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Einleitung 1

1 Einleitung

In dieser Arbeit geht es um die Optimierung des so genannten Therapeutischen Drug
Monitoring (TDM) im Bereich der Transplantationsmedizin. Unter TDM versteht man die
Messung der Blutkonzentrationen der Medikamente unter Therapie mit dem Ziel, fir den
individuellen Patienten die optimale Dosis zu finden. Die Einleitung fithrt zunichst in die
Organtransplantation und die danach erforderliche Immunsuppression ein, sodann in die
Moglichkeiten der individuellen Therapieoptimierung. Dort geht es speziell auch um das
Drug Monitoring und wie es eingesetzt werden kann, um die Therapie zu verbessern. Aus
diesem Bereich ergibt sich die Aufgabenstellung. Speziell galt es hier zu kldren, ob Messungen

der Immunsuppressiva in Leukozyten besser sind als die Messung im Gesamtblut.

1.1  Organtransplantation in der Medizin

In diesem Abschnitt werde ich auf die Indikation und Historie der Organtransplantation

eingehen.

Die Organtransplantation ist ein modernes therapeutisches Verfahren, das nur dann in
Betracht kommt, wenn die Funktion lebenswichtiger Organe in keiner anderen Weise
aufrechterhalten werden kann. Grundsitzlich unterscheidet man hier zwischen der
Knochenmarktransplantation und der Transplantation solider Organe. Zunichst gehe ich
auf die Knochenmarktransplantation ein. Im Anschluss gebe ich eine Ubersicht tiber die
historischen Anfinge der Organtransplantationen beim Menschen fiir die Organe Niere,
Leber und Herz. AbschlieBend werde ich auf die wesentlichen Komplikationen in Bezug auf

die Immunreaktion bei diesen beiden Transplantationsformen eingehen.

Die Stammzelltransplantation kommt fir Patienten dann in Frage, wenn sie an einer
schweren Erkrankung des Blutes leiden oder wenn beispielsweise nach einer Chemotherapie
das blutbildende System schwer geschidigt ist (Dempke 20006). Dabei wird dem Spender
entweder Knochenmark direkt aus dem Beckenkamm entnommen oder zuvor mit
Wachstumsfaktoren mobilisierte Stammzellen aus dem peripheren Blut abgenommen. Aus
dem Blut-Stammzell-Gemisch werden die Stammezellen isoliert. Der Empfinger wird
konditioniert und erhilt die neuen Stammzellen intravends. Eine der hdufigsten Ursachen
fir ein Misslingen der allogenen Stammzelltransplantation ist die sog. Graft-versus-Host-
Disease, kurz GVHD. Die neuen Stammzellen des Empfingers bauen somit ein fremdes
Immunsystem auf, welches dann, vergleichbar mit einer Autoimmunerkrankung,

Immunreaktionen gegen den Korper des Emptingers auslost (Wolff et al. 2011).

Die weltweit erste erfolgreiche Organtransplantation bei Menschen wurde an der Niere 1954

von Dr. Joseph Edward Murray in Boston durchgefiihrt (Leeson und Desai 2015). Da es
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sich bei dem Organspender um den eineiigen Zwilling des Empfangers handelte, blieb eine

AbstofBungsreaktion aus.

Die ersten drei Lebertransplantationen gelangen Thomas Earl Starzl 1963 in Denver, wobei

der zweite Transplantatempfinger mit 22 Tagen relativ lang Gberlebte (Starzl et al. 1963).

Die erste Herztransplantation beim Menschen wurde schlief3lich im Jahr 1967 durchgefiihrt
(Hibbeler 2007). Der Patient tberlebte allerdings nur 18 Tage und verstarb an den Folgen
einer AbstoBungsreaktion (Tonsho et al. 2014).

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patienten nach Organtransplantation war zur Zeit
der ersten Organtransplantationen relativ gering. In den 1970er Jahren lag die Uberlebensrate
der Empfinger bei lediglich 30% in den ersten 12 Monaten nach Transplantation (Tonsho
et al. 2014). Das grof3te Problem stellt nach wie vor die Abstoungsreaktion dar, die sog.
Rejektion. Dabei kommt es zu Abwehrreaktionen des Immunsystems des Organempfingers
gegen das fremde Organ. Es kommt zu Schiden am Spenderorgan und die Uberlebens-

wahrscheinlichkeit des Empfingers sinkt erheblich.

Mit der stetigen Verbesserung der Nachsorgebehandlung gewann die Transplantations-
medizin in den vergangenen Jahrzehnten an Routine. Die Uberlebenswahrscheinlichkeit im
ersten Jahr nach der Transplantation konnte bis in die 2000er Jahre auf knapp 90% gesteigert
werden (Tonsho et al. 2014). In Deutschland wurden allein im Jahre 2015 3083 Organe
transplantiert, darunter 846 Lebern, 1550 Nieren und 286 Herzen (DSO 20106).

Die Chance fur einen potentiellen Organempfinger, ein passendes Organ zu finden, ist
immer abhingig von der Spendenbereitschaft, von dem Angebot an verfigbaren Organen
und den gesetzlichen Rahmenbedingungen der Transplantation. Wihrend die Wartelisten
immer linger werden, kann der Bedarf an Organen bei Weitem nicht gedeckt werden
(Klinkhammer und Richter-Kuhlmann 2015). Die Transplantationszahlen werden dadurch
ruckldufig, obwohl der Bedarf steigt. Wie eine Statistik der Deutschen Stiftung fiir
Organtransplantation zeigt, ist die Zahl der Organspender in Deutschland in den

vergangenen Jahren stark zurtickgegangen (Tab. 1).

Tab. 1: Zahl der postmortalen Organspender in Deutschland.

Jahr 2011 2012 2013 2014

Organspender* 1200 1046 876 864

Daten nach DSO 2016
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1.1.1  Spezielle Aspekte der Lebertransplantation

Patienten, die eine Organtransplantation benoétigten und auf die wir uns in dieser Studie
hauptsichlich beziehen, sind neben einigen Nierentransplantationspatienten vor allem
Empfinger von Lebertransplantaten. Die Leber gehort zu den lebenswichtigen Organen,
ohne die ein Uberleben nicht méglich ist. Sie dient als Speicherorgan, der Eliminierung von
Giftstoffen und  Stoffwechselprodukten, als Driise, der Regulierung  der

Blutzusammensetzung und zur Unterstiitzung des Immunsystems.

Als Speicherorgan verwertet sie die Nahrungsbestandteile Glukose, Fett und Eiweil3: Sie
speichert Glukose in Form von Glykogen und reguliert insulingesteuert die
Blutglukosekonzentration. Bei Lipiden ist sie in der Lage, diese in Lipoproteine zur
Speicherung umzuwandeln bzw. Energie daraus zu gewinnen. Des Weiteren bildet sie die
Grundgertste zur Synthese von Cholesterin und Gallensduren. Sie bildet fiir das Blut

wichtige Plasmaproteine, unter anderem Albumin und Gerinnungsfaktoren.

Zudem dient sie dem Abbau von Himoglobin zu Bilirubin, der Eliminierung von
Arzneistoffen und Hormonen und sie baut Giftstoffe ab, wie Ammoniak zu Harnstoff.

SchlieBlich unterstiitzt sie das Immunsystem.

Die Ursachen und Krankheitsverliufe einer Leberfunktionsstorung sind vielseitig. In
Deutschland liegt die Hauptursache in einer athyltoxischen Fettlebererkrankung, dicht
gefolgt von der non dthyltoxischen Fettleber, bedingt u. a. durch Adipositas und Diabetes
mellitus (Wiegand und Berg 2013). Die folgende Tabelle stellt die wesentlichen moglichen

Ursachen einer Leberzirrhose dar:

Tab. 2: Mogliche Ursachen einer Leberzirrhose.

Ursachen Beispiele

Malnutrition Athyltoxische Fettleber
Viral Hepatitis B/C
Kardiovaskulidr Budd-Chiari-Syndrom

Rechtsherzinsuffizienz

Autoimmun Autoimmunhepatitis
Primar biliare Zirrhose
Primir sklerosierende Cholangitis

Chronische Rezidivierende bakterielle Cholangitis
Gallenwegserkrankung Gallenwegsstenose

Utrsachen Beispiele

Speichererkrankung M. Wilson

Andere Arzneimittel, z. B. Paracetamol

Daten nach Wiegand und Berg 2013
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Sofern eine chronische Lebererkrankung nicht therapiert wird, entwickelt sich zunichst eine
Leberfibrose, welche sich durch fibrése, die Portalfelder der Leber durchziehende Septen
auflert. SchlieBlich entsteht daraus eine Leberzirthose, welche in ein hepatozellulires
Karzinom tubergehen kann (Wiegand und Berg 2013). Klinisch verschlechtert sich die
Lebersyntheseleistung, u. a. fillt der Albuminwert ab, und die hepatische Detoxikation
verschlechtert sich, was sich u. a. durch steigende Bilirubinwerte nachweisen lisst. Kann die
Leber nicht mehr ausreichende Leistung erbringen, ist eine Transplantation indiziert. Dabei
bleiben der Hauptgrund fiir eine Lebertransplantation Hepatitis B und C (Wiegand und Berg
2013).

1.2 Immunsuppression im Rahmen von Organtransplantationen

In diesem Abschnitt soll es zunichst um die Immunreaktion im Allgemeinen gehen, sodann
um die Einwirkung der Immunsuppressiva auf diese. SchlieBlich werden die klinischen
Endpunkte erliutert und die damit im Zusammenhang stehenden Therapiephasen nach

Organtransplantation.

In diesem Abschnitt wird zunichst der physiologische Ablauf der Immunreaktion
beschrieben, um im nichsten auf die Wirkmechanismen der immunsuppressiven Therapie

einzugehen.

Im Rahmen einer Abwehrreaktion beim gesunden Menschen reagiert zunichst die
angeborene Immunabwehr. Dazu zihlen Makrophagen und natiitliche Killerzellen. Die
naturtlichen Killerzellen erkennen erkrankte Zellen, wenn diese ihr MHC-I-Molekiil auf der
Oberfliche verloten haben und somit als krank identifiziert werden kénnen. Sie zerstoren
erkrankte Zellen, indem sie zytotoxische Granula ausschiitten. Makrophagen hingegen
nehmen Krankheitserreger auf und zerlegen sie in ihre Peptide. Finzelne Peptide
prasentieren die Makrophagen als Antigene auf ihrer Oberfliche tber MHC-II-Komplexe
und konnen so die T-Helferzellen aus der spezifischen Immunabwehr aktivieren. Die T-

Helferzellen ihrerseits aktivieren iiber Lymphokine die Antikérperproduktion.

Immunsuppressiva greifen in diesen Prozess an unterschiedlichen Stellen ein. In dieser Studie
konzentrieren wir uns insbesondere auf Calcineurin- und mTOR-Inhibitoren. Dazu werde

ich im Folgenden die reguliren Funktionen von Calcineurin und mTOR erldutern.

Calcineurin ist eine Phosphatase und befindet sich in T-Helfer-Lymphozyten. Es
dephosphoryliert das sog. NEAT, nuclear factor of activated T-cells. NFAT gelangt somit in den
Zellkern und fordert die Transkription von Zytokinen, u. a. Interleukin-2 (IL-2). IL-2
aktiviert die T-Lymphozyten. Durch Calcineurin-Inhibitoren wird letztlich weniger IL-2
produziert und entsprechend weniger T-Lymphozyten-Aktivierung findet statt (Lullmann et
al. 2010). Fur die vorliegende Studie betrachten wir zwei Calcineurin-Inhibitoren: Ciclosporin

und Tacrolimus. Diese beiden inhibieren Calcineurin nicht direkt, sondern jeweils in einem




Einleitung 5

Komplex. Ciclosporin bindet intrazelluliar an Cyclophilin, Tacrolimus an FKBP12 (Lullmann
et al. 2010).

Der zweite Angriffspunkt der Immunsuppressiva, welcher in dieser Studie eine wichtige
Rolle spielt, ist die Kinase #TOR, mammalian target of rapamycin. Diese Kinase ist Teil eines
Signaltransduktionsweges, welcher dafiir sorgt, dass der Lymphozyt wihrend seines
Zellzyklus von der G1- in die S-Phase ubergeht. mTOR-Inhibitoren unterbrechen den
Signaltranduktionsweg und der Lymphozyt bleibt im Zellzyklus stehen. Wir interessierten
uns vor allem fiir den mTOR-Inhibitor Everolimus. Auch dieses Medikament inhibiert
mTOR nicht direkt, sondern im Komplex mit FKBP12 (Lillmann et al. 2010).

Sobald der Empfinger sein neues Organ transplantiert bekommit, reagiert sein Immunsystem
auf das fremde Organ mit einer AbstoBungsreaktion. Das Immunsystem erkennt die
Antigene auf den korperfremden Zellen und greift diese an. Es unterscheidet dabei nicht, ob
es sich um Krankheitserreger, Bakterien oder eben die Zellen des Spenderorgans handelt. Es
leitet eine AbstoBBungsreaktion gegen das Spender-Organ ein, eine sog. Rejektion. Dies stellt
fir das transplantierte Organ, aber auch fiir den Empfinger eine grofle Gefahr dar. Aus
diesem Grund wird seit den ersten allogenen Organtransplantationen intensiv an
immunsuppressiven Therapiemdglichkeiten geforscht. Ziel ist es, das Immunsystem
kontrolliert zu unterdriicken. Wird die Dosis der Immunsuppressiva zu hoch gewibhlt, ist das
Immunsystem nicht mehr imstande, Infektionserreger ausreichend zu eliminieren. Zudem
besteht unter Immunsuppression ein erhéhtes Risiko fur die Entwicklung eines Karzinoms
(EB 2003). Daher ist es von besonderer Bedeutung, das Immunsystem kontrolliert zu
unterdriicken und auf die einzelnen Therapiephasen nach der Transplantation gezielt

einzugehen. Diese werde ich im folgenden Abschnitt aufzihlen.

Die Auswahl an immunsuppressiven Medikamenten ist inzwischen grof3 und sollte je nach
Therapiephase ausgewihlt werden, wie Tab. 3 ubersichtlich zeigt. Besonders hoch ist die
Rejektionsgefahr direkt nach der Transplantation. Daher wird im Rahmen der initialen
Induktionstherapie die Dosis der immunsuppressiven Medikamente sehr hoch gewahlt (Beimler
et al. 2014). Im Anschluss folgt die Erhaltungstherapie: hier werden die Immunsuppressiva in
einer reduzierten Dosis dauerhaft gegeben. Kommt es dennoch zu einer
AbstoBungsreaktionen, wird eine Reektionstherapie  eingeleitet und die Dosis der
Immunsuppressiva voribergehend erhéht (Beimler et al. 2014). Fur den Patienten kann iiber
die medikament&se Einstellung mit Immunsuppressiva eine Akzeptanz des Organs und eine
gute Lebensqualitit wiederhergestellt werden. Andrerseits wird der Organismus nicht nur
anfilliger fur Infektionen. Auch die Entwicklung eines malignen Tumors wird begiinstigt.
Hinzu kommt das Auftreten unerwiinschter Wirkungen der Arzneimittel. Zudem erhoht sich
die Lichtempfindlichkeit der Patienten bei Einnahme von Immunsuppressiva (Astellas
2015b). Genauer auf die unerwiinschten Wirkungen werde ich in den folgenden Abschnitten

zu den jeweiligen Immunsuppressiva eingehen.
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Tab. 3: Typen immunsuppressiver Medikamente bei Organtransplantation.

Medikamente Gruppe Typisches Anwendungsgebiet
Ciclosporin Calcineurin- Rejektionstherapie, wenn zuvor andere
Inhibitor Immunsuppressiva verabreicht wurden, Induktions- und
Erhaltungstherapie
Tacrolimus Calcineurin- Rejektionstherapie, wenn zuvor andere
Inhibitor Immunsuppressiva verabreicht wurden

Induktions- und Erhaltungstherapie

Everolimus mTOR-Inhibitor ~ Induktions- und Erhaltungstherapie nach Herz- und
Nierentransplantation (in Kombination mit Ciclosporin
und Kortikosteroid) oder Lebertransplantation (in

Kombination mit Tacrolimus und Kortikosteroiden)

Mycophenolat- Anti-Metabolit der  Nach Nierentransplantation in Kombination mit

mofetil DNA-Synthese Ciclosporin und Kortikosteroiden

Prednisolon Glukokortikoid Rejektionstherapie nach Nierentransplantation

Basiliximab Interleukin2- De-novo-Nierentransplantation in Kombination mit
Antikérper Ciclosporin oder Kortikosteroiden

Daten nach Astellas 2015a, 2015b, Merck 2013; Novartis 2014, 2015, 20162, 2016b

121 Ciclosporin

Ciclosporin zihlt unter den Immunsuppressiva zur Gruppe der Calcineurin-Inhibitoren.
Gewonnen wurde es ursprunglich aus dem Pilz Polypociadium inflatum (Aktories 2009). Seit
den 1980er Jahren wird es als Immunsuppressivum eingesetzt (Barbarino et al. 2013; Vogeser
et al. 2014). Seit den 2000ern wird Ciclosporin immer weiter durch Tacrolimus verdringt.
Dennoch bleibt Ciclosporin ein wichtiges Immunsuppressivum nach Organtransplantation,
da es, im Gegensatz zu Tacrolimus, bestimmte unerwiinschte Wirkungen wie Diabetes
mellitus weniger haufig auslost (Vogeser et al. 2014). Der weltweite Anteil an Ciclosporin zur
Medikation nach Organtransplantation liegt immerhin bei 20% (Vogeser et al. 2014). Es
hemmt die Freisetzung von Interleukin 2 und somit die Produktion von T-Lymphozyten.
Intrazellulir bindet es an den Rezeptor Cyclophilin. Der Komplex hemmt die
Proteinphosphatase Calcineurin und hindert somit einige Transkriptionsfaktoren, darunter
NFAT, daran, in den Kern zu translozieren. Somit findet die Genexpression von Interleukin
2 nicht statt, welche sonst die T-Lymphozyten aktivieren wiirde. Insgesamt erfolgt demnach
eine Hemmung der zelluldren Immunantwort (Lemmer et al. 2010). Mit der Einnahme sollte
innerhalb von 12 Stunden vor der Transplantation begonnen werden. Zur initialen
Induktionstherapie wird fiir 1-2 Wochen eine Tagesdosis von 10-15 mg/kg KG empfohlen,

welche auf zwei Einzeldosen aufgeteilt werden sollte. Im Anschluss sollte die Dosis
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allmahlich reduziert werden bis zu einer Erhaltungsdosis von 2-6 mg/kg KG, wiederum als
zwei gleichmil3ig aufgeteilte Einzeldosen (Novartis 2015). Diese Angaben beziehen sich auf
eine  Monotherapie mit Ciclosporin und miussen fir eine Kombinationstherapie
entsprechend reduziert werden (Novartis 2015). Besondere Vorsicht ist bei Patienten mit
eingeschrinkter Nierenfunktion geboten. Ciclosporin wird zwar nur zu einem geringen Teil
tber die Niere eliminiert, daher ist es von einer eingeschriankten Nierenfunktion unabhingig,
allerdings kann es zu unerwinschten nephrotoxischen Wirkungen kommen. FEine
regelmafBige Kontrolle der Nierenfunktion wird daher unter Ciclosporin-Gabe empfohlen
(Novartis  2015). Ciclosporin wird hauptsiachlich in der Leber metabolisiert. Eine
eingeschrinkte Leberfunktion kann zu einem erheblichen Anstieg der Plasmakonzentration
von Ciclosporin fithren, da es in der Leber metabolisiert wird. Um kontinuierliche
Medikamentenspiegel zu erreichen, wird ein striktes Therapeutisches Drug Monitoring
empfohlen. Bei alteren Patienten sollte die Initialdosis im unteren Dosisbereich gewihlt

werden und diese unter strengem Drug Monitoring eingestellt werden.

Tab. 4: CSA-Dosierungsempfehlung.

CSA Initialtherapie Erhaltungstherapie
Dosis [mg/kg KG /Tag] Dosis [mg/kg KG /Tag]
LTx 10-15 2-6

Daten nach Novartis 2015

Bei der Anwendung von Ciclosporin sind einige Wechselwirkungen bekannt, bei denen mit
besonderer Vorsicht umgegangen werden sollte. Dazu zidhlen Medikamente mit hemmender
oder induzierender Wirkung auf CYP3A4. Diese koénnen die Bioverfiigbarkeit von
Ciclosporin verstitken oder abschwichen. Zu CYP3A4-Induktoren, welche den
Ciclosporin-Spiegel in Vollblut tendenziell vermindern, zdhlen unter anderem Barbiturate;
Phenytoin und Johanniskraut. Rifampicin erhéht den Bedarf an Ciclosporin beispielsweise

um das 3-5fache, damit dieselbe CSA-Konzentration im Blut erreicht wird.

Auf der anderen Seite kénnen CYP3A4-Inhibitoren oder Hemmer des P-Glykoproteins die
Konzentration an Ciclosporin stark erthéhen. Dazu zahlen verschiedene Antibioktika, welche
die Konzentration um ein Vielfaches erh6hen: Makrolid-Antibiotika kénnen die Ciclosporin-
Konzentration auf das 4-7fache anheben, Clarithromycin verdoppelt diese. Azol-
Antimykotika wie Fluconazol oder Voriconazol kénnen die Ciclosporin-Konzentration
ebenso erhéhen. Auf Grapefruitsaft sollte unter Ciclosporin-Therapie ganzlich verzichtet

werden.
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Bei Kombinationstherapien mit anderen nephrotoxischen Medikamenten muss beachtet
werden, dass diese das nephrotoxische Potential von Ciclosporin verstirken kénnen. Aus

diesem Grund ist eine Kontrolle der Nierenwerte indiziert.

Umgekehrt kann Ciclosporin die Bioverfiigbarkeit anderer Medikamente verindern.
Insbesondere Statine sollten vorsichtig dosiert werden, da deren Konzentration sich um das

bis zu 10fache erhohen kann.

