvorgdnge der Transplantation haben
konnten [Hoffmann et al., 2001, Muller-Steinhardt et al., 2002], sind notwendig,
bevor Schlisse aus den Untersuchungsdaten wie z.B. einer erhdhten IL-2 mRNA

Expression, gezogen werden kdnnen.

Zurzeit kann noch kein einzelner Parameter zur Untersuchung des Medi-
kamenteneffektes in der Transplantationstherapie als Messwert fur die Medi-
kamentensensitivitat dienen [Barten et al., 2007]. Ein moglicher Parameter konnte
die quantitative Bestimmung der IL-2 mRNA Expression sein. Hier kann der
pharmakodynamische Effekt von Tacrolimus auf die Zytokin mRNA Expression
jedoch nur durch die Analyse von Kinetiken erfasst werden. Die isolierte
Betrachtung nur eines Zeitpunktes liefert keine zuverlassigen Aussagen, vielmehr
scheint der individuelle Verlauf der Expressionskurve uUber die Zeit entscheidend
zu sein. Die quantitative Bestimmung der Zytokin mRNA sollte somit zu
mindestens 2 Zeitpunkten z.B. nach 4 und 24 h Costimulation erfolgen. Die daraus
gewonnenen Aussagen kénnten Kontrolldaten, die durch Schwellenwerte wie den
ED50 (Dosis die zu einer Reaktion fuhrt, die 50% der Maximaldosis betragt)
gewonnen werden, potentiell erganzen. Treten beispielsweise

AbstolRungsreaktionen trotz Medikamentenkonzentrationen am oder Uber dem
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ED50 auf, konnten die IL-2 mRNA Kinetiken dies anhand des relativen
Nichtansprechens von IL-2 des einzelnen Patienten erklaren [Pou et al,. 1998,
Sakuma et al., 2000]. Aufgrund unserer ersten klinischen Untersuchungen anhand
der Vollblutkulturen vor Medikamenteneinnahme sowie nach Einnahme (2 h und 4
h) scheint die Bestimmung 2 h nach Einnahme. sinnvoll um die Calcineurin-
Inhibitor-Sensitivitat zu testen. Die ersten Untersuchungen von Lebendnieren-
transplantierten zeigten, bei allen Einschrankungen, die man aufgrund der
geringen Anzahl untersuchter Patienten machen muss, einen ersten mdglichen
Anhalt dafir, dass eine Suppression der IL-2 mMRNA Expression um mehr als 50%
unter in vitro als auch ex vivo Bedingungen, moglicherweise mit einem
gunstigeren Verlauf assoziiert sein konnte. Wir fanden in unseren Untersuchungen
keinen Zusammenhang zwischen Tacrolimus Blutspiegeln und der Zytokin mRNA
Expression. Dies unterstutzt bisherige Ergebnisse, die andeuten, dass Blutspiegel
nicht notwendigerweise mit der funktionellen Wirksamkeit im einzelnen Patienten
korrelieren [Koutouby et al., 1993, Hodge et al., 2005].

Trotz des vielversprechenden Potentials ist die Aussagekraft unserer Studien
dadurch limitiert, dass in-vitro und ex-vivo Daten nicht spiegelbildlich Ubertragbar
sind. Die in-vivo-Situation ist deutlich komplexer als ein in-vitro-Modell, zumal in
unserer ex-vivo-Studie nur eine kleine Fallzahl an Patienten evaluiert wurde. Der
Wert der vorliegenden Arbeit ist im Sinne einer ,Machbarkeits-Studie“ zu sehen
und prospektive Studien mit ausreichender Fallzahl sind nétig um festzustellen, ob
die individuelle Ansprechrate im Vollblut mit Medikamentenkonzentrationen
korrelieren und ob diese mit einem niedrigen oder erhohten Risiko einer
TransplantatabstoRung assoziiert sind. Die von uns erstellten Zytokinprofile sowie
deren Modifikation im Verlauf der immunsuppressiven Behandlung nach einer
Transplantation, mussen zunachst an einer Anzahl geeigneter Patienten bestatigt

und in Zusammenhang mit dem Langzeittransplantatuberleben analysiert werden.
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6. Zusammenfassung