Neben Wechselwirkungen sind auch einige Nebenwirkungen von Ciclosporin bekannt.
Insbesondere Tremor, Nierenfunktionsstorungen, Hirsutismus, Hypertonie, Diarrhoe,
Anorexie und Erbrechen. Die meisten Nebenwirkungen sind nach Dosisanpassung
reversibel. Wie bei allen Immunsuppressiva konnen Infektionen wund parasitire

Erkrankungen auftreten, ebenso erhoht sich das Risiko auf Neoplasien.

Tab. 5: Wechselwirkungen und Nebenwirkungen von Ciclosporin.

Wechselwirkungen Bekannte Nebenwirkungen
CYP3A4-Induktoren: Nephrotoxizitit,
o . o Hepatotoxiziit,
Antibiotika (z. B. Rifampicin) L
. Neurotoxizitit,
Johanniskraut L
Hyperlipiddmien,
Stoffwechselinhibitoren: Tremor,
Antimykotika (Fluconazol, Itraconazol, Voriconazol) Hypertonie,
Antibiotika (z. B. Erythromycin, Clarithromycin) Hirsutismus
HCV-Proteaschemmer (z. B. Telaprevir) Infektionserkrankungen,
HIV-Preoteasechemmer (z. B. Ritonavir, Indinavir) Neoplasie

Glukokortokoide (z. B. Methylprednisolon)

Daten nach Novartis 2015

1.2.2 Tacrolimus

Tacrolimus, oder auch FK5006, wird aus dem Pilz streptomyces tsukbaenesis gewonnen (Wehling
et al. 2011). Seit 1994 ist es von der Food and Drug Administration als adiquate Alternative zu
Ciclosporin in der immunsuppressiven Therapie anerkannt (Barbarino et al. 2013). Es wirkt
intrazelluldr in den T-Lymphozyten, indem es dort an FKBP12 kompetitiv bindet. Der
Komplex aus Tacrolimus und FKBP12 inhibiert Calcineurin. Somit wird eine Translation
von NFAT gehemmt und damit die Genexpression von Interleukin 2 reduziert. Insgesamt
erfolgt also eine Hemmung der T-Zell-Antwort. Ein Unterschied zum Ciclosporin besteht
darin, dass es eine geringere Molekiilgro3e und eine ca. 50-100fach hohere Wirksamkeit
aufweist (Wehling et al. 2011).




Einleitung 9

Tacrolimus gibt es in zwei Formen, welche entweder zweimal tdglich unter dem
Handelsnamen Prograf® (unmittelbare Freisetzung) oder einmal tiglich als Advagraf®
(retardierte Freisetzung) verabreicht werden. Die Tagesgesamtdosis ist dabei gleich, d. h., bei
Prograf® wird zweimal die halbe Dosis gegeben und bei Advagraf® die Tagesdosis auf einmal.
Eine Umstellung sollte jedoch nicht unkontrolliert durchgefithrt werden, da es ansonsten zu

einer Unter- oder Uberimmunsuppression kommen kann (Astellas 2015b).

Fiir Prograf® gibt es empfohlene Standarddosen. Die empfohlenen Initialdosen sind jedoch
nur Richtlinien. Entsprechend der Fachinformation sollten sich die tatsichlichen Dosen an
Blutspiegelbestimmungen orientieren. Prograf® kann sowohl intravends als auch oral
verabreicht werden. Es ergeben sich folgende Standarddosen entsprechend der
Fachinformation: Die erste Verabreichung sollte innerhalb von 24 Stunden nach der
Transplantation stattfinden, empfohlen wird ca. 12 Stunden nach Abschluss der
Transplantations-Operation (Astellas 2015b).

Wihrend der Induktionstherapie werden 0,10-0,20 mg/kg KG nach Lebertransplantation
und 0,20-0,30 mg/kg KG nach Nierentransplantation oral pro Tag verabreicht. Diese Dosis
sollte auf zwei Einzeldosen (morgens und abends) gleichmiBig aufgeteilt werden. Ist eine
orale Verabreichung nicht mdéglich, kann diese intravenos erfolgen. Dazu wird eine initiale
Dosis von 0,01-0,05 mg/kg KG/Tag per Dauerinfusion nach Lebertransplantation bzw.
0,05-0,10 mg/kg KG/Tag nach Nierentransplantation empfohlen.

Die Dosierung wird wihrend der Erhaltungstherapie in der Regel reduziert, sollte sich jedoch
an den angestrebten Talspiegeln orientieren und wird in der Fachinformation nicht genau
vorgegeben. Tacrolimus kann als Monotherapie angewendet werden oder als
Kombinationstherapie mit anderen Immunsuppressiva. In allen Fillen ist ein dauerhaftes
Therapeutisches Drug Monitoring sinnvoll, da sich die Pharmakokinetik des Medikaments
verindern kann (Astellas 2015b). Ein Ende der Therapie sollte grundsitzlich nicht in
Erwigung gezogen werden, da auch sehr lange nach Transplantation eine AbstoBung des

Transplantates stattfinden kann.

Tab. 6: Tac-Dosierungsempfehlung.

Tac Initialtherapie
Dosis oral [mg/kg KG /Tag] Dosis intravenos [mg/kg KG /Tag]
0,10-0,20 0,01-0,02
0,20-0,30 0,05-0,10

Daten nach Astellas 2015b

Da andere Immunsuppressiva, insbesondere Ciclosporin, iiber die Nieren abgebaut werden,

sind Kombinationen von Tacrolimus mit Ciclosporin kontraindiziert. Bei einer Umstellung
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von Ciclosporin auf Tacrolimus ist besondere Vorsicht geboten, da Ciclosporin unter
Tacrolimus sehr schlecht abgebaut werden kann. Eine Pause von 12-24 Stunden nach der

letzten Ciclosporin-Gabe sollte daher eingehalten werden.

Besonderen Umgang mit der Dosierung erfordern Patienten mit eingeschrinkter
Nierenfunktion nicht. Allerdings kann es zu unerwiinschten nephrotoxischen Wirkungen
unter Tacrolimus kommen, weshalb eine sorgfiltige Kontrolle der Nierenwerte empfohlen
wird. Die nephrotoxische Wirkung kann sich verstirken durch die Einnahme von nicht-

steroidalen Antirheumatika.

Wie bei allen Immunsuppressiva gibt es auch bei Tacrolimus eine Reihe von unerwiinschten

Wirkungen, welche auftreten kénnen:

Wechselwirkungen kénnen auftreten mit Substanzen, die das Enzym CYP3A4 beeinflussen.
CYP3A4-Inhibitoren wie Voriconazol und CYP3A4-Induktoren wie Rifampicin konnen den
Tacrolimus-Blutspiegel stark verdndern. Priparate wie Johanniskraut kénnen zu einer
Tacrolimus-Intoxikation fuhren (Astellas 2015b).

Ebenso konnen sich Stoffwechselinhibitoren auf den Tacrolimus-Blutspiegel auswirken.
Dazu zihlen Antimykotika (Fluconazol etc.), verschiedene Antibiotika (z. B. Erythromycin),
HCV-Proteaschemmer (z. B. Telaprevir) und HIV-Preoteasehemmer (z. B. Ritonavir).
Ebenso, aber wesentlich schwicher, konnen Wechselwirkungen zum Beispiel mit
Omeprazol auftreten. In allen Fillen sollte der Medikamentenpass der Patienten genau
tberprift werden. Zudem ist der Patient darauf hinzuweisen, dass er keinen Grapefruitsaft
trinken sollte, da es Hinweise darauf gibt, dass sich dadurch der Tacrolimus-Spiegel

signifikant erhoht.

Neben Stoffwechselinhibitoren kénnen auch Stoffwechselinduktoren Wechselwirkungen
mit Tacrolimus hervorrufen. Gravierende Wechselwirkungen konnten unter Rifampicin und
Johanniskraut festgestellt werden. Besonders fiir unsere Patienten wichtig ist, dass auch unter
Methylprednisolon und Prednisolon Wechselwirkungen auftreten, welche zu erh6hten oder

erniedrigten Tacrolimus-Spiegeln fithren.

Besondere Vorsicht ist geboten bei Patienten mit Verdacht auf gastrointestinale
Perforationen, da diese wunter Tacrolimus auftreten konnen. FEbenso treten
Kardiomyopathien wie Kammer- oder Septumhypertrophie insbesondere bei Patienten
unter massiver Immunsuppression auf. Hier sollte eine regelmiBige Uberwachung der

Herzfunktion gewihrleistet sein.

Lymphoproliferative Erkrankungen, wie das Epstein-Barr-Virus, treten gehduft unter
Prograf®-Therapie auf. Daher sollte bei Patienten unter Prograf® regelmiBig eine EBV-VCA-
Serologie durchgefithrt werden, zudem wird eine Antilymphozyten-Therapie prophylaktisch
empfohlen. Des Weiteren kann es zur Entwicklung eines posterioren Enzephalopathie-
Syndroms kommen, welches zu Sehstérungen fithren kann, aber in der Regel durch addquate

Behandlung vollstindig reversibel ist.
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Nun werde ich noch kurz auf mogliche Nebenwirkungen von Tacrolimus eingehen.
Typische Nebenwirkungen sind Infektionserkrankungen oder parasitire Erkrankungen bei
Uberdosierung von Immunsuppressiva, so auch fiir Tacrolimus. Auch das Risiko fiir
Neoplasien ist erhoht. Sehr hiufig wird berichtet von Nierenfunktionsstérungen,
hyperglykdmischen Zustinden, der Entwicklung eines Diabetes mellitus sowie
Hyperkalidmie, Durchfillen und Hypertonie. Hinzu kommen Schlafstérungen,
Erkrankungen des Nervensystems wie Tremor oder Kopfschmerzen. Augenerkrankungen
wie Photobien, Tinnitus, Tachykardie und Dyspnoe sowie Lebererkrankungen wie
Cholangitis, aber auch Exantheme, Gliederschmerzen zahlen zu haufigen Nebenwirkungen.

Sehr hiufig treten Diarrhoe sowie Hypertonie auf.

Tab. 7: Wechselwirkungen und Nebenwirkungen von Tacrolimus.

Wechselwirkungen Bekannte Nebenwirkungen
CYP3A4-Induktoren: Infektionserkrankungen,
Antibiotika (z. B. Rifampicin) parasitire Erkrankungen
Johanniskraut Neoplasien

Nierenfunktionsstérungen

Stoffwechselinhibitoren: Hyperglykamie
Antimykotika (z. B. Fluconazol) Schlafstorungen
Antibiotika (z. B. Erythromycin) Neuropathien
HCV-Proteasehemmer (z. B. Telaprevir) Photobien
HIV-Preoteasechemmer (z. B. Ritonavir) Tinnitus
Glukokortikoide (z. B.Methylprednisolon) Tachykardie
Dyspnoe
Cholangitis
Exantheme
Gliederschmerzen

Daten nach Novartis 2015

Hiufig werden Transplantatempfinger, welche Prograf® zweimal tiglich erhalten, im Laufe
der Erhaltungstherapie umgestellt auf Advagraf® oder sie erhalten Advagraf® von Beginn an.
Dabei handelt es sich um die retardierte Formulierung des Calcineurin-Inhibitors zur einmal
taglichen Einnahme. Vor einer unachtsamen Umstellung wird ausdriicklich gewarnt, da diese
zu gefihrlichen Unter- bzw. Uberimmunsuppressionen fithren kann mit Risiko des
Transplantatverlustes. Advagraf® ist direkt nach der Transplantation vorgesehen fiir
Kombinationstherapien mit anderen Immunsuppressiva. Dabei ist jedoch zu
berticksichtigen, dass bei De-novo-Lebertransplantierten die AUCj24 am ersten Tag nach der
Transplantationsoperation um 30%-50% niedriger ist als bei Prograf®, jedoch nihern sich

die Werte der jeweiligen Talspiegel in den ersten vier Tagen an. Im Laufe der
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immunsuppressiven Therapie kann auf eine Monotherapie mit Advagraf® umgestellt werden.
Dabei ist insbesondere zu beachten, dass bei einer stabilen Umstellung von Prograf® auf
Advagraf® die AUCo2 bis zu 10% niedriger wird. Die Talspiegel Cos verhalten sich in
Korrelation zur systemischen Exposition AUCo.24 jedoch gleich. Nach einer Umstellung von
Prograf® auf Advagraf® sollte iiber zwei Wochen hinweg der Konzentrationsspiegel
kontrolliert werden, bis er im Steady State den Zielspiegel erreicht hat. Das Spektrum an

unerwiinschten Wirkungen von Advagraf® entspricht im Wesentlichen dem des Prograf®.

1.2.3 Everolimus

Das dritte Immunsuppressivum in dieser Reihe ist Everolimus, in seiner fritheren Form auch
Rapamycin genannt, ist ein Makrolidlacton, welches aus den Ascomyceten Streptomyces
hygroscopicus gewonnen wird (Aktories 2009). Es bindet, dhnlich wie Tacrolimus, an FKBP12.
Allerdings zeigt es eine hemmende Wirkung auf mTOR (mammalian target of rapamycin),
eine Kinase, welche die Zellproliferation reguliert. Dadurch wird die Proliferation der T-
Lypmhozyten gehemmt und die Immunantwort unterdriickt. Everolimus wird oral
verabreicht, sehr schnell absorbiert und erreicht nach bisherigen Forschungsergebnissen
seine Maximalwerte im Blut nach 1,3 bis 1,8 Stunden. Es hat eine Halbwertszeit von 18-35
Stunden und eine Bioverfigbarkeit von 5%-26% (Wong et al. 2016). Es wird metabolisiert
tiber CYP3A4, CYP3A5 und CYP2C8. Auf dem Markt existieren verschiedene
Handelsnamen fir Everolimus, in Europa ist es hauptsichlich Certican (Shipkova et al.
2010).

Everolimus wird ausschlieBlich oral verabreicht. Aulerdem wird es nicht als Monotherapie,
sondern als Kombinationstherapie angewendet (Novartis 2016a). Dabei sollte nach einer
Nierentransplantation die Komedikation mit Ciclosporin und Kortikosteroiden erfolgen,
nach Lebertansplantation mit Tacrolimus und Kortikosteroiden (Novartis 2016a). Die
Dosierung sollte im Rahmen eines Therapeutischen Drug Monitoring tiberwacht werden und
in Intervallen von vier bis fiinf Tagen eingestellt werden. Nach Nierentransplantation wird
empfohlen, neben Everolimus die volle Dosis Ciclosporin zu verabreichen. Nach
Lebertransplantation sollte in der Kombinationstherapie eine geringere Tacrolimus-Dosis

gewihlt werden, um die nephrotoxischen Nebenwirkungen zu vermeiden.

Everolimus sollte zweimal tiglich zu den Mahlzeiten eigenommen werden. Die erste
Dosierung sollte nach Transplantation so bald wie moglich stattfinden (Novartis 2016a). Die
Initialdosis fir Nierentransplantatpatienten liegt bei 0,75 mg/kg KG zweimal tiglich. Bei
Lebertransplantatpatienten sollte die Initialdosis Nach 1,0 mg/kg KG zweimal tiglich
betragen und zudem 4 Wochen nach Transplantation mit einer Tacrolimus-Medikation

begonnen werden.
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Tab. 8: Eve-Dosierungsempfehlung.

Everolimus Initialtherapie

Dosis oral [mg/kg KG /Tag]

LTx 2,0

NTx 1,5

>

Daten nach Novartis 2016a

Unter Everolimus sind folgende Nebenwirkungen beschrieben: Am hiufigsten treten

Infektionen  auf,

bl

Anidmie, Hyperlipidimie, Diabetes mellitus, Schlaflosigkeit,
Kopfschmerzen, Hypertonie, Husten, Obstipation, Ubelkeit, periphere Odeme und
Wundheilungsstérungen. Infektionen sind ein grofles Risiko fiir immunsupprimierte
Patienten, da hdufig opportunistische Infektionen zu einer Erkrankung des Patienten fithren.
Auch von Hyperlipidimien wird hdufig berichtet. Um eine Hyperlipidimie rechtzeitig zu
erkennen, sollten die Serum-Cholesterin-Spiegel sowie die Triglycerid-Spiegel regelmal3ig
kontrolliert und gegebenenfalls therapiert werden. Da auch ein erhohtes Risiko fir ein
Neuauftreten eines Diabetes mellitus besteht, sollten die Blutzuckerspiegel tberwacht

werden.

Zudem gibt es eine Reihe von Wechselwirkungen zu beachten. Besondere Vorsicht ist bei
CYP3A4-Subtraten geboten. Da Everolimus hauptsichlich in der Leber abgebaut wird,
konnen CYP3A4-Inhibitoren oder —Induktoren die Everolimus-Blutspiegel gravierend
verindern. Bei Kombination mit Ciclosporin wurde eine geringe Beeinflussung auf die
Pharmakokinetik durch Everolimus beobachtet. Zu den CYP3A4-Inhibitoren zihlen unter
anderem Ketonocazol und Itraconazol. Zu den CYP3A4-Induktoren zihlen unter anderem
Phenytoin und Rifampicin. Bei Impfungen sollte beachtet werden, dass immunsupprimierte
Patienten schlechter darauf ansprechen. Lebendimpfstoffe sollten vermieden werden
(Novartis 2016a).

Bei Patienten mit Nierenfunktionsstorungen sind keine Besonderheiten in der Dosierung
von Everolimus zu berticksichtigen. Bei Patienten mit Leberfunktionsstérungen hingegen
sind, abhingig vom Schweregrad der Funktionsstérung, Dosisanpassungen an Everolimus
erforderlich. Der Schweregrad wird dabei in Child-Pugh-Klassen angegeben. Bei

Leberinsuffizienz sollte die Dosis im oberen Dosisbereich gewihlt werden.

Bei Komedikation von  Tacrolimus oder Ciclosporin  sollten  regelmiBlige

Konzentrationsmessungen von Everolimus im Blut vorgenommen werden.
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Tab. 9: Wechselwirkungen und Nebenwirkungen von Everolimus.

Wechselwirkungen Bekannte Nebenwirkungen
CYP3A4-Induktoren: Infektionserkrankungen,
Antibiotika ( z. B. Rifampicin) Animie,

Johanniskraut Hyperlipidimie,

Diabetes mellitus,

Stoffwechselinhibitoren: Schlaflosigkeit,
Antimykotika (z. B. Voriconazol) Kopfschn’lerzen,
Antibiotika (z. B. Erythromycin) Hypertonie,
. Husten,

HCV-Proteasehemmer (z. B. Telaprevir) o
HIV-Preoteasechemmer (z. B. Ritonavir) ?bstlp ation,

I . Ubelkeit,
Glukokortikoide (z. B. Methylprednisolon) )

petiphere Odeme,

Wundheilungsstérungen

Daten nach Novartis 2016a

1.3  Individualisierte Therapie und Therapeutisches Drug Monitoring

In diesem Abschnitt geht es zunichst um das Konzept des Therapeutischen Drug
Monitoring allgemein, bevor ich im folgenden Abschnitt dann zum Drug Monitoring der
Immunsuppressiva komme. Als Therapeutisches Drug Monitoring bezeichnet man die
Messung von Medikamentenspiegeln in Vollblut bzw. im Blutplasma und eine daran

angepasste medikamentdse Einstellung des Patienten (Burton 2000).

Zunichst komme ich zum allgemeinen Aspekt, warum nicht alle Patienten gleichbehandelt

werden diirfen, sondern individuelle Faktoren berticksichtigt werden miissen:

In den vergangenen 40 Jahren wurde bereits intensiv daran geforscht, Patienten eine
individuell angepasste medikamentdse Therapie zu ermdglichen. Eine wesentliche Rolle
spielen dabei Kenntnisse aus den Bereichen der Pharmakokinetik und Pharmakodynamik,

dartber hinaus auch die Pharmakogenetik. Zunichst werde ich diese Begriffe definieren:

Pharmakokinetik: Unter Pharmakokinetik fasst man alle Auswirkungen eines Organismus
auf das Pharmakon zusammen. Mit der Applikation eines Pharmakons beginnt dessen
Pharmakokinetik. Ab dann durchliuft es folgende Stationen: Resorption, Verteilung und
Speicherung (Invasion), Exkretion und Biotransformation (Elimination) (Aktories 2009).
Unter Resorption versteht man die Aufnahme in die Blutbahn. Von dort aus wird das
Pharmakon in simtliche Gewebe verzei/t. Somit gelangt es an seinen Wirkort. Zusitzlich kann
es gespeichert werden. Dieser erste Teil der Pharmakokinetik wird als Invasion bezeichnet.
Wenn ein Teil des Pharmakons unverindert ausgeschieden wird, wird dies als Exkretion
bezeichnet, es kann auch tber eine Biotransformation chemisch verindert werden. Beide

Wege werden als Elimination bezeichnet (Aktories 2009).
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Unter Pharmakodynamik fasst man die Wirkung des Pharmakons auf den Organismus
zusammen. Ein Pharmakon kann tber Rezeptoren wirken oder ohne Rezeptoren. In der
Regel bindet das Pharmakon an einen primir spezifischen Rezeptor. Ohne Rezeptor wirkt

beispielsweise konzentrierte Salzsiure, welche Proteine direkt denaturiert (Aktories 2009).

Die Pharmakogenetik beschiftigt sich mit genetischer Variabilitit von Patienten und wie sich
diese auf die Pharmakodynamik und Pharmakokinetik auswirkt. Dies kann durch
unterschiedliche Enzymaktivititen, verschiedene Aktivitit von Transportproteinen oder

Variabilitit von Rezeptor-Proteinen der Fall sein (Lillmann et al. 2010).

Jedes Medikament hat eine therapeutische Breite. Darunter versteht man den Bereich in der
Dosis-Wirkungs-Kurve, in dem das Medikament bereits so hoch dosiert ist, dass es den
gewiinschten Effekt erzielt (Lillmann et al. 2010) und noch nicht die toxische Dosis erreicht
hat. Durch eine individualisierte Therapie soll erreicht werden, Risiken zu reduzieren und die
Wirksamkeit der Arzneimittel zu verbessern. Haufig wird eine medikamentdse Therapie
schon dadurch verbessert, dass weniger bis keine unerwiinschten Wirkungen mehr fir den
Patienten auftreten. Andererseits ist eine Optimierung der Medikation wiinschenswert,
welche die therapeutische Wirksamkeit steigert. Zwischen diesen beiden Grenzen, also
zwischen der zu niedrig gewihlten, unwirksamen Dosis und der zu hohen Dosis, welche
toxisch ist, liegt die therapeutische Breite. Mithilfe des Therapeutischen Drug Monitorings
soll genau dieser Bereich exakt erreicht werden. Ist die therapeutische Breite eines
Arzneimittels sehr grofl und ist mit einer schwerwiegenden Toxizitit erst bei sehr hohen
Dosen eines Medikaments zu rechnen, wird es einfacher. In diesen Fillen haben wir einen
groB3en Spielraum fiir die Dosierung und ein TDM ist nicht unbedingt erforderlich (Burton
20006). Ebenso, wenn der Effekt bei Medikamenten einfacher gemessen werden kann
(Aktories 2009). Letzteres trifft z. B. auf Antidiabetika zu: hier kann eine Insulindosis in
Abhingigkeit vom aktuellen Blutglukosespiegel angepasst werden. Die Messung kann der
Patient zuhause durchfiihren und anhand einer Tabelle ablesen, wie viel Insulin injiziert

werden muss. Das aufwindigere TDM ist hier entbehrlich.

Doch fiir viele Medikamente ist die Dosierung nicht so einfach anhand einer standardisierten
Tabelle zu justieren. Pharmakokinetische Parameter, welche sich auf den
Arzneimitteltransport und den Metabolismus beziehen, sind heute zwar weitgehend gut
erforscht, jedoch werden sie beeinflusst von einem weiteren wichtigen Faktor, der
Pharmakogenetik. Diese betrifft nicht den Weg des Arzneimittels, sondern seine Rezeptoren
und Signalwege (Stingl und Brockmoller 2013). Individuelle Parameter des einzelnen
Patienten sind sehr wvariabel, beeinflussen die Pharmakokinetik und zeigen, dass
Medikationen nach standardisierten Tabellenwerten aus der Literatur teilweise zu

Plasmakonzentrationen fuhren, welche weit vom Literaturwert abweichen.

Zu den Faktoren, welche die Pharmakokinetik beeinflussen, zihlen u. a. das Lebensalter,
Komedikationen und Wechselwirkungen, Korpergewicht, Geschlecht, Nieren- und

Leberfunktion. Diese haben Auswirkungen auf den Arzneimitteltransport und den
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Arzneimittelmetabolismus (Stingl und ~ Brockmoller 2013). Das Alter des Patienten
beeinflusst diese insofern, als altere Menschen haufig sensibler auf Medikamente reagieren
(Aktories 2009). Die Clearance verringert sich. Sie gibt an, in welcher Geschwindigkeit ein
Stoff aus dem Blut vollstindig eliminiert wird. Ist sie verringert, werden Arzneimittel
langsamer eliminiert, und eine Uberdosierung durch Akkumulation kann auftreten (Aktories
2009). Andererseits verringert sich die enterale Resorption, wodurch bei ilteren Patienten
ein groBerer Teil des Arzneimittels unverdndert ausgeschieden wird. Des Weiteren lisst sich
mit dem TDM die Compliance des Patienten kontrollieren (Aktories 2009). Voraussetzung
tiir das TDM solcher Medikamente ist, dass ein zuverlissiges Nachweisverfahren existiert.
Tab. 10 soll beispielhaft einige Faktoren auflisten, welche fir das Therapeutische Drug

Monitoring zu berticksichtigen sind:

Tab. 10: Wichtige Einflussfaktoren bei der Dosisbestimmung.

Einflussfaktor

Korpergewicht Dosierung proportional zum Gewicht des Patienten

Geschlecht Geschlechtsspezifische Dosierung

Alter Unterschiedliche Dosierungstabellen fiir Kinder und Erwachsene
Nierenfunktion Geringere Dosierung bei eingeschrinkter Nierenfunktion

Leberfunktion Geringere Dosierung bei eingeschrinkter Leberfunktion

Compliance Kontrolle der Compliance bei ,,Nicht-Anschlagen® einer Therapie
Begleiterkrankungen Funktionen von Leber und Niere kdnnen eingeschrinkt sein

Genetische Nach der genetischen Veranlagung kénnen Medikamente individuell
Polymorphismen unterschiedlich schnell metabolisiert werden

Patientenpriferenz Der Wunsch des Patienten muss immer beriicksichtigt werden
Bioverfigbarkeit Bei oraler Applikation wird ein Teil des Wirkstoffs eliminiert, bevor er das

Blut erreicht

Daten nach Wehling et al. 2011

Wichtige Parameter fir das TDM: Es gibt bereits eine Vielzahl von Medikamenten, fir
welche ein Therapeutisches Drug Monitoring angewendet wird. In Tab. 11 sind einige

beispielhaft aufgefthrt.
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Tab. 11: Beispiele fir Arzneimittel, fir welche ein TDM angewendet wird.

Kategorie Arzneimittel
Antibiotika Gentamycin
Antiarrhythmika Lidocain
Amiodaron
Antiepilektika Phenytoin
Carbamazepin
Herzglykoside Digitoxin
Immunsuppressiva Ciclosporin, Tacrolimus, Everolimus, Mycophenolsiure

Daten nach Wehling et al. 2011

Im Folgenden werde ich auf die Anwendung des TDM fir Immunsuppressiva niher
eingehen. Die Dosierung von Immunsuppressiva bei Organtransplantatempfingern wurde
durch das TDM erheblich verbessert. Hier geht es darum, die Medikamentendosis so zu
wihlen, dass das Immunsystem des Empfangers ausreichend unterdriickt wird. Ist die Dosis
zu gering, bleibt das Immunsystem imstande, das fremde Organ abzustoBen, eine sog.
Rejektion findet statt. Dabei kann das fremde Organ stark geschadigt und nicht zuletzt der
Patient selbst lebensbedrohlich erkranken. Wird hingegen die Dosis der Immunsuppressiva
zu hoch gewihlt, treten unerwinschte Wirkungen in Erscheinung. Es kann zu Infektionen
und parasitiren Erkrankungen kommen, mit denen ein gesundes Immunsystem noch gut
umgehen kann. Fin supprimiertes Immunsystem kann das jedoch nicht mehr leisten. Haufige
Infektionen sind  Hepatitis-Virus-Infektionen,  Cytomegalievirus-Infektionen — oder
Infektionen mit Humanen Herpes-Viren (Cornberg et al. 2016). Zudem werden in der
Literatur mogliche dosisabhingige toxische Wirkungen der Immunsuppressiva beschrieben:
Hierzu  gehdren  Nephrotoxizitit,  Lebertoxizitit, — Hypertonie, = Hypokalidmie,
Posttransplantationsdiabetes, Erhohung der Blutlipide etc. Ziel des Therapeutischen Drug
Monitoring ist es, den Mittelweg zwischen unwirksamer Dosis (Rejektion) und toxischer

Dosis (Infektion, unerwiinschte Wirkungen) zu finden.

Im Folgenden werde ich das praktische Vorgehen des TDM kurz vorstellen: der Patient
nimmt eine Standarddosis des Medikaments ein. AnschlieBend wird die Plasmakonzentration
zu einem bestimmten Zeitpunkt gemessen. Dabei kann es sich entweder um die maximale
Serum- bzw. Plasma-Konzentration handeln, die sog. Peak-Konzentration, oder die
minimale, sog. Tal-Konzentration. Dieser Wert wird mit empfohlenen Literaturwerten
verglichen. Entsprechend der Abweichung wird die Dosis erhoht bzw. gesenkt (Aktories
2009). Fur dauerhafte Behandlungen ist es wichtig, dass der Medikamentenspiegel konstant
gehalten werden kann. Die erste Messung der Plasmakonzentration macht somit erst dann

Sinn, wenn ein gleichbleibender Medikamentenspiegel erreicht ist. Dafiir macht man sich
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Uberlegungen aus der Halbwertszeit der Medikamente zunutze: Die Halbwertszeit gibt an,
in welcher Zeit die Hilfte der gegebenen Dosis aus dem Plasma eliminiert wurde. In dieser
Zeit halbiert sich die Plasmakonzentration. Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass nach 5
Halbwertszeiten das Medikament nahezu vollstindig eliminiert wurde, zu 97% (Wehling et
al. 2011), sofern es nur einmalig verabreicht wurde. Wird das Medikament hingegen
kontinuierlich verabreicht, erreicht es nach einem Zeitraum von 5 Halbwertszeiten ein sog.
Steady State. Das heillt, die Plasmakonzentration bleibt vor dem Hintergrund der

Eliminierung und der kontinuierlichen Medikation konstant.

Fir die Dosierung der Medikamente unterscheidet man verschiedene Abschnitte der
Therapie: Die Induktionstherapie, frithe Erhaltungstherapie, langfristige Ehrhaltungs-
therapie (Beimler et al. 2014).

In der Regel werden Patienten nach Organtransplantation mit einer Kombination aus
verschiedenen Immunsuppressiva eingestellt, da sich so die Einzeldosis der Medikamente
reduzieren lisst und dadurch auch das Auftreten von unerwinschten Wirkungen verringert
werden kann (Beimler et al. 2014). Im Folgenden werde ich anhand von drei
Immunsuppressiva auf das Therapeutische Drug Monitoring im Einzelnen eingehen. Dazu

werde ich nacheinander Ciclosporin, Tacrolimus und Everolimus beschreiben.

1.3.1 Ciclosporin

Zunichst werde ich auf Ciclosporin eingehen. Ciclosporin ist wie Tacrolimus ein
Calcineurin-Inhibitor. Wie bereits beschrieben, hemmt es die Freisetzung von Interleukin-2
und somit die Produktion von T-Lymphozyten. Intrazellulir bindet es an den Rezeptor
Cyclophilin. Es hemmt die Proteinphosphatase Calcineurin und hindert somit NFAT daran,
in den Kern zu translozieren. Somit findet die Genexpression von Interleukin-2 nicht statt,
welche sonst die T-Lymphozyten aktivieren. Insgesamt erfolgt demnach eine Hemmung der
zelluliren Immunantwort (Lemmer et al. 2010). Bisher wurden bereits verschiedene
Methoden entwickelt, um Ciclosporin im Rahmen eines Therapeutischen Drug Monitoring
auf den einzelnen Patienten individuell anzupassen. Ziel des TDM von Ciclosportin ist es
auch hier, die Effizienz und Sicherheit des Medikaments zu gewihrtleisten (Citterio 2004).
Nachdem es nach Markteinfithrung zunichst als Standarddosis verabreicht worden war,
fithrte man fir Ciclosporin doch sehr bald das TDM-CyA ein. Unter anderem wurde in einer
multizentrisch angelegten Studie mithilfe eines Eletrochemilumineszierenz-Immunoassays
die Konzentration an Ciclosporin in Vollblut mit passenden Antikérpern gemessen
(Shipkova et al. 2014). Weitere Immunoassays (IAs) zur Konzentrationsbestimmung im
Rahmen des TDM sind unter anderem die Tandem-Massenspektronomie (HPLC-MS/MS)
(Koster et al. 2009).
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Tab. 12: Therapeutischer Bereich und Zielspiegel in VB fiir CSA.

CSA Initialtherapie Erhaltungstherapie
Dosis Zielspiegel in VB Dosis Zielspiegel in
[mg/kg /Tag] [ng/mL] [mg/kg /Tag] VB [ng/mL]
LTx 10-15 225-300 2-6 100-150

Daten nach MHH 2016; Novartis 2015

1.3.2 Tacrolimus

Bei Tacrolimus handelt es sich um einen Calcineurin-Inhibitor. Tacrolimus wird seit den
1990er Jahren zur Immunsuppression nach Organtransplantation solider Organe
angewendet. Tacrolimus bindet intrazellulir in den T-Lymphozyten und inhibiert dort die
Calcineurinphosphatase. Dies hemmt wiederum die Produktion von Zytokinen, darunter IL-
2 und y-Interferon. Tacrolimus kann zu schwerwiegenden unerwinschten Wirkungen
fihren. Dazu zihlen Nephrotoxizitit, Hypertonie, Posttransplantationsdiabetes,
Neurotoxizitit und Hyperkalidmie (Dasari et al. 2016). Um diese unerwinschten Wirkungen
moglichst zu verhindern, ist ein Therapeutisches Drug Monitoring dullerst wichtig. Der
Therapeutische Bereich liegt hier in der Regel bei 0,1-0,2 mg/kg KG nach
Lebertransplantation und bei 0,2-0,3 mg/kg KG nach Nierentransplantation (Astellas
2015a). Die aktuelle Dosis richtet sich dabei nach der Plasmakonzentration, welche als
Talspiegel gemessen wird. Fur das Therapeutische Drug Monitoring existieren fir
Tacrolimus verschiedene Ansdtze. Unter anderem wurde eine Methode entwickelt, die
Konzentration von ungebundenem Tacrolimus und Tacrolimus gesamt in Vollblut
nachzuweisen (Stienstra et al. 2016). Diese Methode beruht auf der Annahme, dass nur freies,
ungebundenes Tacrolimus in Gewebe eindringen kann. Es besteht zudem die Vermutung,
dass von den Tacrolimus-Gesamtkonzentrationen nicht darauf geschlossen werden kann, ob
der Patient mit unerwiinschten Wirkungen aufgrund einer Uberdosierung zu rechnen hat.
Eher sei dafiir das freie Tacrolimus aussagekriftig, was mithilfe der Messmethode nun
ermittelt werden konnte (Stienstra et al. 2016). In der Fachinformation werden
Empfehlungen gegeben, wie hiufig eine Blutspiegelbestimmung stattfinden sollte. In der
Initialphase sollte diese zweimal pro Woche stattfinden. Aufgrund seiner niedrigen Clearance
muss beriicksichtigt werden, dass Dosisanpassungen erst mehrere Tage danach im

Blutspiegel messbar werden (s. Tab. 13).
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Tab. 13: Therapeutischer Bereich und Zielspiegel von Tac in VB.

Tac Induktionstherapie Erhaltungstherapie

LTx Dosis Zielspiegel in VB Dosis Zielspiegel in
[mg/kg/Tag] [ng/mL] [mg/kg/Tag] VB [ng/mL]

LTx 5-20 ng/ml 0,10-0,20 5-15 ng/ml Einzelfall

Daten nach Astellas 2015a; MHH 2016

1.3.3 Everolimus

Zuletzt gehe ich noch auf Everolimus ein. Seit nunmehr 10 Jahren wird an einem optimierten
TDM fur Everolimus geforscht (Shipkova et al. 2016). Everolimus wird nach Leber-, Nieren-
und/oder Herztransplantationen mit einer anfianglichen Dosis von 0,75 mg bei gleichzeitiger
Gabe von Ciclosporin gegeben (Novartis 2015). Die aktuelle Dosis richtet sich tiblicherweise
hier nach der Plasmakonzentration, welche als Talspiegel gemessen wird. Ubliche

Marktnamen fur Everolimus sind Certican®

in Europa, in den USA wird es unter dem
Namen Zotress” gefiihrt (Wong et al. 2016). Studien haben gezeigt, dass Alter, Geschlecht
und Korpergewicht keinen Einfluss auf die Pharmakokinetik von Everolimus haben. Es
erfullt zugleich Kriterien, die ein Therapeutisches Drug Monitoring unabdingbar machen: es
hat eine schmale Therapeutische Breite (Shipkova et al. 2016). Fiir das Therapeutische Drug
Monitoring wurden bisher tblicherweise Talspiegelmessungen in Vollblut durchgefiihrt, der
Wert Cyo wurde bestimmt. Dieser ldsst sich am besten 1 Stunde vor der nichsten
Medikamentenverabreichung messen. In Kombinationstherapien von Everolimus mit
weiteren Immunsuppressiva wurde dann ein Zielspiegel von 3-8 ng/L angestrebt. Als
alleiniges immunsuppressives Medikament sollte Everolimus einen Talspiegel von 6-10 ng/L
erreichen. Fir eine optimale Absorption der Medikamente ist es wichtig, sie au3erhalb einer
Mahlzeit einzunehmen und jeden Tag zur gleichen Uhrzeit (Shipkova et al. 2016). Wird
Everolimus zusammen mit Lebensmitteln eingenommen, kommt es zwischen ihnen und
dem Medikament zu Interaktionen an den Transportern, vor allem ABCB1 und CYP3A.
Somit werden Pharmakodynamik und Pharmagokinetik beeinflusst. Die Pharmakokinetik
von Everolimus ist laut bisherigen Forschungsergebnissen sehr schwer vorhersagbar. Mit
seiner doch sehr langen Halbwertszeit von 18-35 Stunden erreicht es sein Steady State erst
nach 4-7 Tagen (Shipkova et al. 2010).

1.4  Intrazellulires Therapeutisches Drug Monitoring

Die personalisierte Dosierung der Immunsuppressiva Tacrolimus, Everolimus und
Ciclosporin erfolgt entsprechend der Konzentrationsmessung in Vollblut oder Blutplasma.
Diese Messungen der Immunsuppressiva wurden bereits vielfach  zwischen
Laborwissenschaftlern und Klinikern diskutiert und weiterentwickelt. Ziel ist es, geeignete

Messmethoden zu finden und deren Ergebnisse richtig zu deuten (Holt et al. 2002). Die
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LATDMD-CT (International Association of Therapeutic Drug Monitoring and Clinical Toxicology) hat
hierzu entsprechende Richtlinien veroéffentlicht, auf die man sich geeinigt hatte. Zugleich ist
diese dafiir zustindig, aktuelle Neuerungen im TDM zu dokumentieren. Auch geht daraus
hervor, dass die Methoden des Therapeutischen Drug Monitoring fiir Tacrolimus,
Everolimus und Ciclosporin grofle Fortschritte machen. Der Goldstandard fir die
Konzentrationsmessung der Immunsuppressiva war bisher die HPLC-Messung in Vollblut
(Holt et al. 2002). Mangelhaft an dieser Technik ist allerdings, dass die Messwerte
laborabhingigen Differenzen unterliegen (Holt et al. 2002). Speziell bei den hier
untersuchten Immunsuppressiva hat sich allerdings bereits frih gezeigt, dass es grofe
Schwankungen gibt zwischen intrazelluliren Messwerten und den Konzentrationen in
Vollblut, welche unter anderem im Zusammenhang mit genetischen Polymorphismen der

einzelnen Patienten stehen kénnen (Crettol et al. 2008).

Daher sind seit einigen Jahren Verbesserungen bisheriger Verfahren des Therapeutischen
Drug Monitoring, insbesondere bei Immunsuppressiva, gefragt (Falck et al. 2008). Mit
erweiterten klinischen Studien in der immunsuppressiven Therapie wird erwartet, die
Uberlebensrate der organtransplantierten Patienten zu erhéhen und die riskanten
Vorkommen einer Uber- bzw. Unterdosierung zu reduzieren (Wieland und Shipkova 2014).
Allerdings ist der Wirkort dieser Medikamente spezifisch in den weillen Blutzellen, sodass zu
vermuten ist, dass eine Messung in den Zellen besser als die Messung im Blut mit den
Wirkungen und Nebenwirkungen korreliert (Lemaitre et al. 2015). Man erhofft sich daraus
ein besseres TDM und somit mehr Erfolg in der Therapie der lebertransplantierten Patienten
(Binder 2015). Technisch allerdings sind diese Messungen sehr aufwendig, unter anderem
weil beispielsweise freies Ciclosporin an Kunststoffoberflichen haften bleibt, sobald es nicht
mehr proteingebunden ist. Zudem ist ein fest definiertes Volumen der Proben wichtig

(Binder 2015).

Die Messqualititen hingen von der Lagerung und Zentrifugation der Proben ab, weshalb
diese Medikamente in der medizinischen Praxis gegenwirtig in der Regel im Gesamtblut

(Vollblu?) analysiert werden.

Das ist bereits an einigen Patienten von anderen untersucht worden. Im Rahmen einer Studie
mit Nierentransplantationspatienten konnte bereits nachgewiesen werden, dass eine enge
Beziechung besteht zwischen der Everolimus-Konzentration in Vollblut und der

intrazelluliren Konzentration in den mononukleiren Zellen des Blutes (Shipkova et al. 2016).
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1.5  Aufgabenstellung

In der vorliegenden multizentrisch angelegten Studie ging es um die Frage, ob durch
Messung intrazellulirer Konzentrationen der immunsuppressiven Medikamente nach
Organtransplantation besser als bisher die optimale Dosis fiir den einzelnen Patienten
gefunden werden kann. Dies wurde bei Patienten nach Lebertransplantation fir die
Immunsuppressiva Ciclosporin, Tacrolimus und Everolimus untersucht. In diesem Rahmen
war es meine Aufgabe, die gesamten fiir diese Frage relevanten Daten aus den
Patientenunterlagen zu erfassen, in eine entsprechende Datenbank einzugeben, die Daten
schlieBllich zusammenzustellen, Gbersichtlich darzustellen und wissenschaftlich auszuwerten.
Die Behandlung der Patienten lag ausschlieflich in den Hinden der an den 3 beteiligten
Kliniken angestellten Arztinnen und Arzte und die Konzentrationsmessungen selbst
erfolgten im Labor des Instituts fur Klinische Chemie der Universititsmedizin Goéttingen.

Daraus ergaben sich fiir meine Arbeit folgende Teilaufgaben:

e Die Messwerte der drei Immunsuppressiva im Gesamtblut und intrazellulir sollten fiir
alle Patienten deskriptiv dargestellt werden

e Hier sollte insbesondere die Korrelation zwischen Gesamtblut- und intrazellularen
Konzentrationen dargestellt werden

o  Der Verlauf der Messwerte bei den einzelnen Patienten sollte fir alle Patienten und im
Einzelnen auch fir Patienten mit Komplikationen (Rejektionen und schwere
Infektionen) dargestellt werden

e  Soweit moglich sollte untersucht werden, ob Gesamtblut- oder intrazellulire Messungen

besser eine Abstof3ung oder eine schwere Infektion voraussagen kénnten.