Die allogene Nierentransplantation ist die Therapie der Wahl bei terminaler
Niereninsuffizienz. Um allogene TransplantatabstoRungen zu vermeiden, ist eine
lebenslange immunsuppressive Pharmakotherapie notwendig. Trotz
ausreichender Medikamentenkonzentration im peripheren Blut (Blutspiegel) sind
T-Zell vermittelte AbstoRungsreaktionen aber auch Nebenwirkungen der immun-
suppressiven Pharmakotherapie ein groldes Problem fur erfolgreiche Organtrans-
plantationen. Eine Verbesserung des Transplantatiberlebens sowie eine
individuelle und somit optimale Immunsuppression stellen daher ein vordringliches
Ziel dar. Tacrolimus ist ein meist in der Nieren- und Lebertransplantation
verwendetes Immunsuppressivum, welches den Signaltransduktionsweg verschie-
dener Zytokingene beeinflusst und dadurch die Aktivierung von T-Lymphozyten
inhibiert. Die Steuerung der immunsuppressiven Pharmakotherapie erfolgt derzeit
lediglich anhand von Serumkonzentrationen im peripheren Blut. Eine Bestimmung
des funktionellen Effekts (Pharmakodynamik) von Tacrolimus beim Individuum
konnte bislang Ubliche Bestimmungen der Pharmakokinetik erganzen und somit
fur eine individuell ausgerichtete Pharmakotherapie einen grof’en Stellenwert
erlangen. In der vorliegenden Studie sollte die pharmakodynamische Wirksamkeit
von Tacrolimus unter in vivo nahen Bedingungen untersucht werden. Hierflr
wurde ein Vollblutstimulationstest etabliert, der nach T-Zell spezifischer CD3/CD28
Costimulation eine quantitative Analyse verschiedener potentieller pharmako-
dynamischer Parameter der Immunsuppression auf unterschiedlichen Ebenen der
T-Zell Aktivierung erlaubt. Nach Zugabe von Tacrolimus zu Vollblutkulturen
gesunder Probanden in vitro zeigten sich individuell unterschiedliche Verlaufe.
Wahrend die IL-4 sowie TNF-a mRNA Expression bei den Probanden zu allen
Messzeitpunkten eine deutliche, dosisabhangige Suppression zeigten, fand sich
nach 24 h Costimulation nur in Einzelfallen ein suppressiver Einfluss auf die IL-2
MmRNA Expression. Anhand der quantitativen Analyse von IL-2 mRNA
Expressionskinetiken war es moglich, Individuen mit unterschiedlichen
Ansprechraten zu identifizieren. Hier zeigte sich, dass jedes Individuum wahrend
der T-Zell Stimulation durch ein bestimmtes Zeitintervall charakterisiert ist, in dem
der immunsuppressive Effekt von Tacrolimus erkennbar ist. Die individuelle

Tacrolimus Sensitivitat war abhangig von der Kinetik (Messzeitpunkt) sowie der
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Tacrolimuskonzentration. Eine isolierte Betrachtung nur eines Messzeitpunktes
lieferte keine zuverlassigen Aussagen, vielmehr schien der individuelle Verlauf der
Expressionskurve Uber die Zeit entscheidend zu sein. Die Untersuchung weiterer
moglicher Parameter, wie der IL-2 und IL-4 Proteinsekretion, der Expression von
Oberflachenmarkern auf T-Zellen (CD69), der IL-2 Rezeptorexpression auf T-
Zellen (CD25) und der T-Zell-Proliferation, zeigte eine einheitliche Suppression
ohne Hinweis auf eine individuelle Variabilitat. Diese Ergebnisse belegen, dass
eine fehlende Suppression der IL-2 mMRNA Expression nach 24 h in vitro nicht mit
einer Reduktion der IL-2 Sekretion, IL-2 Rezeptorexpression und T-Zell-
Proliferation einhergeht und sprechen gegen eine generelle Tacrolimus Resistenz
nach CD3/CD28 Costimulation. Erste klinische Untersuchungen anhand von
Patienten unter Tacrolimus-Monotherapie vor Lebendnierentransplantation zeigten
ebenfalls individuell unterschiedliche IL-2 mRNA Expressionskinetiken ex vivo und
konnten erste Hinweise auf einen mdglichen Zusammenhang zu klinischen
Verlaufen sein. Die in der vorliegenden Arbeit erstellten IL-2 Expressionsprofile
sowie deren Modifikation im Verlauf einer immunsuppressiven Behandlung nach
allogener Transplantation zeigen die ,Machbarkeit® eines pharmakodynamischen
Monitorings mit Hilfe molekularbiologischer Immunfunktionsdiagnostik auf, missen
jedoch in prospektiven Studien bestatigt und in Zusammenhang mit klinischen
Verlaufen analysiert werden. Die Evaluation von IL-2 mRNA Expressionkinetiken
mittels Echt-Zeit PCR ermoglicht Untersuchungen auf einer frihen Ebene der T-
Zell Aktivierung, sie bietet die Moglichkeit schneller und zuverlassiger Messungen
und konnte als moglicher Parameter einer individuellen pharmakodynamischen
Wirksamkeit von Tacrolimus wichtige Grundlagen fir eine verbesserte Steuerung

der immunsuppressiven Pharmakotherapie liefern.
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