In den folgenden Abschnitten werden die verwendeten Materialen, Methoden und die

Patientenauswabhl fir die vorliegende Studie beschrieben.
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2 Untersuchte Patienten, Material und Methoden

2.1  Klinische Beobachtungsstudie

In diesem Abschnitt werde ich kurz etliutern, um welche Studienform es sich handelt und
welche Ziele mit der Studie verfolgt wurden. Danach werde ich die teilnehmenden
Universitatskliniken mit Datum des ersten positiven Ethikvotums aufziahlen, um im
Anschluss zu berichten, wie die Patienten in die Studie eingeschlossen wurden und einen
Uberblick tiber den Ablauf geben. Daraufthin werde ich einen Uberblick dariiber geben,
welche wesentlichen Ziele wir mit der Studie verfolgt haben und wie sich die Studie fiir die
Patienten gestaltet hat. Zuletzt werde ich auflisten, welche Laborwerte fiir uns entscheidend

waren.

Die Studie wurde als sogenannte nicht-interventionelle Beobachtungsstudie durchgefiihrt,
das heillt, es wurde nicht in den Behandlungsablauf der Patienten eingegriffen. Diese
Studienform wird auch als Kohortenstudie bezeichnet. Ziel der Studie ist es, Datenanalysen
und erginzende Laboranalysen von einer reprisentativen Anzahl an Patienten nach

Lebertransplantation durchzufiihren mit den folgenden Zielen:

e Definition therapeutischer Zielbereiche intrazellulirer ~Konzentrationen der
Immunsuppressiva: Mit den neuen Zielwerten und den neuen Messmethoden soll es kiinftig
gelingen, die Medikamentendosis noch priziser zu ermitteln

e Korrelation der intrazelluliren Konzentration in den mononukledren Blutzellen (itc-
TDM) mit den Konzentrationen im nicht fraktionierten Blut (TDM): Der
Medikamentenspiegel wird immer parallel in Vollblut und intrazellulir gemessen. Dies
ermoglicht einen Vergleich der beiden Werte. Letztlich sollte damit herausgefunden werden,

welche Messmethode zuverlissiger ist.

e [Exploration innovativer Biomarker fir Immunzell-Aktivierungs-Monitoring und
Immuntoleranz-Monitoring: Es wurden mehrere Biomarker untersucht. Im Laufe der Studie

wird sich herausstellen, wie das TDM damit priziser gestaltet werden kann.

Neben diesen primiren Zielen sollten weitere Aspekte statistisch erfasst werden: Infektionen
und Rejektionen nach Lebertransplantation, klinische und labormedizinische Parameter, die
Hinweise auf Unter- oder Uberimmunsuppression geben und unerwiinschte Wirkungen der

Medikamente.

Die Referenzbereiche, die in der vorliegenden Studie identifiziert wurden und die Marker,
die sich als informativ herausstellten, sollen dazu beitragen, die Immunsuppression von
Patienten nach Lebertransplantation effektiver und vor allem sicherer und

nebenwirkungsirmer zu gestalten.
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Die Studie wurde parallel an drei Kliniken durchgefithrt: an der Universititsmedizin
Gottingen, am Klinikum Hamburg-Eppendorf und an der Charité Berlin. Finanziell
gefordert wurde sie durch das Bundesministerium fiir Bildung und Forschung
(Forderkennzeichen 01ES1102). Am  09.01.2012 erhielten wir die Zusage fiir
Forschungsgelder in Hohe von € 1.431.366,00. Dabei handelte es sich um € 1.192.805,00
nicht riickzahlbare Zuwendung und um eine Projektpauschale in Héhe von € 238.561,00.
Diese Gelder waren bewilligt fir den Zeitraum von 01.02.2012 bis 31.01.2015. Am
13.11.2014 musste eine Laufzeitverlingerung beantragt werden, da bis dahin noch nicht
genug Patienten rekrutiert werden konnten. Griinde dafiir waren sicherlich unter anderem
die Missstinde in den Abteilungen der Transplantationsmedizin, welche aus den Medien

bekannt sein durften.

Fir insgesamt vier Zentren wurden jeweils Ethikantrige gestellt. Fiir Hamburg erhielten wir
das positive Ethikvotum am 13.08.2012. Goéttingen erhielt dieses am 12.09.2012. Berlin
wurde das positive Ethikvotum am 31.01.2013 erteilt. Fir das Universititsklinikum
Heidelberg wurde die Zustimmung am 29.09.2014 ebenfalls gegeben, allerdings wurden hier

keine Patienten mehr in die Studie eingeschlossen.

Die Patienten wurden nach der Lebertransplantation so frith wie moglich in die Studie
eingeschlossen. Sofern ihr gesundheitlicher Zustand eine Einwilligungserklirung zuliel3,
wurden diese innerhalb der ersten zwei Wochen, maximal jedoch bis zum einschlief3lich
neunten Monat nach Transplantation rekrutiert. Ab dann wurde der Patient fiir 1 Jahr (bzw.
12-14 Monate) beobachtet. Das heilt, der Patient wurde gebeten, bei seinen
Kontrollterminen einen Fragebogen zu seinem Befinden auszufullen. Zusitzlich wurden fur
die Studie wichtige Fragen zu Infektionen und Rejektionen sowie Krankenhausaufenthalten
durch den behandelnden Arzt beantwortet. Im Anschluss wurde dem Patienten eine geringe
Menge Blut abgenommen. Fur das routinemal3ige Therapeutische Drug Monitoring ist die
Blutabnahme ohnehin notwendig. Im Rahmen der Studie erhohte sich diese Menge
geringfiigig um 20 ml, dies war jedoch nétig, um Material fiir die umfangreichen Messungen

zu erhalten.

Von besonderem Interesse waren die ersten Wochen nach der Transplantation, da es in
dieser Zeit tendenziell am hiufigsten zu Rejektionen und Infektionen kommt. Diese Phase
eignete sich von daher besonders gut zur Erforschung innovativer Biomarker. Wichtig war,
dass die Patienten unbeeinflusst von der Studie weiterbehandelt wurden. Erginzend zu den
im Rahmen der Krankenversorgung regelmiBig durchgefithrten Laboruntersuchungen und
dem reguliren TDM wurden mithilfe innovativer Biomarker Immunreaktionen und die
intrazelluldren Spiegel der Immunsuppressiva gemessen. Zudem wurde frei zirkulierende
DNA des Spenders und des Empfingers im Blut gemessen: Die Menge an freier DNA des
Transplantatspenders im Blut des Empfingers ist ein Hinweis auf Absto3ungsreaktionen.
Daneben ist frei zirkulierende DNA des Empfingers ein Zeichen fiir zu hohe

Immunsuppression und damit verbundene Zellschiden bzw. Organschiden. Anhand der
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ausgewerteten Daten soll es nun moglich werden, zu ermitteln, welche Parameter verwendet
werden kénnen, um in Zukunft die Medikamentendosis individuell noch besser zu steuern.
Es ergibe sich daraus auch die Mdoglichkeit, kiinftig Patienten mit einer verringerten

Medikamentendosis ohne Komplikationen zu therapieren.

Das Studiendesign sah vor, primire und sekundire Endpunkte als wesentlichen Maf3stab zu
verwenden. Bei den primiren Endpunkten handelt es sich derzeit im klinischen Alltag
tbliche Medikamentenkonzentration, welche als Konzentration in Vollblut gemessen
werden. Anhand dieser Konzentrationen wurde bisher die Dosis der Immunsuppressiva

reguliert.

Als sekundire Endpunkte bezeichnen wir Infektionen und Rejektionen sowie alle klinischen
Laborwerte, welche auf eine Uber- oder Unterimmunsuppression hindeuten. Infektionen
sind mogliche Folge einer Uber-Immunsuppression. Unter Infektionen definieren wir im
Rahmen der Studie Verschlechterungen des allgemeinen Gesundheitszustandes, welche fiir
Infektionen typisch sind. Dabei stitzen wir uns auf bestimmte infektionstypische
Laborwerte und Autopsie-Ergebnisse, vor allem dann, wenn antiinfektive Medikamente

gegeben wurden.

Als Rejektion werden alle Verschlechterungen der Gesundheit bzw. der Organfunktion
gewertet, die zu einer Rejektionstherapie fihren. Fin Todesfall, ein Verlust der
Transplantatfunktion oder eine Re-Transplantation wird ebenfalls als Rejektion gewertet,
wenn nach klinischer Einschitzung der behandelnden Arzte und der beteiligten Pathologen
die Rejektion die wahrscheinlichste Ursache ist. Natirlich sind histologisch belegte

Abstofungsreaktionen darin enthalten.

Um systematische Fehler zu vermeiden, welche die Aussagekraft der Studie beeintrichtigen
konnten, war das Prinzip der Blindung entscheidend: Im Rahmen der gewohnlichen
Routineuntersuchungen wurden mithilfe der Blutproben Biomarker entworfen, welche
frihzeitig Infektionen und Rejektionen erkennen lieBen. Entsprechend des Prinzips der
Blindung wurden die Marker jedoch ausschlieBlich fiir die Statistik zur Verfigung gestellt

und nahmen keinerlei Einfluss auf die Therapie des Patienten.

Zur Durchfiihrung der Studie wurden die Patienten circa 1 Jahr ab Transplantation
beobachtet. Innerhalb dieses Jahres fanden Visiten und Hospitalisierungen statt. Aus den
tblichen Visitenterminen wurden fir die Studie geeignete Zeitpunkte fir Visiten festgelegt.
Dies ist wichtig, um vergleichbare Werte von allen Studienteilnehmern zu erhalten. Neben
diesen festgelegten Visitenterminen kamen im Fall von Komplikationen wie Rejektionen

oder Infektionen sogenannte Zusatzvisiten hinzu. Der Zeitplan sah wie folgt aus:

Ein wichtiger Parameter, welcher allerdings zeitlich unabhingig gemessen wurde, betrifft die
Pharmakogenetik. Dabei wurde eine Genotypisierung der relevanten Transporter der

Leukozyten vorgenommen (MDR1, CYP3A4, etc.), um gegebenenfalls relevante
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Genvarianten zu erkennen. Zu jeder Visite wurden Events aufgezeichnet. Dazu zihlten

Krankenhausaufenthalte, Rejektionen und Infektionen.

Die wesentlichen erfassten Daten bestehen zum einen aus den routinemalig durchgefithrten
Messungen der Immunsuppressiva-Spiegel in Vollblut und zum anderen aus den neu

entworfenen Biomarkern. Routinemif3ig gemessen werden:

e cCSA: Ciclosporin im Blut
e cTac: Tacrolimus im Blut

e cEve: Everolimus im Blut

Zusitzlich zu den routinemifBigen Visiten wurden 20 ml vendses Blut entnommen, um

folgende Werte zu bestimmen:

e icCSA: Intrazellulires Ciclosporin
e icTac: Intrazellulares Tacrolimus

e icEve: Intrazellulares Everolimus

Tab. 14: Ubersicht zum Visitenplan und den jeweiligen erhobenen Parametern.
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3 1 — 2 Monate X X X X X X X
4 2 — 4 Monate X X X X X X X
5 4 — 8 Monate X X X X X X X
6 8 — 10 Monate X X X X X X X
7 10 — 14 Monate X X X X X X X
Bei Infektion oder Rejektion X X X X X X
Seriell zur Verlaufsdokumentation X X X X X X
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2.2 Ubersicht iiber die wesentlichen analytischen Verfahren

Fir die Durchfihrung der Konzentrationsmessungen wurden den Patienten im Rahmen der
Visiten zunichst Blutproben aus der peripheren Armvene entnommen. Fir die
labormedizinischen Untersuchungen mussen die Blutproben vorbereitet werden. Da es dabei
Unterschiede gibt, je nachdem, ob Messungen in Vollblut oder intrazellulire Messungen in
den PBMCs vorgenommen werden, werde ich in den entsprechenden Abschnitten

detaillierter darauf eingehen.

Im Grundprinzip werden fir die Messungen 2 Verfahren kombiniert, die Chromatographie
(LC fur  liguid chromatography) und die Massenspektrometrie (kurz MS). In der
Chromatographie (heute als HPLC fur bigh performance liquid chromatography durchgefihrt) wird
die Substanz, die analysiert werden soll, in Flissigkeit gelost iiber eine so genannte HPLC-
Sdule geleitet. Die HPLC-Saule ist ein Stahlrohr, das mit Granulat (meist Kieselgel) gefillt
ist, an dem sich Substanzen auftrennen. Grundsitzlich sind in einer HPLC-Siule zwei
Phasen: eine stationdre Phase und eine mobile Phase. Die stationdre Phase ist das Kieselgel,
die mobile Phase ist unsere Probe. An der Oberfliche des Kieselgels befinden sich
funktionelle Gruppen, welche die einzelnen Substanzen aus der Probe unterschiedlich lange
festhalten. Dies geschieht unter anderem iber Van-der-Waals-Krifte und Ionenaustausch.
Somit findet eine Auftrennung unserer Probe entsprechend der unterschiedlichen
Substanztypen (in unserem Fall die unterschiedlichen Immunsuppressiva) nach ihrer Ladung
und Masse statt. Die Substanzen werden unterschiedlich schnell von der HPLC-Saule eluiert.
Das, was dabei eluiert wird, wird direkt in den massenspektrometrischen Detektor
weitergeleitet. Ein Massenspektrometer besteht aus folgenden drei Teilen: Einem
Ionisationsgerit, einer Analyseeinheit und einem Detektor. Im ersten Abschnitt wird die
Probe zunichst in ihre Gasphase tiberfihrt und danach ionisiert. Mithilfe eines elektrischen
Feldes werden die Ionen beschleunigt und durchfliegen dann die Analyseeinheit des Gerites.
Hier werden die Ionen entsprechend ihres Masse-zu-Ladung-Verhiltnisses sortiert.
SchlieBlich werden im Detektor die Ionen entsprechend ihrer Sortierung registriert. Mit der
Massenspektrometrie werden Substanzen (in der Regel Molekiile) nicht nur qualitativ
nachgewiesen, sondern auch quantitativ bestimmt (Gross 2013). Werden mehrere
Massenspektrometer hintereinandergeschaltet, wird dieses bildlich als Tandem-MS
bezeichnet oder auch als MS/MS. Die Kombination aus der Flissigkeitschromatographie
und dem Tandemmassenspektrometer wird als LC-MS/MS bezeichnet. Zur Ermittlung der
Immunsuppressiva-Konzentration aus den detektierten Proben werden Isotopen-markierte
interne Standards verwendet. Dazu wird anfangs zur Blutprobe eine kleine, definierte Menge
an Medikament hinzugegeben, welches im Molekil einige Atome trdgt, die ein hoheres
Atomgewicht haben. Da man immer die gleiche Menge davon zugibt, kann man die Analysen

immer auf diese Isotopen-markierten so genannten internen Standards normieren.
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Abb. 1: Aufbau eines HPLC-MS-Gerates.

2.2.1 Messung in Vollblut

Fir die Messung der Immunsuppressiva-Spiegel in Vollblut wird die Blutprobe zunichst
vorbereitet. Dazu fithren wir eine Proteinfillung in einer Mikrotiterplatte durch. Die
Blutprobe wird zunichst mit einem Fillungsreagenz versetzt, welches interne Standards
enthidlt. Der genaue Ablauf findet wie folgt statt: Die Blutprobe und das Fallungsreagenz
werden in der Mikrotiterplatte fiir 15 min bei einer Umdrehungszahl von 1050rpm auf einem
Mix Mate (Fa. Eppendorf) grindlich vermischt. Im Anschluss werden die Feststoffe dieses
Gemisches in der Zentrifuge fir 15 min bei Raumtemperatur und einer Umdrehungszahl
von 4400 rpm abgesetzt. Nachdem die Feststoffe abgetrennt wurden, verbleibt nur noch der

sogenannte Uberstand in der Mikrotiterplatte.

Blutprobe

Interne \ 15 min 15 min

Standards Mikrotiterplatte vermischen Proteinfallung+
Abtrennun

Fillungs- / 1050 U g
4400 U

reagenz

Abb. 2: Probenvorbereitung fiir die Messung in Vollblut.

U steht fir Umdrehungen pro Minute.

Im nichsten Schritt werden 275 ul des Uberstandes abgenommen und fiir die weitere
Messung verwendet. Auf dem Weg zur HPLC-Siule (HPLC=High Performance Liquid
Chromatography) gelangt der Uberstand aus der Mikrotiterplatte iiber einen Autosampler
zunichst in eine Extraktionskartusche und eine Vorsdulenkartusche. Diese dienen der
Aufreinigung der Probe und sind der eigentlichen Sdule vorgeschaltet. Die HPLC-Séule ist
ein Stahlrohr, das mit Granulat (meist Kieselgel) geftllt ist, an dem sich Substanzen
auftrennen. Die Substanzen werden unterschiedlich schnell von der HPLC-Siule eluiert.
Grundsatzlich sind in einer HPLC-Sdule zwei Phasen: eine stationire Phase und eine mobile
Phase. Die stationire Phase ist das Kieselgel, die mobile Phase ist unsere Probe. An der

Oberfliche des Kieselgels befinden sich funktionelle Gruppen, welche die einzelnen
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Substanzen aus der Probe unterschiedlich lange festhalten. Somit findet eine Auftrennung

der Probe entsprechend der unterschiedlichen Substanztypen

entsprechend der unterschiedlichen Immunsuppressiva.

statt, in diesem Fall,
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Abb. 3: Ablauf der Probenvorbereitung und HPLC-Trennung.

Nachdem die Probe nun aufgetrennt ist in die einzelnen Substanzen, gelangen diese in das

Massenspektrometer. Dazu wird die Probe zunidchst mithilfe eines Interfaces ionisiert und

fragmentiert. Schlief3lich werden die einzelnen Massen der Immunsuppressiva detektiert. Ein

Computer registriert die gesammelten Daten. Die Datenauswertung findet mithilfe der

beigefithrten internen Standards statt, welche im ersten Schritt zusammen mit dem

Fallungsreagenz der Blutprobe beigemischt worden waren.

MS

Eintrittsspalt

MS

Austrittsspalt

Abb. 4: Aufbau des Tandem-Massenspektrometers.

Links ist die erste massenspektrometrische Auftrennung nach MolekiilgrBe dargestellt, in der Mitte

die weitere Fragmentierung in Fragmentionen und rechts die 2. massenspektrometrische

Auftrennung, bevor die Ionen am Austrittsspalt gemessen werden.

Insgesamt erfolgte somit eine qualitative und quantitative Messung der jeweiligen

Immunsuppressiva in Vollblut.
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Messung in den mononukleiren Zellen des peripheren Blutes

In diesem Abschnitt werde ich die Messmethode fiir die intrazelluliren Immunsuppressiva-

Konzentrationen in den PBMCs (PBMC=peripheral blood mononuclear cells) etflautern.

Zunichst missen aus den Blutproben die PBMCs isoliert werden. Dies funktioniert mithilfe
eines Leucosep-Rohrchens in der Methode nach Ficoll: Die Isolierung von PBMCs mit der
Ficoll-Methode beruht darauf, dass diese Zellen eine spezielle Dichte haben. Man fillt fiir
diese Isolierung in ein Rohrchen eine bestimmte Menge an Ficoll (das eigens in der
Universitaitsmedizin Goéttingen entwickelte Ficoll nennt sich Leucosep), einer Fliissigkeit mit
relativ hoher Dichte aber geringem osmotischen Druck, und tiberschichtet diese Ficoll-
Losung mit Blut (aus technischen Griinden vorher 1:1 mit physiologischer Kochsalzlosung
gemischt). Das wird dann zentrifugiert und die Schicht der PBMCs wird mit der Pipette
vorsichtig abgesaugt (s. Abb. 5).

PMBCs
L Probe Zentrufige
CUCOSCR : Leucosep PABC
_ MBCs
Leucosep RBCs+

Granlozyten

Abb. 5: Isolierung der PBMCs aus den Blutproben nach der Ficoll-Methode.

Diese Zellen werden dann noch einmal durch Zentrifugation vom restlichen Ficoll
gewaschen und mithilfe der Neubauer-Zihlkammer gezihlt, bevor definierte Portionen

davon eingefroren bzw. gleich mithilfe des HPLC-MS-MS-Verfahrens gemessen wurden.

Nun folgt die Zihlung der PBMCs in einer Neubauer-Zihlkammer. Eine Neubauer-
Zihlkammer besteht aus zwei Glasplatten. In die Trigerplatte sind Vertiefungen in
definierter Gro3e und Tiefe eingeschliffen. Darauf ist eine Deckplatte gelegt, wodurch eine
Kammer zwischen den beiden Glasplatten entsteht. Nun werden die PBMCs seitlich auf das
Glas zwischen die Platten pipettiert, wobei sich die Kammern durch den entstehenden
Kapillardruck fillen. Indem nun die Zellen in einem Feld definierter GréBe gezahlt werden
und die Hohe der Kammer genau definiert ist, kann ein Volumen berechnet und somit die

Anzahl an Zellen ermittelt werden.

Wenn die Anzahl der Zellen pro Volumen bekannt ist, kann die Probe fir die Messung im
LC-MS/MS vorbereitet werden. Durch die aggressive Proteinfillung und Zentrifugation
platzen die PBMCs, weshalb die Zahlung vorher stattgefunden haben muss.
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Zunichst wird die Probe mit Internen Standards und einem Fallungsreagenz zusammen in
ein 2 ml Schraubgefil3 pipettiert. Darin wird es fir mindestens 30s vermischt. Im Anschluss
wird es bei circa 20.000g fiir mindestens 5 Minuten zentrifugiert. Somit sind die Feststoffe

abgesetzt, wie in Abb. 6 skizziert.

30s 5 min, 20.000g
Probe T
2mL . . .
Interne Vermischen, Zentrifugation
Standards Schraubgefil3 Proteinfillung Abtrennung

Fillungsmittel

Abb. 6: Probenvorbereitung zur intrazelluldren Immunsuppressiva-Konzentrationsmessung.

Nun wird der Uberstand in eine Microtiterplatte pipettiert und im Anschluss automatisch
tiber einen Autosampler in das LC-MS/MS-System injiziert. Uber den Quotienten aus der
PBMC-Probe und dem internen Standard wird schlieBlich die Menge des jeweiligen

Immunsuppressivums ermittelt.

2.3  Statistische Auswertung

Fir die statistische Auswertung war die Grundlage das Biomaterial aus den drei Zentren
Hamburg (Zentrum 1), Géttingen (Zentrum 2) und Betlin (Zentrum 3). Bei den statistischen
Auswertungen wurde ich von Herrn Markus Harden (Institut fir Medizinische Statistik)
unterstitzt, das ist jeweils in den Legenden der entsprechenden Tabellen und Graphiken

angegeben.

In den drei Zentren wurde fiir jeden Patienten ein sogenannter Case Report Form (CRF), also
ein Erhebungsbogen, der zu jeder Visite ausgefullt wird, erstellt. Die gesamten Datenordner
wurden in Gottingen gesammelt und mithilfe des Datenbankprogramms secuTrial®
registriert. SchlieBlich wurden anhand von Datenbank-Exporten die Auswertungen

durchgefiihrt.

Generell unterscheidet man bei den statistischen Verfahren die deskriptive (also
beschreibende) Statistik, explorative Statistik (also eine breite die Daten erkundende
Vorgehensweise) und schlieBlich die schlieffende bzw. induktive Statistik (Meilner und
Wendler 2015).

Sowohl in der deskriptiven Statistik als auch in der induktiven Statistik gibt es parametrische

und nicht-parametrische Verfahren.
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Parametrische Verfahren beruhen einfach gesagt auf der Annahme, dass Messwerte
normalverteilt sind. Nichtparametrische Verfahren benétigen keine Voraussetzungen, was

die Verteilung der Messwerte angeht (Tab. 15):

Tab. 15: Ubersicht iiber die verwendeten Verfahren.

Parametrisch Nicht-parametrisch
] 1 ] 11 [©
Deskriptiv Mittelwert . Ante_ll [%0]
* Standardabweichung =  Median
"  Minimum
= Maximum
= Quartile (1. und 3.)
= 95% Konfidenzintervall
Induktiv * 2 Gruppen: t-test . . Wﬂcoxon—Te'st
* Mehrgruppen: Varianzanalyse = Rangkorrelationsanalyse

= Korrelationsanalyse nach
Pearson

*  Regressionsanalysen

Der Median ist der Wert, welcher exakt in der Mitte der Datenverteilung liegt, unabhingig
davon, wie grof3 die einzelnen Werte sind (MeiBner und Freidank 2004). Bei geraden
Fallzahlen ist der Median der Mittelwert der mittleren beiden Werte. Es kommt dabei nur
auf die Anzahl und den Rang der Werte an. Die Quartile ist, einfach erklirt, ein Wert, welcher
auf einer Viertelung der Datenwerte beruht. Dementsprechend beschreibt die erste Quartile
den Wert am oberen Ende der ersten 25% der Daten, die dritte Quartile entsprechend den
Wert am oberen Ende der 75% der Daten.

Das Konfidenzintervall ist ein Bereich, der mit hoher Wahrscheinlichkeit einen bestimmten
prozentualen Anteil der Werte einschlie3t. Ein Konfidenzintervall von 95% beschreibt einen

Bereich, der bei unendlich vielen Messungen 95% der Messergebnisse mit enthilt.

Zur Ermittlung des Mittelwertes dagegen wird die Summe aller Datenwerte durch die Anzahl
der Werte geteilt. Die Standardabweichung gibt an, wie weit die einzelnen Werte der
Datensammlung vom Mittelwert abweichen. Zur Ermittlung der Standardabweichung wird
die Differenz aller Einzelwerte zum Mittelwert quadriert, sodann die Summe davon gebildet,
danach durch die Anzahl der Messungen (minus 1) dividiert und schlieBlich davon die Wurzel

berechnet.

Wenn es um den quantitativen Zusammenhang zwischen 2 Laborparametern geht, wird
vielfach die Korrelations- bzw. Regressionsanalyse verwendet. Die SI-Einheit des
Korrelationskoeffizienten in . Der Exponent 2 hat den Hintergrund, dass es keine

negativen Werte ergeben darf. In dieser Arbeit wird r einheitlich als die Wurzel von t*
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angegeben. Mit diesen beiden Verfahren werden Zusammenhinge zwischen zwei metrischen
Variablen analysiert. Ein Unterschied besteht darin, dass bei Regressionsanalysen einer der
beiden Werte als der richtige angesehen wird, tblicherweise wird dieser auf der x-Achse
aufgetragen, wihrend der andere als Fehler-behaftet angesehen wird. Korrelationsanalysen
kénnen Zusammenhinge lediglich quantifizieren, ohne dass sie dabei tatsdchlich nach dem
Ursache-Wirkungs-Prinzip voneinander abhingen miussen. Wesentliche Parameter zur
Darstellung der Korrelation und Regression sind der Korrelationskoeffizient nach Pearson:
Dessen Wert kann zwischen -1 und +1 liegen, ein Wert von 0 bedeutet, dass kein
Zusammenhang vorliegt. Je mehr sich der Korrelationskoeffizient an 1 oder an -1 annihert,
desto geringer wird die Streuung um eine gedachte Gerade (,, Trendlinie®). Wichtig ist dabei
zusatzlich die Steigung der Geraden und ihr Schnittpunkt mit der Y-Achse, der sog. Y-
Achsenabschnitt.

In die obere Tabelle nicht einzuordnen sind statistische Analysen zum Vergleich der

Hiufigkeit.

Neben den statistischen Kenngrofien spielen in der statistischen Datenprisentation und
Analyse die graphischen Darstellungen eine grof3e Rolle. Mit einer Haufigkeitsverteilung wird
dargestellt, wie hdufig eine bestimmte Klasse vorkommt. Mit einer Klasse wird die
Eigenschaft der Werte festgelegt. Hier wurden insbesondere Streudiagramme und auch Box-
Plots verwendet. Mit den Box-Plots, auch Kastengrafik genannt, werden Lage- und Streuung
von Datenwerten anschaulich dargestellt. Dabei entspricht die Box dem Bereich, in dem sich
die mittleren 50% der Werte befinden (Meil3ner und Freidank 2004). Die Box endet damit
bei der ersten und dritten Quartile (s. 0.). Zur Definition der beiden Ausliufer (Antennen)
gibt es unterschiedliche Vorgehensweisen, die hier im Detail nicht dargestellt sind. Man kann
dieses tiber Minimum und Maximum definieren. Eine andere Methode ist, fir diese das
1,5fache des Bereiches zwischen 1. und 3. Quartile nach oben und unten vom Median
aufzutragen. Die gestrichelte Linie gibt den Median an, die beiden separaten Punkte sind sog.
»Ausreifler® (s. Abb. 7):

1.Quartile 3. Quartile

Minimum Median Maximum

Abb. 7: Aufbau eines Boxplots.

Streudiagramme, auch Korrelationsdiagramme genannt, stellen zwei Variablen in einem
zweidimensionalen Koordinatensystem dar. Daran kann die Beziehung zwischen den
Variablen erkannt werden. Wenn keinerlei Beziehung besteht, sind die Werte gleichmiGig

oder in Form eines runden Punktehaufens verteilt.
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3  Ergebnisse

In diesem Abschnitt werden zunichst die wesentlichen demographischen und medizinischen
Daten der Patienten dargestellt. Im Anschluss folgt eine deskriptive Darstellung der primiren
Zielparameter (Vollblut- und intrazellulire Konzentrationen) und ihre Korrelationen, die
Unterschiede je nach Zeitpunkt nach Transplantation sowie eine Zusammenstellung der
Laborwerte von Patienten mit und ohne Infektionen oder Rejektionen. SchlieBlich werden

intrazellulire Zielparameter definiert.

3.1 Untersuchte Patienten

Es wurden von insgesamt 164 Patienten nach Organtransplantation erfolgreich in die Studie
eingeschlossen und verwertbare Daten erhoben. Wie in Tab. 14 aufgelistet, waren davon 45,5%
Frauen und 55,5% Minner. Die Art der Transplantationen verteilte sich von insgesamt 164 (100%)
Transplantationspatienten auf 144 (87,7%) Lebertransplantatempfinger, 3 (1,8%) kombinierte
Leber- und Nierentransplantatempfanger und 17 (10,4%) Nierentransplantatempfanger (s. Tab.
10).

Tab. 16: Gesamtzahl der Transplantatempfinger mit Unterscheidung des transplantierten Organs

und Geschlechterverteilung.

N Anteil [%]
Gesamt 164 100
Transplantiertes Organ
Leber 144 87,8
Niere 17 10,4
Leber und Niere 3 1,8
Geschlecht
Minnlich 91 55,5
Weiblich 73 455
Zentrum
Gottingen 76 46,3
Hamburg 31 18,9
Betlin 57 34,8

Bei 5 Patienten mussten Re-Transplantationen durchgefithrt werden. Dadurch fielen diese 5

Patienten vorzeitig aus, und es waren nur Daten von 159 Patienten auswertbar. Diese gro3e Zahl
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an Patienten war erforderlich, um die Studie reprisentativ zu gestalten. Es sollten fiir jeden
Patienten 7 Visitentermine fir die Studie aufgezeichnet werden. Fiir einige Patienten war es jedoch
nicht moglich, an allen sieben Visiten teilzunehmen. Zudem wurde die Rekrutierung von Patienten
gestort durch den tiberraschenden Riickgang an Transplantationszahlen. Das war vor allem eine
Folge der Datenmanipulationen an einigen Transplantationszentren, welche auch aus den Medien

bekannt sein durften.

Die Altersverteilung gestaltete sich folgendermafBlen: Die Patienten waren zum Zeitpunkt der
Transplantation zwischen 18 und 84 Jahre alt. Der Median lag bei 55 Jahren, der Mittelwert bei
53,2 Jahren.

Tab. 17: Altersverteilung der Patienten.

N Min MW MD Max

Alter 164 18.0 53.2 55.00 84.0

N gibt die Anzahl der Patienten insgesamt an. Min das Alter des jingsten, Max das Alter des iltesten Patienten.
Mittelwert (MW) und Median (MD) wurden erginzend angegeben.

Wie Abb. 8 zeigt, war ein deutlicher Peak in der Altersverteilung bei 51-60 Jahren.

60
g 40
=
Y]
30 40 50 60 70 80 und gréBer
Alter in Jahren

Abb. 8: Altersverteilung der Patienten im Histogramm.

Einen weiteren demographischen Aspekt stellt die Gewichtsverteilung dar. Die meisten Patienten

hatten ein Kérpergewicht von ca. 80 kg (s. Abb. 9).

g 4
i
& 40 I
& 20
50 60 70 80 90 100 110 120 und gréfer
Gewicht in kg

Abb. 9: Hiufigkeitsverteilung des Kérpergewichts der Transplantatpatienten.
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Die Griinde fiir eine Lebertransplantation waren vielfaltig: Allen voran waren die Hauptursachen
Autoimmunerkrankungen (30%), dem folgten Leberzirrhose aufgrund von Alkoholtoxizitit (27%),
kongenitale Ursachen (17%) sowie Infektionen mit dem Hepatitis-C-Virus (17%). Die restlichen
17% umfassten Hepatitis-B-Virus-Infektionen, erndhrungsbedingte Toxizitit, toxische Wirkungen
von Medikamenten (z. B. Paracetamol) sowie weitere unbekannte Ursachen fiir ein Leberversagen
bzw. eine Leberzirrhose (s. Abb. 10).

17%
0% Autimmunerkrankung
kongenitale Ursachen
17% Alkoholtoxizitit
HCV-Infektion
Sonstige
17%
19%

Abb. 10: Ursachenverteilung fir eine Lebertransplantation.

3.2 Konzentrations-Messwerte

Insgesamt ergaben sich fiir die drei Immunsuppressiva 889 Blutproben (Ciclosporin 84, Tacrolimus
641, Everolimus 168), fir welche Messwerte in Vollblut und in den PBMCs parallel registriert
wurden. Dariiber hinaus wurden wesentlich mehr Messwerte erhoben, jedoch wurden nicht alle
berticksichtigt, weil entweder nur intrazelluldre oder nur extrazellulire Messwerte vorlagen. Grinde
dafiir waren labortechnische Herausforderungen wie zu wenig Probenmaterial oder Messfehler.
Zudem wurden zwei Extremwerte bei Tacrolimus gestrichen, da diese Werte in keinem
realistischen Zusammenhang zum Rest der Messungen standen. Im Folgenden werde ich auf die
drei Immunsuppressiva in gehabter Reihenfolge eingehen. Dabei stelle ich zunichst die
Haufigkeitsverteilungen der Medikamentenspiegel in Vollblut dar. AnschlieSend gehe ich auf die
Korrelationen zwischen intrazelluliren und extrazelluliren Messwerten ein. Schlieflich werde ich
diese in Beziehung zu den Dosierungen setzen und zuletzt in Bezichung zu den therapeutischen

Endpunkten Rejektion und Infektion setzen.
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3.2.1 Ciclosporin
Hiufigkeitsverteilung der Ciclosporin-Konzentrationen

Insgesamt 32 der Patienten, welche fiir unsere Studie rekrutiert werden konnten, wurden mit
Ciclosporin therapiert. Die Konzentrationen des Ciclosporins in Vollblut lagen zwischen 27 und
290 ng/ml. Entsprechend des unten dargestellten Diagramms waren Konzentrationen >60 und bis
100 ng/ml weit am hiufigsten (s. Abb. 11).

20
5 15
T 10
g
m 0 T . T T T T T T . T
20 40 60 80 100 120 140 160 und groBer
CSA-Konzentration in VB in [ng/ml]

Abb. 11: Hiufigkeitsverteilung der CSA-Konzentrationen in Vollblut. Die Balken lassen sich im

Histogramm so verstehen: Der hochste Balken tiber dem Wert 80 ng/ml schlieB3t alle Wette von >60 bis einschlieflich
80 ng/ml ein.

Die intrazelluliren Ciclosporin-Konzentrationen lagen zwischen 121,81 und 3396,42 pg/1Mio.
Zellen. Meist lagen die Werte im Bereich >700 bis 800 pg/1 Mio. Zellen, wie Abb. 12 zeigt.
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100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Intrazellulire CSA-Konzentration in [pg / 1 Million Zellen]

Abb. 12: Haufigkeitsverteilung der intrazelluliren CSA-Konzentrationen.

An dieser Stelle folgt ein Vergleich der in Vollblut gemessenen Spiegel mit den Werten in den
mononukledren Zellen. Aus insgesamt 80 Blutproben konnten gleichzeitige Werte in Vollblut und
in den PBMCs fiir Ciclosporin ausgewertet werden. Werden die intrazelluliren Ciclosporin-
Konzentrationen in Korrelation zu den extrazelluliren gesetzt, lasst sich eine Trendlinie ermitteln.
Die Steigung liegt bei Faktor 7. Der Korrelationskoeffizient zwischen extrazellulirem und

intrazellulirem Spiegel lag bei I = 0,41.
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Abb. 13: Korrelation zwischen CSA-

10000 5 Konzentrationen in VB und PBMCs.
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s
E’ ° r=0,41 zwischen den beiden Konzentrationen. Die
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M? N 1000 Achsen logarithmisch zur Basis 10 aufgetragen.
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Die Ciclosporin-Konzentrationen in Vollblut lagen zwischen 18 und 290 ng/ml, in den
mononukleiren Zellen lagen sie zwischen 121,8 und 3748,8 pg/1 Mio. Zellen, wie Tab. 18

zusammenfasst.

Tab. 18: Deskriptive Statistik der CSA-Konzentrationen in Vollblut und in den PBMCs.

N Min Q1 MD Q3 Max IQR MW SD KI 95%
cCSA 84 18,0 66,0 91,5 1270 2900 61,0 101,6 493 91,1 - 1122
[ng/ml]
icCSA 84 121,8 3834 6858 8776 37488  811,6 788,83 (05,0 659,5 - 9182

[pg/1 Mio. Zellen]

cCSA=Ciclosporin-Konzentration in Vollblut, icCSA=intrazellulire Ciclosporin-Konzentration, Q1=Erste Quartile;
MD=Median; Q3=Dritte Quartile; IQR=Interquartile Rate; MW=Mittelwert; SD=Standardabweichung; KI:
Konfidenzintervall. Beziiglich der Streuung sind die Werte wegen der unterschiedlichen absoluten Werte nicht
direkt vergleichbar, der Variationskoeffizient (SD/MM) war fiir cCSA 0,49 und fiir icCSA 0,77, was auf eine

groBere Streuung der intrazelluldren Messungen hinweist.

3.2.2 Tacrolimus

Tacrolimus war das Immunsuppressivum, welches im Verlauf dieser Studie am hiufigsten
verabreicht wurde. Insgesamt 151 rekrutierte Patienten wurden damit therapiert. Aus der
Hiufigkeitsverteilung in Abb. 14 geht hervor, dass Tacrolimus-Konzentrationen in Vollblut meist

bei >6 bis 8 ng/ml lagen, wobei ein deutlicher Peak bei >6 bis 7 ng/ml liegt.
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Haiufigkeit
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Tac-Konzentration in VB in ng/ml
Abb. 14: Haufigkeitsverteilung der Tac-Konzentrationen in Vollblut.
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Abb. 15: Hiufigkeitsverteilung der intrazelluliren Tac-Konzentrationen. Diese lagin den PBMCs meist
bei >10 bis 30 pg/1 Mio. Zellen.

Insgesamt gelang es, fur 662 Blutproben zeitgleiche Messungen fur Tacrolimus intra- und
extrazelluldr zu registrieren. Fir die Korrelation zwischen der Tacrolimus-Konzentration extra- zu

intrazellulir ergibt sich ein Korrelationskoeffizient von I = 0,58, wie in Abb. 16 dargestellt ist.

1000,000 Abb. 16: Korrelation zwischen Tac-
Konzentrationen in VB und PBMCs.
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1,000 N —
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Tac-Konzentration in VB [ng/ml]
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In Vollblut lagen die Tacrolimus-Konzentrationen zwischen 0,40 und 44,0 ng/ml, in den PBMCs
zwischen 2,0 und 338,7 pg/1 Mio. Zellen, wie Tab. 19 zusammenfasst.

Tab. 19: Deskriptive Statistik der Tac-Konzentrationen in Vollblut und intrazellular.

N Min Q MD Q3 Max IQR MW SD KI 95%
cTac 662 04 53 69 90 441 37 77 41 74-8,0
[ng/ml]
icTACh 662 21 158 243 385 3387 227 334 314  31,0-358

> ) >

[pg/1 Mio. Zellen]

Beziiglich der Streuung sind die Werte wegen der unterschiedlichen absoluten Werte nicht direkt
vetgleichbar, der Variationskoeffizient (SD/MM) war fiir cTac 0,53 und fir icTac 0,94, was auf eine sehr

viel gréB3ere Streuung der intrazelluliren Messungen hinweist.

3.2.3 Everolimus

Insgesamt 62 der rekrutierten Patienten wurden mit Everolimus therapiert. Die Everolimus-
Konzentration in Vollblut lag am haufigsten bei >3 bis 5 ng/ml. Ein Peak ist in Abb. 17 bei >3,5

bis 4 ng/ml zu schen.
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Abb. 17: Haufigkeitsverteilung der Eve-Konzentrationen in Vollblut.
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Abb. 18: Hiufigkeitsverteilung der intrazelluliren Eve-Konzentrationen. Die intrazellulire Everolimus-
Konzentration lag am haufigsten zwischen >10 und 30 pg/1 Million Zellen. Ein Peak ist bei >10 bis 20 pg/1Mio.

Zellen zu sehen.
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Die Regressionsanalyse zwischen der intrazelluliren und der extrazelluliren Everolimus-

Konzentration ergibt einen Korrelationskoeffizienten von = 0,50, wie Abb. 19 demonstriert.

Abb. 19: Korrelation
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In Vollblut lagen die Everolimus -Konzentrationen zwischen 0,6 und 17,9 ng/ml, in den PBMCs
zwischen 4,98 und 98,0 pg/1 Mio. Zellen, wie Tab. 20 zusammenfasst.

Tab. 20: Deskriptive Statistik der Everolimus-Konzentrationen in Vollblut und intrazellular.

N  Min QI  Median Q3 Max IQR MW  SD KI 95%
cEve 171 06 36 46 257 179 220 52 24 48-55
[ng/ml]

icEve 171 50 127 17,9 257 980 130 212 131  193-232

>

[pg/1 Mio. Zellen]

Bezuglich der Streuung sind die Werte wegen der unterschiedlichen absoluten Werte nicht direkt
vergleichbar, der Variationskoeffizient (SD/MM) war fur cEVE 0,46 und fur icEVE 0,62, was auf eine

geringfiigig groBere Streuung der intrazelluliren Messungen hinweist.
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3.3 Beziehung zu Dosierungen

In diesem Abschnitt wird naher auf die Medikamentendosierung und deren Auswirkung auf den
Konzentrationsspiegel eingegangen. Dabei ist von Interesse, ob eine Verinderung der
Medikamentendosis eine gleichartige Verdnderung sowohl in der Medikamentenkonzentration
innerhalb der mononukleiren Zellen des peripheren Blutes als auch in Vollblut hervorruft.
Immunsuppressiva gehen hiufig mit einer groflen Variabilitit im Blutspiegel einher. Ziel ist es,
diese Variabilitit moglichst gering zu halten und einen méglichst konstanten Medikamentenspiegel
innerhalb des therapeutischen Bereichs zu erhalten. Im Folgenden werden die intra- und
extrazelluliren Messwerte in Relation zur Dosis gesetzt. Wesentliche Uberblicke sollen die
dosisnormierten Konzentrationen geben. Dazu werden zunichst die Haufigkeitsverteilungen, die
statistische Gesamtschau sowie die dosisnormierten Konzentrationen im Zeitverlauf vorgestellt.

Jeweils ein Patientenbeispiel fiir jedes Immunsuppressivum wird aufgefihrt.

3.3.1 Ciclosporin

Zunichst wurde ermittelt, in welcher Relation sich die Ciclosporin-Konzentrationen zur Dosis
verhalten. Dazu wurden die Konzentrationen auf die Vortagsdosis normiert und deren
Hiufigkeitsverteilung statistisch aufgearbeitet. Bei insgesamt 77 der gemessenen Ciclosporin-
Spiegeln war es moglich, die entsprechende Vortagsdosis zu registrieren. Die Haufigkeitsverteilung
in Abb. 20 zeigt, dass die dosisnormierten Konzentrationen in Vollblut meist einen sehr kleinen
Faktor von >0,3 bis 0,5 annehmen. Fur die intrazelluliren Konzentrationen hingegen fillt eine
groB3e Variabilitit des Faktors auf (s. Abb. 20f.).
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Abb. 20 und 21: Hiufigkeitsverteilung der dosisnormierten CSA-Konzentrationen.
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Die Variabilitit zwischen Dosis und intrazellulirer Konzentration liegt bei dem bis zu 20,6fachen,
in Vollblut um den Faktor 3,5 (s. Tab. 21).

Tab. 21: Statistische Gesamtschau zu den dosisnormierten CSA-Konzentrationen.

N Min Q1 Median Q3 Max IQR
CSA/Dosis 77 01 0,6 05 0,7 35 01
[ng/ml pro mg Dosis]
icCSA/Dosis 77 08 1,9 28 6.4 20,6 45
[pg/1 Mio. Zellen pro
mg Dosis]

N Min Q1 Median Q3 Max IQR
CSA-Konzentration in VB 84 18,0 66,0 91,5 127,0 290,0 2,8

[ng/ml]

CSA-Konzentration intrazellulir 84 1218 383 4 6858 8776 37488 13,0

[pg/1 Mio. Zellen]

Bei der Betrachtung der Ciclosporin-Konzentrationen im Zeitverlauf in Abb. 22f entsprach Tag 1

bis Tag 500 nach Transplantation dem Umfang aller 7 Visiten. Zwischen der Vortagsdosis und der

Ciclosporin-Konzentration in Vollblut ergab sich ein Korrelationskoeffizient von r = 0,20, fir die

intrazelluliren Konzentrationen lag er lediglich bei r = 0,02.
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Abb. 22 und 23: Korrelation zwischen Vortragsdosis und cCSA sowie icCSA.
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Grof3e Variabilitit der dosisnormierten Konzentrationen war lediglich in den ersten Wochen nach
Transplantation zu beobachten. Mit der Zeit stabilisierte sich die Relation dessen, was von der

Vortagsdosis tatsichlich das Vollblut bzw. den intrazelluliren Raum der PBMCs erreicht hatte.

4
S 35 1
) 3
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£ 1’? ° o ° ¢
;: > 05 O <><> <><><§> A?\ C o V 63\ P
g B’ oo W7 v T % 0 ¢ ¢ . .
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@}1 0 Q}@I <>I8° I@OOI% 0. % I<> %o I°@ o . .
- 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Anzahl der Tage nach Transplantation
Abb. 24 und 25: Zeitverlauf der dosisnormierten CSA-Konzentrationen.
Tab. 22: Dosisnormierte CSA-Konzentrationen im Zeitverlauf.
cCSA/Dosis in Zeitspanne 0-7 8§-14 15-28 29 - 56 57-100 101-200 201 - 300
[ng/ml] Min 0,3
Median 0,5
Mittelwert 0,6
Max 1,3
icCSA/Dosis in Zeitspanne 0-7 8-14 15-28 29 - 56 57-100 101 -200 201 - 300
[pg/1 Mio. Zellen] Min 1,7
Median 2,5
Mittelwert 4
Max 14,5

Abschlieend zeigt Abb. 26 beispielhaft einen Patienten nach Lebertransplantation, welcher mit

Ciclosporin immunsupprimiert wurde. Der Patient erhielt in den ersten 400 Tagen nach

Transplantation Everolimus und Ciclosporin zur Rejektions-Prophylaxe. Auffallig ist, dass sich die

Vollblutspiegel teilweise kontrir zu den intrazelluliren Spiegeln verhalten:
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3.3.2 Tacrolimus

Abb. 26: Zeitverlauf und Blutspiegel der
CSA-Medikation am Beispiel eines

Patienten Die roten Markierungen beziehen
sich auf Ciclosporin. Die Linien zeigen die
Tagesdosis an, die Punkte die CSA-
Konzentration in Vollblut und die Sterne die
CSA-Konzentration intrazellulir. Die grinen
Markierungen beziehen sind in gleicher Weise auf
Everolimus. Die Graphik wurde
freundlicherweise von Herrn Markus Harden

erstellt.

Fir insgesamt 608 Messungen des Tacrolimus-Spiegels wurde die entsprechende Vortagsdosis

registriert. Wie in den Abb. 27f. gut zu schen ist, variierte (von Extremwerten abgesehen) die

Vollblut-Konzentration um das etwa 5fache, wihrend die intrazellulire Konzentration um das

20fache variierte.
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Abb. 27 und 28: Hiufigkeitsverteilung der dosisnormierten Tac-Konzentrationen. Wie auch bei

Ciclosporin, liegen hier die Werte in Vollblut meist bei 1, weniger oft bei 2 und sehr selten dariiber. Fiir die

intrazelluliren Werte dagegen ergibt sich eine sehr grole Variabilitit zwischen Vortagsdosis und gemessenem Spiegel.

Die Gesamtschau zu den dosisnormierten Tacrolimus-Spiegeln zeigt, dass die Variabilitit hier

intrazellular um das 94,9fache variiert, in Vollblut um das 18,7fache. Die Korrelationen zwischen

Vortragsdosis und cTac lag bei I = 0,07 sowie zwischen Dosis und icTac bei r = 0,16.
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Tab. 23: Statistische Gesamtschau zu den dosisnormierten Tac-Konzentrationen.

N Min Q1 Median Q3 Max IQR
cTac/Dosis 608 0,0 0,7 1,0 1,9 18,7 1,2
[ng/ml pro mg Dosis]
icTac/Dosis 608 0,3 2,3 4,0 7,2 94,9 49
[pg/1 Mio. Zellen pro
mg Dosis]

N Min Q1 Median Q3 Max IQR
cTac in VB 662 2,1 15,8 24,3 38,5 338,7 22,7

[ng/ml]

icTacrolimus 662 0,4 5,3 6,9 9,0 44,1 3,7

[pg/1 Mio. Zellen]

y = 0,6588x
r=0,07
>
. o
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2100 15— S oo oo—8—2
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g X 2
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25 30 35 4
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Abb. 29 und 30: Korrelationen zwischen Vortragsdosis und cTac sowie icTac.

Fir die Beschreibung des Zeitverlaufs der dosisnormierten Tacrolimus-Konzentrationen wurden
aus Grinden der Anschaulichkeit zwei wunrealistisch hohe Messwerte gestrichen
(icTac/Dosis=698,11 und 263,16 pg/1 Mio. Zellen pro mg Vortagsdosis). Es kann davon
ausgegangen werden, dass es sich hierbei um fehlerhafte Werte handelte. Aus den beiden
Zeitverldufen wird deutlich, dass sich die groBle Variabilitit vor allem direkt nach der
Transplantation einordnen ldsst. Im Laufe der Zeit stabilisieren sich die Spiegel, wie die Abb. 31f.

zeigen.
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Abb. 31 und 32: Dosisnormierte Tac-Konzentrationen im Zeitverlauf.

In der Gesamtschau der Tacrolimus-Konzentrationen in den jeweiligen Zeitabschnitten wird

ersichtlich, dass in den Tagen 8-14 die grof3te Variabilitit der Konzentrationen vorliegt:

Tab. 24: Dosisnormierte Tac-Konzentrationen im Zeitverlauf.

Tac/Dosis in

[ng/ml] 15 - 28

Zeitspanne 0-7 8-14
Min
Mittelwert
Median
Max

icTac/Dosis

[pg/1 Mio. Zellen] 15 - 28

Zeitspanne 0-7 8-14
Min
Mittelwert
Median

Max

29 - 56

29 - 56

57-100  101-200 201 - 300
0,6 0,7
46 48
29 3,6
21,4 38,5
57-100  101-200 201 - 300
0,3 0,0
1,6 1,7
1,1 13
94 11,1

Anhand eines Beispiels werde ich nun auf den Zusammenhang zwischen Dosis, extrazelluldrer und

intrazelluldrer Konzentration fir Tacrolimus eingehen. In Abb. 33 ist ein Patient dargestellt

wihrend der ersten 400 Tage ab Transplantation. Die Tagesdosis an Tacrolimus wurde regelmifig
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angepasst. Interessant ist hier, dass der intrazellulire Spiegel sehr stark schwankt, obwohl nur wenig

an der Dosis verandert wurde.

PatID=001-002

401

Abb. 33: Zeitverlauf und Blutspiegel der
i Tac-Medikation am  Beispiel eines
Patienten.  Die gelben Linien zeigen die
Tagesdosis an, die Punkte die Tac-Konzentration

in Vollblut und die Sterne die Tac-Konzentration
in den PBMCs.

Tacrolimus/ Everolimus concentration

P
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3.3.3 Everolimus

Zuinsgesamt 154 Patienten konnten Konzentrationsmessungen der gleichen Blutprobe in Vollblut
und intrazelluldr durchgefithrt werden. Wie man in den folgenden Abb. 34f. sicht, variierte die
Vollblutkonzentration von Everolimus dhnlich wie diejenige von Ciclosporin und Tacrolimus,
wihrend sich bei der intrazelluliren Konzentration nach Dosisnormierung eine interessante

zweigipflige (bimodale) Verteilung abzeichnete.
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Abb. 34 und 35: Hiufigkeiten der dosisnormierten Eve-Konzentrationen. Auch hier liegt der Faktor
der extrazelluliren Konzentration zur Vortagsdosis mit einem Peak bei 2 deutlich einheitlicher. Im Gegensatz dazu

weichen die intrazelluliren Everolimus-Konzentrationen von den Vortagsdosen sehr weit ab.
Die folgende Gesamtschau der Everolimus-Konzentrationen in Tab. 25 zeigt, dass die Relation
von intrazellulirer Konzentration zur Dosis um das bis zu 315,2fache variiert, in Vollblut um das

31,2fache. Die Korrelationen zwischen Vortragsdosis und cEve lag bei r = 0,26 sowie zwischen
Dosis und icEve bei r = 0,03.
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Tab. 25: Statistische Gesamtschau der dosisnormierten Eve-Konzentrationen.

N Min Q1 Median Q3 Max IQR
Eve/Dosis 154 0,3 1,2 1,9 34 31,2 22
[ng/ml pro mg Dosis]
icEve/Dosis 154 0,6 41 7,8 14,3 3152 10,2
[pg/1 Mio. Zellen pro
mg Dosis]
N Min Q1 Median Q3 Max IQR
cEve 171 0,6 36 4.6 6,4 17,9 2.8
[ng/ml]
icEve 171 5,0 12,6 17,8 25,3 98,0 13,0
[pg/1 Mio. Zellen]
Eve=Everolimus; icEve=Everolimus in den petripheren mononukleiren Zellen
-
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Abb. 36 und 37: Korrelationen zwischen Vortragsdosis und cEve sowie icEve.

Aus den dosisnormierten Zeitverlaufen der Everolimus-Konzentrationen wird ersichtlich, dass die

Werte bis auf einige Ausnahmen auch ein Jahr nach Transplantation noch um dieselben Faktoren

vatiieren:
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Abb. 38 und 39: Dosisnormierte Eve-Konzentrationen im Zeitverlauf.

Abschlielend soll die folgende Tabelle eine Gesamtschau tiber die dosisnormierten Everolimus-

Konzentrationen in Zeitspannen nach Transplantation geben. Auffillig ist hier, dass die Variabilitit

in der Zeitspanne 101 bis 200 Tage nach Transplantation am héchsten ist (s. Tab. 20).

Tab. 26: Darstellung der dosisnormierten Eve-Konzentrationen im Zeitverlauf.

Eve/Dosis in
[ng/mi]

0-7

Zeitspanne
Min
Median
Mittelwert

Max

icEve/Dosis

[pg/1 Mio. Zellen]  Zeitspanne 0-7 8
Min

Median

Mittelwert
Max

8-14

15 - 28 29 - 56

-14 15 - 28 29 - 56

57 - 100

57 - 100

101 - 200 201 - 300
0,60 0,80
1,28 1,87
2,61 2,17
20,42 6,45

101 - 200 201 - 300
1,82 2,12
4,76 495
11,66 6,66
76,53 18,65
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Zuletzt soll Abb. 40 den Zusammenhang zwischen der Everolimus-Dosierung und seinen
Konzentrationen anhand eines gewihlten Beispiels demonstrieren: Zu sehen ist, dass die sehr hoch
gewihlte Dosis der Initialtherapie mit hohen intrazelluliren Wirkspiegeln einhergeht. In der
weiteren Behandlung korrelierten Dosis und Medikamentenspiegel sehr gut. Auffillig ist, dass die
intrazellulidren Spiegel wesentlich deutlichere Ergebnisse lieferten mit grof3eren Spriingen zwischen

héheren und niedrigeren Dosierungen.

PatiD=001-030 Abb. 40: Ubersicht iber die
50 - 500
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E L % zeigen die Tagesdosis an, die Punkte die
§ l £ Eve-Konzentration in Vollblut und die
4 20, N . F200 . '
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3.4 Therapeutische Bereiche

Fir das Therapeutische Drug Monitoring sind therapeutische Bereiche der jeweiligen Medikamente
grundlegend. Mithilfe von Regressionsanalysen und den bekannten therapeutischen Bereichen in
Vollblut wurden intrazellulire therapeutische Bereiche ermittelt. Die Ergebnisse werde ich im

Folgenden darstellen.

3.4.1 Ciclosporin

Fur Ciclosporin liegt der therapeutische Bereich in Vollblut zwischen 100 und 300 ng/ml. Der
niedrige Wert bezieht sich auf die Erhaltungstherapie, wihrend der obere Wert in der Initialtherapie

angewendet wird.

Aus der Studie ergab sich ein intrazellulirer Zielspiegel fir Ciclosporin zwischen 670,5 und 1674,6
pg/1 Mio. Zellen, wie Tab. 27 und Abb. 41 tibersichtlich zeigen
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Tab. 27: Therapeutischer Bereich fiir intrazellulidre Ciclosporin-Spiegel.

Vollblut Intrazellulir Konfidenzbereich
[ng/ml] [pg/1 Mio. Zellen] 95% [pg/1 Mio. Zellen]
Ciclosporin
Untere Grenze 100 670,5 577,7 - 763,2
Obere Grenze 300 1674,6 1165,7 - 2183,4
o [Frmeer Eines Abb. 41: Korrelation von cCSA und icCSA
Slope= 0.83 o . . .
% € B mit Markierung des therapeutischen
’ 05 7% Bereiches. Die rote Markierung gibt den in der

Ciclosporin

0.1 4

3.4.2 Tacrolimus

T T T T
5 10 50 100

Ciclosporin whole blood [pg/L]

T T
500 1000

Literatur gegenwirtig akzeptierten therapeutischen

Bereich an. Die grilne Matkierung gibt die aus

unseren Analysen ermittelte therapeutische Breite

flr intrazellulire CSA-Konzentrationen an.

Fur Tacrolimus liegt der therapeutische Bereich in Vollblut zwischen 4 und 13 ng/ml. Der niedrige

Wert bezieht sich auf die Erhaltungstherapie, wihrend der obere Wert in der Initialtherapie

angewendet wird. Aus der Studie ergab sich ein intrazelluldrer Zielspiegel fiir Tacrolimus zwischen
14,8 und 45,9 pg/1 Mio. Zellen, wie Tab. 28 und Abb. 42 ubersichtlich zeigt.

Tab. 28: Therapeutischer Bereich fiir intrazellulire Tacrolimus-Spiegel.

Therapeutischer Bereich Vollblut Intrazellulir Konfidenzbereich
[ng/ml] [pg/1 Mio. Zellen] 95% [pg/1 Mio. Zellen]
Tacrolimus
Untere Grenze 4 14,8 13,6-15,9
Obere Grenze 13 459 42,0-49,8
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3.4.3 Everolimus

Fur Everolimus liegt der therapeutische Bereich in Vollblut zwischen 3 und 8 ng/ml, wie in Tab.
29 und Abb. 43 dargestellt:

Tab. 29: Therapeutischer Bereich fiir intrazelluldre Everolimus-Spiegel.

Therapeutischer Bereich Vollblut Intrazellulir Konfidenzbereich
[ng/ml] [pg/1 Mio. Zellen] 95% [pg/1 Mio. Zellen]

Everolimus

Untere Grenze 3 13,8 12,3-15,3

Obere Grenze 8 26,0 22,8-29,1

10000 [ Darameter Estimates Abb. 43: Regressionsdiagrammm der

5'000 - [Intercept = 0.83

Slope= 0.65

cEve zur icEve mit therapeutischer
1'000 H
500 =

Breite. Die grine Markierung gibt die

therapeutische Breite fir intrazellulire Eve-
100

50 =

Konzentrationen an. Die rote Markierung

den therapeutischen Bereich in VB:

Everolimus intracellular [pg/1 million cells]

0.1+

T T T T T T T T
0.1 1 5 10 50 100 500 1'000
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3.5 Beziehung zu Rejektionen und Infektionen

Das zentrale Ziel, dass mit der Messung der Blutkonzentrationen bzw. der intrazelluliren
Konzentrationen verfolgt wird, ist die Reduktion der typischen Komplikationen nach
Transplantation, nimlich Rejektion und Infektion. Diese wird im Folgenden zunichst fir die

Rejektion dargestellt.

3.5.1 Zahl der Rejektionen

Bei 164 Patienten traten insgesamt 73 Rejektionen auf. Wie in Tab. 30 zu sehen, waren lediglich

00,3% der Rejektionen Biopsie-gesichert. Fiir die Ubrigen lag lediglich der klinische Verdacht vor:

Tab. 30: Ubersicht tiber beobachtete Rejektionen mit Fallzahlen.

Zentrum
Gesamt Hamburg  Gottingen Berlin
N % N % N &) N %)

Rejektionen 73 100.0 30 100 19 100.0 24 100.0
Biopsie

Ja 44 60.3 20 667 3 158 21 875
Klinischer Verdacht

Ja 29 39.7 10 333 16 842 3 125

Fir die gesonderte Betrachtung der Immunsuppressiva-Konzentrationen vor Rejektion wurden
nur diejenigen Daten einbezogen, welche folgenden Kiriterien entsprachen: Maximal 0-8 Tage vor
Feststellung einer Rejektion musste der Spiegel des jeweiligen Immunsuppressivums vorhanden
sein, damit dieser konkret auf das Ereignis der Rejektion bezogen werden konnte. Unterschieden
wurde jeweils nach den drei Immunsuppressiva Ciclosporin, Tacrolimus und Everolimus nach
extrazelluliren und intrazelluliren Messwerten, wobei insgesamt 20 Rejektionen diesen strengen

Kriterien entsprachen:
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Tab. 31: Zahl der Rejektionen mit aussagekriftigen Immunsuppressiva-Spiegeln.

Immunsuppressivum N %
Gesamt 20 100
Ciclosporin 8 40
Tacrolimus 9 45
Everolimus 3 15

Gezihlt sind hier die Ereignisse, d. h. der gleiche Patient wird in einigen Fillen mehrfach gezihlt.

3.5.1.1 Rejektion unter Ciclosporin

Unter Ciclosporin konnten insgesamt 8 Fille einer Rejektion registriert werden, zu welchen es
Konzentrations-Messungen gab, welche maximal 0-8 Tage zuvor registriert worden waren. In die
Aufstellung wurden zum Vergleich die Werte aller Patienten aus Abschnitt 3.1.1 abgebildet. Somit
findet hier ein Vergleich der Ciclosporin-Konzentrationen vor Rejektion zu allen Ciclosporin-
Konzentrationen statt. Der Mittelwert war vor Rejektion in Vollblut um 11,7% niedriger,

intrazellular um 7,8%.

Tab. 32: CSA-Konzentrationen vor Rejektion und in der Gesamtgruppe.

N Min Q1 MD Q3 Max IQR MW SD 95% KI
CSA vor R 8 320 46,5 745 953 2640 488 90,3 69,7 41,92-138,6
[ng/ml]
icCSA vor R 8 1951 291,8 507,7 1071,9 2520,6 780,01 727,5 8583 132,7-13223
[pg/1 Mio. Zellen]

N Min Q1 MD Q3 Max IQR MW SD 95% KI
CSA (VB) 84 180 66,0 91,5 1270 2900 61,0 101,6 49,3 91,1 -1122
[ng/ml]
icCSA 84 121,8 3834 6858 877,6 3748,8 4943 788,8 6050 659,6 - 9182

[pg/1 Mio. Zellen]
Die Zahl der Messungen vor Rejektion entsprach der Zahl der Rejektionen, die untere Zahl ist die Anzahl

aller durchgefithrten Messungen an 32 mit Ciclosporin behandelten Patienten.

In den folgenden Boxplots werden zunichst die Ciclosporin-Konzentrationen in den ersten drei
Monaten jeweils ohne nachfolgende Rejektion (,,no®, blaue Balken) und mit aufgetretener
Rejektion ,,yes®, rote Balken) dargestellt. Die Kriterien wurden hier anders gesetzt als in der obigen
Tabelle: Fir Patienten mit Rejektion wurden die Immunsuppressiva-Spiegel 40 bis 1 Tag vor

registrierter Rejektion einbezogen. Im Boxplot in Abb. 44 zu Ciclosporin-Konzentrationen in
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Vollblut in den ersten 3 Monaten nach Transplantation fillt auf, dass die Werte ohne Rejektion im

Verlauf oftmals hoher lagen als bei Patienten, die keine Rejektion erlitten.

Betrachtet man die intrazelluliren Ciclosporin-Konzentrationen, ergibt sich ein tiberraschendes
Bild: Hier zeigt sich im Boxplot, dass viele intrazellulire Messwerte im Zeitraum von -40 Tage bis
-1 Tag vor stattgefundener Rejektion teilweise hoher liegen als ohne Rejektion, insgesamt sind die
intrazelluliren Konzentrationen wesentlich weiter gestreut. Die Zeitriume beziehen sich insgesamt

auf die ersten drei Monate nach Transplantations-Operation.
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Abb. 45: Boxplot zur CSA-Konzentration
in PBMCs vor Rejektion.

3000

2000

1000

Cielosporin intracellular [pg/1 million cells]

no yes

Neben den ersten drei Monaten nach Transplantation war von Interesse, wie sich die
Konzentrationsspiegel langfristig nach dieser Zeit vor Rejektion verhalten. Unter Everolimus
fanden im Rahmen unserer Studie keine weiteren Rejektionen mehr statt. Dies deutet zum einen
darauf hin, dass die Patienten medikament6s gut gegen Rejektionen eingestellt waren, zum anderen
ist dies darauf zurickzufihren, dass die Patienten 3 Monate nach Transplantation allméhlich

stabiler werden.

3.5.1.2 Rejektion unter Tacrolimus

Unter Tacrolimus wurden 9 Rejektionen verzeichnet, welche unseren Kriterien entsprachen.
Hierbei fillt auf, dass der Median in Vollblut vor Rejektion héher war. Der intrazellulire Spiegel
verhilt sich entsprechend dazu, wie in Tab. 33 zu sehen ist. Der Mittelwert war hier in Vollblut vor
Rejektion 7,3% hoher, intrazellulir 5,2% hoher:
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Tab. 33: Tac-Konzentrationen vor Rejektion und in der Gesamtgruppe.

N Min Q1 MD Q3 Max IQR MW SD 95% KI
cTacvor R 9 4,9 6,1 7,6 8,3 16,8 2,2 8,3 3,3 6,2 -10,5
[ng/mi]
icTac vor R 9 124 21,8 257 56,5 76,6 34,7 35,5 21,7 21,3-49,6
[pg/1 Mio. Zellen]

N Min Q1 MD Q3 Max IQR MW SD 95% KI
cTac 662 04 53 6,9 9,0 441 3,7 7,7 4,1 7,4 -8,0
[ng/mi]
icTac 662 21 15,8 243 38,5 338,7 22,7 33,4 31,4 31,0 - 35,8

[pg/1 Mio. Zellen]
Die Zahl der Messungen vor Rejektion entsprach der Zahl der Rejektionen, die untere Zahl ist die Anzahl

aller durchgefiithrten Messungen an 151 mit Tacrolimus behandelten Patienten.

In den ersten drei Monaten nach Transplantation und im Falle einer nachgewiesenen Rejektion
wird im folgenden Boxplot sichtbar, dass die meisten Konzentrationen fir Tacrolimus in Vollblut
ohne Rejektion meist auf dhnlichem Niveau lagen wie mit Rejektion. Dabei beziehen wir uns auf
die Konzentrationen ab 40 Tage bis 1 Tag vor Hinweis auf eine Rejektion. Jedoch sind vereinzelte
Werte bei Patienten ohne Rejektion deutlich héher. Fir intrazellulire Tacrolimus-Konzentrationen
ergibt sich ein dhnliches Bild (Abb. 46): auch hier zeigt sich, dass die meisten Konzentrationen auf
dhnlichem Niveau liegen, mit oder ohne Rejektion. Jedoch zeigt sich auch hier, dass vermehrt

hohere Konzentrationen auftreten, wenn keine Rejektion auftritt.

[ele]

404
300

o
o

200

Tacrolimus whole blood [pg/L]

- O@D oo

1004

R

- S

Tacrolimus intracellular [pg/1 million cells]

T T
no yes
no ves

Abb. 46: Tac-Konzentration in VB vor Abb. 47: Tac-Konzentration in PBMCs vor
Rejektion. Rejektion.

Fir die Zeit 3 Monate nach Transplantation lag nur ein einzelner Wert fir eine Rejektion unter

Tacrolimus vor, wie Abb. 48 zeigt:
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3.5.1.3 Rejektion unter Everolimus

Unter Everolimus traten lediglich 3 Rejektionen auf (s. Tab. 34). In Vollblut war der Mittelwert vor
Rejektion allerdings um 8,8% erhoht, intrazellular sogar um 33,6%.

Tab. 34: Eve-Konzentrationen vor Rejektion und in der Gesamtgruppe

N Min Q1 Median Q3 Max IQR MW SD 95% KI

Eve vor R 3 3,8 4.8 5,8 6,6 7,4 1,8 5,7 1,5 4,0-31
[ng/ml]

icEve vor R 3 17,6 18,6 19,5 34,0 48,5 15,4 28,5 14,1 12,7 - 44,5
[pg/1 Mio. Zellen]

N Min Q1 Median Q3 Max IQR MW SD 95% KI
Eve 171 0,6 3,6 4,6 25,6 17,9 22,0 5,2 2.4 48-55
[ng/ml]
icEve 171 5,0 12,6 17,8 25,6 98,0 13,0 21,2 13,1 19,3 -232

> > > >

[pg/1 Mio. Zellen]
Die Zahl der Messungen vor Rejektion entsprach der Zahl der Rejektionen, die untere Zahl ist die Anzahl

aller durchgefithrten Messungen an 62 mit Everolimus behandelten Patienten.

In den nichsten beiden Boxplots (s. Abb. 50 f.) zeigt sich, dass die Everolimus-Konzentrationen
in Vollblut trotz Rejektion hoher lagen als bei Patienten ohne Rejektion. Fur die intrazelluliren

Konzentrationen ergab sich ein dhnliches Bild:
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Ab 3 Monaten nach Transplantation betrachtet konnte keine Rejektion unter Everolimus mehr

festgestellt werden.

3.5.2 Zahl der Infektionen

Im Fokus unseres Interesses stand, ob die intrazelluliren Konzentrationen der Immunsuppressiva
frithzeitig einen Hinweis darauf geben kénnen, dass die Dosierung herabgesetzt werden muss, da
sonst mit einer Infektion sehr wahrscheinlich zu rechnen ist. Zur statistischen Auswertung wurde
wiederum der Zeitraum 8 Tage bis 1 Tag vor Hinweis auf Infektion betrachtet. Erwartet wurde
cine erhéhte Konzentration der Immunsuppressiva. Diese wiirde das Immunsystem so stark
supprimieren, sodass opportunistische Infektionen zu einer Erkrankung des Patienten fihren.
Insgesamt wurden im Rahmen dieser Studie 83 Infektionen nach Transplantation registriert,

welche unter Immunsuppression mit Ciclosporin, Tacrolimus oder Everolimus stattfanden:
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Tab. 35: Ubersicht iiber beobachtete Infektionen mit Fallzahlen.

Immunsuppressivum N %
Gesamt 83 100
Ciclosporin 7 8,4
Tacrolimus 75 90,4
Everolimus 1 1,2

3.5.2.1 Infektionen unter Ciclosporin

Unter Ciclosporin traten insgesamt 7 Fille von Infektion auf. Tabelle Tab. 36 gibt eine
Gesamtschau tiber die Infektionen unter Ciclosporin. Der Mittelwert ist in Vollblut vor Infektion
um 8,8% erhoht, intrazellulir um 4,4% erhoht.

Tab. 36: CSA-Konzentrationen vor Infektion und in der Gesamtgruppe.

N Min Q1 MD Q3 Max IQR MW SD 95% KI
cCSA vor I
[ng/ml] 7 330 73,5 77,0 140,5 2640 67,0 1024 75,6 46,4 - 158,5
icCSA vor I
[pg/1 Mio.Zellen] 7 2557 405,6 496,1 933,6  2179,8 5280 805,9 633,0 336,9 - 1274,8
N Min Q1 MD Q3 Max IQR MW SD 95% KI
cCSA 84 18,0 66,0 91,5 127 290 61,0 101,6 493 91,1 -1122
[ng/ml]
icCSA 84 121,8 3834 685,8 877,6 37488 8116 788,8 605,0 659,5 - 9182

[pg/1 Mio. Zellen]
Die Zahl der Messungen vor Infektion entsprach der Zahl der Infektionen, die untere Zahl ist die Anzahl

aller durchgefithrten Messungen an 32 mit Ciclosporin behandelten Patienten.

In den folgenden Boxplots wurden die Kriterien wie in Kapitel 3.4.1 wieder anders gesetzt: Fir
Patienten mit Infektion wurden die Immunsuppressiva-Spiegel 40 bis 1 Tag vor registrierter
Rejektion einbezogen. Die Ciclosporin-Spiegel werden in Abb. 47 und Abb. 48 in die beiden Balken
ohne nachfolgende Rejektion (,,no®, blaue Balken) und mit aufgetretener Rejektion ,,yes®, griine
Balken) dargestellt. Fir die Vollblut-Konzentrationen ergeben sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen Zeitraum vor Infektion oder nicht stattgefundener Infektion. Die
intrazelluliren Werte zeigen eine Tendenz zu héheren Ciclosporin-Spiegeln vor Infektion als ohne

Hinweis auf Infektion.
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Abb. 52: CSA-Konzentration in VB

vor Infektion.

Abb. 53: CSA-Konzentration in
PBMCs vor Infektion.

Ab 3 Monaten nach Transplantation fanden unter Ciclosporin keine Infektionen mehr statt.

3.5.2.2 Infektion unter Tacrolimus

Als Uberblick tiber die Tacrolimus-Spiegel vor Infektion soll zunichst Tab. 37 gelten. Der

Mittelwert war in Vollblut 23,1% geringer, intrazellulir blieb er unverindert.

Tab. 37: Tac-Konzentrationen vor Infektion und in der Gesamtgruppe.

N Min Q1 MD Q3 Max IQR MW SD 95% KI
cTac vor I 75 19 47 65 93 201 46 7,7 40 6,8-86
[ng/ml]
icTac vor I 75 74 207 300 479 1875 272 387 290  32,1-452
[pg/1 Mio. Zellen]

N Min Q1 MD Q3 Max IQR MW SD 95% KI
Tac (VB) 662 04 53 6,9 9,0 441 3,7 7,7 4,1 7,4 —8,0
[ng/ml]
icTAC 662 2,1 15,8 243 38,5 338,77 227 33,4 31,4 31,0 - 35,8

[pg/1 Mio. Zellen]

>

> >

> > >

Die Zahl der Messungen vor Infektionen entsprach der Zahl der Infektionen, die untere Zahl ist die Anzahl

aller durchgefithrten Messungen an 151 mit Tacrolimus behandelten Patienten.
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Fir die Tacrolimus-Konzentrationen in Vollblut ergab sich eine Tendenz zu héheren Tacrolimus-

Spiegeln vor einer stattgefundenen Infektion (s. Abb. 54). Ahnliche Ergebnisse sieht man fiir die

intrazelluliren Tacrolimus-Konzentrationen (s. Abb. 55).
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Abb. 54: Tac-Konzentration in VB vor
Infektion.

Abb. 55: Tac-Konzentration in
PBMCs vor Infektion.

Fir den Zeitraum ab 3 Monate nach Transplantation fand nur eine Rejektion unter Tacrolimus

statt (s. Abb. 56f). Der extrazellulire Wert liegt, wie erwartet, bei einer relativ geringen

Konzentration, wihrend der intrazellulire Wert unerwartet hoch ist.
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Abb. 56: Tac-Konzentration in VB vor
Infektion im Vergleich zu Patienten ohne

Infektion.
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3.5.2.3 Infektion unter Everolimus

Unter Everolimus wurde lediglich eine Infektion verzeichnet. In diesem FEinzelfall lag die
Everolimus-Konzentration in Vollblut vor Infektion bei 3,8 ng/ml und somit 17,4% unter dem
Median im Gesamtvergleich. Der intrazellulire Wert lag mit 48,6 pg/1. Mio. Zellen 66,4% unter
dem Median der Konzentrationen ohne Infektion. In den peripheren mononukledren Zellen wurde
dagegen ein hoherer Wert gemessen: Dieser lag 26,9% unter dem Gesamtdurchschnitt, allerdings
56,4 % hoher intrazellulir.

In den Boxplots in den Abb. 58f. zeigt sich, dass in den ersten 3 Monaten nach Transplantation
vor Infektion die Everolimus-Konzentrationen in Vollblut nicht wesentlich niedriger lagen als
ohne Infektion. Fir die intrazelluliren Everolimus-Spiegel zeigt sich wesentlich deutlicher, dass ein

hoherer Spiegeln eher mit einer Infektion einhergeht.
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Abb. 58: Eve-Konzentration in VB vor Abb. 59: Eve-Konzentration in PBMCs vor
Infektion im Vergleich zu Patienten ohne Infektion im Vergleich zu Patienten ohne

Infektion. Infektion.
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4 Diskussion

In unseren Analysen an insgesamt 164 Patienten nach Organtransplantationen haben wir zwischen
den Vollblut-Konzentrationen und den intrazelluliren Konzentrationen in grober Anndhrung
lineare Korrelationen mit Korrelationskoeffizienten von r = 0,41 fir Ciclosporin, r = 0,58 fir

Tacrolimus und r = 0,50 fiir Everolimus ermittelt.

Nicht verwundetlich spiegeln beide Messungen, in Vollblut und intrazellulir, etwas Ahnliches
wider, aber keineswegs das Gleiche (sonst wiren die Korrelationskoeffizienten hoher). Wir
konnten zeigen, wie typische therapeutische Bereiche aus Vollblut mit intrazelluliren Werten

zusammenhingen (s. Tab. 38).

Tab. 38: Therapeutische Zielbereiche intrazellulir fiir CSA, Tac und Eve.

Medikament Therapeutischer Bereich in Therapeutischer Koeffizient fiir
Vollblut Bereich intrazellulir Korrelation Vollblut-
[ng/mi] [pg/1. Mio. Zellen] intrazellulis
Ciclosporin 100 - 300 670,5 - 1674,6 r=041
Tacrolimus 4-13 14,8 - 459 r=0,58
Everolimus 3.8 13,8 - 26,0 r = 0,50

Aus den Korrelationsanalysen zwischen den Medikamenten-Konzentrationen und den
Vortagsdosen ergaben sich insbesondere fiur die intrazelluliren Werte sehr schwache
Korrelationen, wie die Abb. 22f., Abb. 29f. und Abb. 36f. zeigen, aber auch die Konzentrationen

in Vollblut korrelierten schlecht mit den Vortagsdosen:

Die Zusammenstellung der Medikamenten-Konzentrationen vor den kritischen Endpunkten
Rejektion und Infektion soll einen Vergleich zulassen, ob tatsichlich anhand der
Immunsuppressiva-Spiegel eine Rejektion bzw. Infektion erkannt werden kann. Vor einer
Rejektion erwarteten wir daher, dass die Konzentrationen wesentlich geringer sind. FEin
prozentualer Vergleich der Mittelwerte zeigt dies allerdings nicht bzw. nur im Trend fir die
Immunsuppressiva Ciclosporin und Tacrolimus (s. Tab. 32, Tab. 33 und Tab. 34). Der Vergleich
vor Infektionen zeigt, dass die Mittelwerte der Konzentrationen vor Infektion nicht immer iber
den Mittelwerten der gesamten Patientengruppe lagen, allerdings bei intrazellulirer Messung eher
in der erwarteten Richtung lagen, also hohere Konzentrationen vor Infektionen (Tab. 36 und Tab.
37) darstellen.
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Tab. 39: Vergleich der Mittelwerte vor Rejektion bzw. Infektion und in der Gesamtgruppe.

Medikament N Mittelwertvergleich der Mittelwertvergleich der
intrazelluliren Konzentrationen vor Konzentrationen in Vollblut
Rejektion vor Rejektion
Ciclosporin 8 7,8% geringer 11,7% geringer
Tacrolimus 9 5,2% hoher 7,3% hoher
Everolimus 3 33,6% hoher 8,8% hoher
Medikament Mittelwertvergleich der Mittelwertvergleich der
intrazelluliren Konzentrationen vor Konzentrationen in Vollblut
Infektion vor Infektion
Ciclosporin 7 4,4% hoher 8,8% hoher
Tacrolimus 75 gleichbleibend 23.1% hoher
Everolimus 1 17,4% geringer 66,4% geringer

Im Folgenden soll diskutiert werden, was andere Autoren zum Vergleich von Vollblut-Messungen
und intrazelluliren Messungen herausgefunden haben. Dabei wird zunachst jeweils dargestellt, wie
gut die Korrelationen waren und sodann, ob und nach welchen Kiriterien sich aus der Studie ablesen

lieB3, ob das eine oder andere Verfahren besser ist.

Die Analyse der Bezichung von intrazelluliren und Vollblut-Messungen zu Rejektion und
Infektion war nicht ganz einfach, da wir (der medizinischen Routine entsprechend) nur zu
ausgewihlten Zeitpunkten Blutproben entnommen hatten. Daher wurden die Konzentrationen in
zwel Zeitfenstern vor dem jeweiligen Ereignis ausgewertet. Die Daten zu einem kiirzeren
Zeitfenster sind in obiger Tab. 39 in kombinierter Version zu Infektion und Rejektion

zusammengefasst.

Die Alternative, auch Messwerte innerhalb von 40 Tagen vor den Ereignissen zu berticksichtigen,
wurde von Herrn Markus Harden durchgefithrt und ist hier nicht im Detail dargestellt. Die zum
Vergleich herangezogenen Werte beziehen sich auf die ersten 90 Tage nach Transplantation. Da in
dieser Zeit die meisten Infektionen und Rejektionen stattfanden, lieBen sich hier signifikante
Ergebnisse erzielen. Vor Rejektion gab es immer die gleiche Tendenz in Vollblut, intrazelluldr

dagegen wiesen die Tendenzen Diskrepanzen auf. Vor Infektionen trat dasselbe Phinomen auf.
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Tab. 40: Mittelwertvergleiche der Konzentrationen vor Rejektion bzw. Infektion.

Medikament

N

Mittelwertvergleich der
intrazelluliren Konzentrationen

vor Rejektion

Mittelwertvergleich der
Konzentrationen in Vollblut vor

Rejektion

Ciclosporin
Tacrolimus

Everolimus

10(8)
28(9)
303

4,3% hoher (7,8% geringer)
19,7% geringer (5,2% hoher)

7,7% hoher (33,6% hoher)

11,9% geringer (11,7% geringer)
6,5% hoher (7,3% hoher)

2,1% hoher (8,8% hoher)

Medikament

Mittelwertvergleich der
intrazelluliren Konzentrationen

vor Infektion

Mittelwertvergleich der
Konzentrationen in Vollblut vor

Infektion

Ciclosporin
Tacrolimus

Everolimus

)
(75)

©)

17% geringer (4,4% hoher)
6% hoher (gleichbleibend)

9,2% héher (17,4% geringer)

1,1% héher (8,8% héher)
8,9% hoher (23,1% hoher)

6,5% geringer (66,4% geringer)

Die Werte in Klammern beziehen sich auf meine in Kapitel 3.5 dargestellten Werte. Die Werte

ohne Klammer beziehen sich auf Auswertungen von Markus Harden. Die rot hinterlegten Felder

markieren die Werte, welche Diskrepanzen aufweisen zwischen den beiden Auswertungen und

nicht den Erwartungen entsprachen. Ich bezog mich dabei auf den Zeitraum minus 8 bis 0 Tage

vor Rejektion bzw. Infektion, Herr Harden auf minus 40 bis minus 1 Tag davor.
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4.1  Ciclosporin
Tab. 41: Ubersicht zu aktuellen Publikationen zum icTDM fiir CSA nach
Organtransplantation.
Jahr N Tx Untersuchte  Ergebnis
Parameter
2005 35 Niere CSA in PBMCs CSA-Spiegel in PBMCs watren deutlich héher bei
(Barbari et CSA in VB Patienten ohne Rejektion (P>0,05)
al. 2005) Biopsic-
gesicherte
Rejektion
2007 20 Niere CSA in VB Korrelation icCSA/CSA: r = 0,40, (P < 0,01)
(Lepage et CSA in PBMCs Kotrelation ¢cCSA/Dosis: £ = 0,28
al. 2007) Vortagsdosis Korrelation icCSA/Dosis: r = 0,02
Korrelation cCSA /Dosis: r = 0,39
Es fanden keinerlei Rejektionen statt.
2008 20 Niere CSA in PBMCs Intrazellulire CSA-Konzentrationen fielen bei 7
(Falck et Patienten mit Rejektion drei Tage vor der akuten
a1, 2008) Rejektion signifikant ab um 27%, (P = 0,014)
2008 64 Niere, ABCBI1 icCSA/CSA: r = 0,55; (P = 0,00005)
(Crettol et Leber, ~ Ocnotpen icCSA/Dosis: r = 0,37; (P = 0,003)
al. 2008) Lunge CSA in Vollblut ¢CSA/Dosis: £ = 0,77; (P = 0.2)
CSA in PBMCs Die Studie bezog sich ausschlieBlich auf stabile Patienten
Vortagsdosis ohne Hinweis auf Rejektion.
Eigene 16 Leber, CSAinVB icCSA/CSA: r = 0,58
Daten 4 Niere CSA in PBMCs icCSA /Dosis: r = 0,02
Vortagsdosis cCSA/Dosis: r = 0,20
CSA vor MW icCSA vor Rejektion: 7,8% niedriger

Rejektion und

Infektion

MW icCSA vor Infektion: 4,4% hoher

Bereits 2005 wurde im Rahmen einer Studie an 35 Patienten nach Nierentransplantation die
Beziehung zwischen Rejektionen und Ciclosporin-Konzentrationen intrazelluldr und in
Vollblut untersucht (Barbari et al. 2005). Es wurde unterschieden zwischen Patienten, welche

eine Biopsie-gesicherte Rejektion erlitten hatten und Patienten mit reguldrer
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Transplantatfunktion. Die Rejektionen wurden sodann in Beziehung gesetzt zu den
intrazelluliren CSA-Konzentrationen und den CSA-Talspiegeln. 7 Rejektionen traten auf. Es
stellte sich heraus, dass es bei den Vollblut-Konzentrationen schwache Zusammenhinge zu
normaler Transplantatfunktion oder Rejektion bestanden, auch die Ergebnisse fir die
intrazelluliren Messungen waren zwar im Schnitt hoéher, es gab jedoch weitestgehend
Uberschneidungen zwischen den Messwerten, wie Tab. 42 zusammenfasst. Im Vergleich
mit unseren Ergebnissen zeigt sich eine Parallele: Sowohl in der Publikation nach Barbari et
al. 2005 als auch in unserer Studie war eine leichte Tendenz zu niedrigeren Ciclosporin-

Konzentrationen zu erkennen.

Tab. 42: Studienergebnisse: CSA-Werte bei Patienten mit und ohne Rejektion.

N N Patienten mit Patienten mit regulirer

ges mit R Rejektion Transplantatfunktion
cCSA in VB [ng/ml] 35 7 108156 147194
IcCSA-Konzentration in [pg/Lc] 10£6 18118

Eigene Daten

Patienten mit

Patienten mit regulirer

Rejektion Transplantatfunktion
cCSA in VB [ng/ml] 32 8 74,5 91,5
ICSA-Konzentration in 507,7 685,8

[pg/1 Mio. Zellen]

Daten nach Barbati et al. 2005. In den eigenen Daten wurden 32 Patienten mit Ciclosporin therapiert.

Es traten insgesamt 8 Fille von Rejektion auf.

2007 wurden in einer weiteren Studie 20 Patienten nach Nierentransplantation unter
Ciclosporin-Therapie untersucht (Lepage et al. 2007). Der Zeitraum wurde auf 3 Wochen bis
18 Monate nach Transplantation festgelegt. Zwischen intrazellulirer und extrazellulirer
Ciclosporin-Konzentration konnte nur eine schwache Korrelation festgestellt werden (r =
0,40). Ebenso war die Korrelation der Vollblut-Konzentration zur Dosis schwach (r = 0,28).
Eine Korrelation zwischen der Dosis und der intrazelluliren Konzentration konnte nicht
festgestellt werden (r = 0,02). Insgesamt ging aus der Studie hervor, dass die Messung der
Ciclosporin-Konzentration in den PBMCs gut geeignet wire fur das TDM. Fuir die
Festlegung von therapeutischen Zielspiegeln sollten allerdings Langzeitstudien durchgefithrt
werden. Im Vergleich zu unseren statistischen Ergebnissen, die ja nun iiber einen evidenten
Zeitraum gesammelt worden waren, ergab sich ein dhnliches Bild, was die Korrelationen
angeht. Die absoluten Werte der intrazelluliren Ciclosporin-Konzentrationen kénnen
laborbedingt abweichen (Tab. 43).
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Tab. 43: Korrelation zwischen CSA-Konzentration und Dosis.

Lepage et al. 2007 Eigene Daten
N 20 32
icCSA [pg/1 Mio. Zellen] 0,6 - 16,3 121,8 —3748,8
CSA [ng/ml] 18-366 18 — 290
icCSA/CSA r = 0,40, P < 0,01 r = 0,41
cCSA /Dosis r=0.28 r=0,20
icCSA/Dosis r=0,02 r=0,02

Daten nach Lepage et al. 2007. N bezieht sich auf die Zahl der mit Ciclosporin therapierten Patienten

im Rahmen der Studie.

Im Rahmen einer Studie aus dem Jahr 2008 wurden 20 Patienten nach Nierentransplantation
unter Ciclosporin-Therapie beobachtet (Falck et al. 2008). Die Zeitspanne wurde auf ab 2
Wochen bis 3 Monate nach Transplantation festgelegt. 7 Patienten erlitten eine Rejektion. (s.
Tab. 44). Beim Betrachten der Tabelle fillt auf, dass ein unregelmalBiger Zusammenhang

zwischen abgefallenen und gestiegenen CSA-Konzentrationen vor Rejektion vorliegt.

Tab. 44: Ciclosporin-Konzentrationen bei Patienten mit und ohne Rejektion.

Monate nach NTx Patienten =~ Messungen Patienten ohne Pat. P
mit mit Rejektion Rejektion
ges.
Rejektion
[ng/ml] [ng/1 Mio. Zellen]

N 7 8 13 32

CSA 1 Monat nach NTx in VB 1606£359 14821370 0,48
CSA 2 Monate nach NTx in VB 1414%£197 75 1404%297 92 0,94
CSA 3 Monate nach NTx in VB 1201246 1192193 0,93
icCSA 1 Monat nach NTx 102£88 149183 0,10
icCSA 2 Monate nach NTx 107160 195 1214158 122 0,63
icCSA 3 Monate nach NTx 148%200 125137 0,38

Daten nach Falck et al. 2008

In einer weiteren Studie aus dem Jahr 2008 wurden intra- und extrazellulire Ciclosporin-
Spiegel nach Nieren- (n = 41), Leber- (n = 20) bzw. Lungentransplantation (n = 3) gemessen.

Insgesamt waren 64 stabile Patienten ca. 8 Jahren nach stattgefundener Transplantation fiir
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die Studie rekrutiert worden (Crettol et al. 2008). Es wurde untersucht, inwieweit die
Ciclosporin-Konzentrationen in den PBMCs und in Vollblut korrelieren (r = 0,30, P =
0,00005) (s. Tab. 45). Auffillig war, dass die Messwerte von Crettol et al. um den Faktor 1000
niedriger lagen als in unserer Studie. Die Diskrepanz konnte nicht abschlieBend geklirt
werden. Die engere Korrelation der intrazelluliren Konzentrationen mit der Dosis konnte

in unserer Studie nicht bestitigt werden.

Tab. 45: Korrelation zwischen intra- und extrazellulirer Ciclosporin-Konzentration.

Crettol et al. 2008 Eigene Daten
N 64 32
Bereich der CSA-Konzentrationen 33 - 205 18 — 290
[ng/mi]
Bereich der icCSA-Konzentrationen 0,3-13,6 121,8 — 3748,8
[ng/1 Mio. Zellen]
icCSA/CSA r = 0,355; (P=0,00005) r=0,41
icCSA/Dosis r = 0,37; (P=0,003) r=10,02
cCSA/Dosis r=0,39 (P = 0,001) r=10,20

Daten nach Crettol et al. 2008.
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4.2 Tacrolimus
Tab. 46: Ubersicht iiber aktuelle Publikationen zum icTDM fiir Tac nach
Organtransplantation.
Jahr N Tx Untersuchte Parameter Ergebnis
2007 35 Niere Tacin VB icTac/Tac: + = 0,17
(Barbari et Tac in PBMCs
al. 2007)
2012 90  Leber Tacin VB icTac/Tac: r = 0,24
(Capron et Tac in PBMCs Rejektionen korrelierten mit niedrigen
al. 2012) Biopsic-gesichert an Tag Tacrolimus-Spiegeln in der.1 PBMCs
7 pLTx von den Tagen 5 und 7 bei 37
Patienten
2013 24  Herz Tacin VB icTac/Tac: r = 0,26
(Lemaitre et Tac in PBMCs icTac/Dosis: r = 0,36
al. 2013) Rejektionen  wurden  nicht  direkt
untersucht
2015 10  Leber Tacin VB icTac/Tac: r = 0,69 an Tag 1 pLTx
(Lemaitre et Tac in PBMCs 1 Patient mit Rejektion: kein Hinweis in
al. 2015) VB, vierfach niedrigere Konzentration
in PBMCs
2016 213  Niere Tacin VB icTac/Tac: + = 0,62
(Han et al Tac in PBMCs 15% Rejektionen
2016) icTac/Tac vor Rejektion: 9,7
icTac/Tac ohne Rejektion: 9,2
keine Relation zwischen Rejektion
und icTac
Figene Tacin VB icTac/Tac: r = 0,58
Daten Tac in PBMCs icTac/Dosis: r = 0,16
Vortagsdosis cTac/Dosis: + = 0,07

icTac vor Rejektion und

Infektion

MW icTac vor Rejektion: 5,2% hoher

MW icTac vor Infektion gleichbleibend

Bereits vor 10 Jahren erschien eine Studie mit 35 Patienten nach Nierentransplantation,

welche mit Tacrolimus therapiert wurden (Barbari et al. 2007). Zwischen der Tacrolimus-
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Konzentration in Vollblut und intrazellulir konnte eine nur sehr schwache Korrelation

ermittelt werden mit einem Bestimmtheitsmal3 von + = 0,57.

In einer Studie zur Messung der Tacrolimus-Konzentration in den PBMCs wurden 2012 die
Ergebnisse zu 90 Patienten nach Lebertransplantation veréffentlicht (Capron et al. 2012).
An den Tagen drei, finf und sieben nach erfolgter Transplantations-OP wurden
intrazellulire Tacrolimus-Konzentrations-Messungen durchgeftihrt und festgestellt, dass
signifikant niedrigere Tacrolimus-Konzentrationen in den PBMCs bestehen. Zusitzlich
wurden an Tag sieben Biopsien der Transplantat-Lebern durchgefithrt und nach dem Banff-
Schema eingestuft. Dieses Schema beschreibt nach Schweregraden mogliche auftretende
Rejektionen und sichert diese. Nach statistischer Auswertung unserer Daten konnte diese
Tendenz so nicht bestitigt werden. Die intrazelluliren Konzentrationen lagen vor Rejektion

tber dem Wert der Patienten ohne Rejektion.

Tab. 47: Tacrolimus-Konzentrationen vor Rejektion und ohne Rejektion.

Tac in PBMCs [pg/1 Mio. Zellen]

Patienten ohne Rejektion Patienten mit P
(n = 53) Rejektion (n = 37)
MW (+SD) MW (£SD)

Tag 3 78.6 (£36.5) 21.6 (£13.3) 0,071
Tag 5 83.8 (£32.6) 27.6 (£12.2) 0,056
Tag 7 90.9 (£41.2) 33.8 (£16.7) 0,059
Eigene Daten
N Gesamtgruppe Patienten mit

n= 151 Rejektionn = 9
Mittelwert (=SD) 44,5+32.1 169,9£168,8

Daten nach Capron et al. 2012. Zur Charakterisierung habe ich, genau wie bei Capron et al., im Hinblick

auf die Vergleichbarkeit die Mittelwerte und Standardabweichung verwendet, auch wenn wegen fehlender

Normalverteilung die in Tab. 33 genannten Mediane korrekter wiren.

Eine weitere Studie zur Tacrolimus-Spiegelmessung in den PBMCs wurde 2013 an 24
Patienten nach Herztransplantation untersucht (Lemaitre et al. 2013). Zwischen den
Tacrolimus-Konzentrationen in Vollblut und den intrazelluliren war eine direkte Korrelation
nur geringfiigig zu erkennen (r = 0,26). Zwischen der Vortagsdosis und der intrazelluliren

Tacrolimus-Konzentration war ebenso eine geringfligice Korrelation zu sehen (icTac/Dosis:
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r = 0,36). Diese Studie propagierte die Notwendigkeit weiterer Studien und die Einbeziehung
der klinischen Endpunkte in weitere Studien. Im Vergleich zu Lemaitre ist in unserer,
wesentlich gro3er angelegte Studie, die Korrelation zwischen Tacrolimus-Dosis und der
intrazelluliren Tac-Konzentrationen geringer (icTac/Dosis: + = 0,16). Eine Korrelation
zwischen den Konzentrationen in Vollblut und in den PBMCs ist mit r = 0,56 gleichartig
ausgeprigt (bei uns: r = 0,58).

2015 erschien eine Studie zu Tacrolimus mit 10 Patienten nach Lebertransplantation, an
welchen wiederum der Zusammenhang zwischen intra- und extrazellulirem Tacrolimus-
Spiegel untersucht wurde (Lemaitre et al. 2015). Fir die Korrelation zwischen den beiden
Konzentrationen ergab sich: r = 0,69. Dieser Wert scheint im Vergleich zu unseren
Ergebnissen (icTac/cTac: r = 0,58) etwas hoch, was allerdings durch die relativ klein
angelegte Studie bedingt sein kann.

Vergangenes Jahr erschien nochmals eine Studie zu intrazellulirer Tacrolimus-
Konzentration nach Nierentransplantation. Insgesamt 213 asiatische Patienten waren
beobachtet worden (Han et al. 2016). Die Korrelation zwischen intrazellulirer und
extrazellulirer Tacrolimus-Konzentration lag bei r = 0,67. Zwischen Patienten mit akuter
Rejektion und normaler Transplantatfunktion waren keine signifikanten Relationen zu den

Tacrolimus-Konzentrationen feststellbar.

Han et al. zeigten, dass die Tacrolimus-Konzentration im Zeitverlauf von zehn Jahren
allmahlich sinkt, wie Tab. 48 zeigt. Diese Tendenz ergab sich auch aus unserer Studie.
Allerdings begleiteten wir die Patienten insgesamt nur ein Jahr, sodass ein direkter Vergleich
an der Stelle nicht evident wire. Daraus schlieBen ldsst sich allerdings, dass die Konzentration

auch tber ein Jahr nach Transplantation noch etwas absinkt.

Tab. 48: Tacrolimus-Konzentrationen im Zeitverlauf nach Han et al. 2016.

bis 1 Jahr 1-2 Jahre
Tac 6,8+2,06 5,5%1,13
icTac 75,2%33,32 61,2+2528
Tac/icTa 11,0%3,67 10,7£3,15

Daten nach Han et al. 2016.
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4.3 Everolimus

Tab. 49: Ubersicht tber aktuelle Publikationen zum icTDM fir Everolimus nach

Organtransplantation.

Jahr N Tx Untersuchte Parameter Ergebnis
2015 12 Niere AUC o.12 AUCq12/ic: t = 0,9
(Robertsen AUCos AUCq12: VB/ic: r = 0,9
ctal. 2015) in PBMCs AUCq¢: VB/ic: r = 0,87

in VB Talspiegel/AUCq12: 1 = 0,85
Eigene in PBMCs r=0,50
Daten in VB

Daten nach Robertsen et al. 2015

2015 wurden die Everolimus-Konzentrationen an 12 Patienten nach Nierentransplantation
untersucht (Robertsen et al. 2015). Es wurden verschiedene Messungen intrazellulir und in
Vollblut durchgefihrt. Die Korrelation zwischen Everolimus AUCq., in Vollblut und
intrazellulirer Everolimus-AUC.12 ergab die gré3te Korrelation mit r = 0,9 (s. Tab. 50).

Tab. 50: Korrelation zwischen intra- und extrazellularen Everolimus-Konzentrationen.

Parameter Korrelation Itrtumswahrscheinlichkeit
Eve AUC.12/icEve r=0,85 P <0,01
Eve AUC.12/icEve AUCy.12 r=20,9 P <0,01
Eve AUC.¢/ icEve AUCy r=0,87 P < 0,01.
Eve Talspiegel/ icEve AUCy.1» r=20,85 P =0,76.

Daten nach Robertsen et al. 2015.

Im Rahmen meiner Arbeit sollte mit einer sehr groBen Zahl an Studienteilnehmern an die
bisherigen Ansitze angekntpft werden. Das intrazellulire Drug Monitoring erschien zu
Beginn der Studie fiir eine stabile immunsuppressive Einstellung der Patienten nach
Lebertransplantation unabdinglich. Vor allem in der ersten Phase nach Transplantation ist
die Gefahr einer Rejektion am hochsten und eine angemessene Einstellung der Patienten am
schwierigsten (Han et al. 2016). Urspriinglich war erhofft worden, mithilfe der Studie durch
die intrazelluliren Messungen der Immunsuppressiva in den weillen Blutzellen die Patienten

nach Lebertransplantation kiinftig wesentlich besser medikamentds einstellen zu kénnen.
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Die Durchfithrung entsprechender Studien gestaltet sich allerdings sehr schwierig, da die
Zahl der Organ-Spender in den vergangenen Jahren stark zuriickging. Dabeti ist es gerade im
Hinblick der nach wie vor hohen Zahl an Rejektionen und Infektionen unabdingbar, die
personalisierte Immunsuppression zu verbessern. Auch die immer noch héhere Anzahl an
Wartenden im Vergleich zu vorhandenen Spenderorganen gestaltet die Situation schwierig.
Umso wichtiger ist es, Re-Transplantationen zu vermeiden. Unser Ziel war es, das

Transplantatiiberleben und die Lebensqualitit der Patienten zu verbessern.

4.4  Variabilitit

Die Variabilitit zwischen den gemessenen Medikamentenspiegeln war extrem hoch. Es zihlt
zu einem der Ziele des Therapeutischen Drug Monitorings, die Variabilitit zu reduzieren
und die Spiegel moglichst konstant zu halten. Insbesondere extreme Maxima kamen fast

ausschlief3lich in den ersten 1-2 Wochen nach Transplantation vor.

Interessanter Punkt an dieser Stelle ist, dass es fur alle drei Medikamente moglich war, eine
Korrelation zwischen intra- und extrazelluliren Konzentrationen herzustellen. Zuvor gab es

aus Studien Hinweise darauf, dass die Werte korrelierten, solange die Patienten stabil waren
(Han et al. 2010).

Tab. 51: Korrelationen der intrazellularen Konzentrationen zu denen in Vollblut:

Ciclosporin Tacrolimus Everolimus

Unsere Studie r=041 r=0,58 r=0,50
Lepage et al. 2007 r=0,40

Crettol et al. 2008 r=20,55

Capron et al. 2012 r=0,38

Lemaitre et al. 2013 r=10,26

Lemaitre et al. 2015 r=0,69

Han et al. 2016 r=0,62

Robertsen et al. 2015 r=0,85

Daten nach Lepage et al. 2007, Crettol et al. 2008, Capron et al. 2012, Lemaitre et al. 2013, Lemaitre
et al. 2015, Han et al. 2016, Robertsen et al. 2015.

Vor Rejektion ergaben sich sehr grof3e Spannweiten. Sowohl in unserer Studie als auch in
anderen war es nicht eindeutig festzustellen, ob eine Rejektion immer durch einen erh6éhten

Medikamenten-Spiegel vorherzusehen ist (vgl. Tab. 52). Erwartet wurde, dass die
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intrazelluliren Konzentrationen vor einer Rejektion signifikant abfallen, sodass das
Immunsystem das Transplantatorgan absto3t. Vielmehr scheinen jedoch weitere Faktoren

eine Rolle zu spielen:

Tab. 52: Verinderung der intrazelluliren Immunsuppressiva-Spiegel vor Rejektion.

Ciclosporin Tacrolimus Everolimus
intrazellulér intrazellular intrazellular
Unsere Studie 7,8 % niedriger 5,2 % niedriger 33,6 % hoher
Falck et al. 2008 27,1 £14,6 %
niedriger
Capron et al. 2012 Bis zu - 72,5 % niedriger

Daten nach Falck et al. 2008 und Capron et al. 2012.

Zu Immunsuppressiva-Konzentrationen vor Infektion gibt es wenig vergleichbares Material.
Aus unserer Studie ergab sich jedoch, dass die Konzentrationen héher, gleichbleibend und
niedriger auftraten als bei den Vergleichsgruppen. Entsprechend scheint es tiber die Messung
der intrazelluliren Immunsuppressiva-Konzentrationen nicht sicher méglich zu sein, auf

eine drohende Infektion zwingend schlieBen zu miissen.

4.5 Limitationen: was hitte besser gemacht werden kénnen?

Aus unserer Studie ergibt sich, dass die Messungen der Medikamentenspiegel intrazellulir
gegeniiber denen in Vollblut keinen entscheidenden Vorteil bringen. Da unsere Studie relativ
grof3 aufgestellt war, erscheint es sehr zweifelhaft, ob eine noch grofler angelegte Studie
andere Ergebnisse geliefert hitte. Ein Aspekt, welcher in anderen kleinen Studien bereits
angerissen wurde, war die Messung der Lymphozytenzahl. Diese Messungen mit in diese
Arbeit einzubezichen, wiirde an dieser Stelle den Rahmen sprengen, allerdings wire es durch
die Lage der Datenbank vor Ort in Goéttingen theoretisch moglich, Vergleiche zwischen
intrazelluliren Konzentrationen und der Lymphozytenzahl zu machen. Evtl. kann ein falsch

hoher intrazellularer Spiegel mit einer zu niedrigen Lymphozytenzahl korrelieren.

4.6 Alternative  Biomarker fiir die individuell optimierte
Dosiseinstellung
Einen weiteren interessanten Ansatz zur Verbesserung des intrazelluliren TDM stellt die

Verwendung von sog. Biomarkern dar. Dabei geht es im Wesentlichen darum, das TDM

erginzend zu optimieren. Grundlegend kann der Aufbau der individuellen Therapie in
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einzelne Stufen eingeteilt werden: Zunichst die Arzneimitteldosis, welche zunachst mittels
Korpergewicht gewahlt wird. Diesem folgt das pharmakokinetische Drug Monitoring in
Vollblut. Dies entspricht dem aktuell angewendeten Stand des TDM. Dariiber hinaus geht
das in dieser Arbeit beschriebene intrazellulire pharmakokinetische Drug Monitoring. Als
nichster Schritt kann das Messen der Pharmakodynamik gesehen werden. Wihrend sich die
Pharmakokinetik (kurz: PK) noch mit der Verteilung der Arzneimittel im Korper
auseinandersetzt, beschiftigt sich die Pharmakodynamik (kurz: PD) direkt mit der Wirkung
des Arzneimittels auf den Organismus. Schlieflich kann mit den klinischen Endpunkten

Infektion und Rejektion die Dosis entsprechend reguliert werden (s. Abb. 60).

Dosis = PKin VB —>PKic =—> PD Biomarker ——> klinische Endpunkte

Abb. 60: Stufen des therapeutischen Drug Monitoring.

Zu den Biomarkern zdhlen Immunzell-Aktivititsmarker, Immuntoleranzmarker sowie

weitere Marker zur Fritherkennung.

Tab. 53: Ubersicht tiber Biomarker nach Organtransplantation.

Immunzell- Immuntoleranzmarker Weitere

Aktivitatsmarker

11.-2/CD8+ B-Zell-Differenzierungsgene GcfDNA  (graft-derived cell-
IATP FoxP3 free DNA)

Marker der Immunzellaktivitit sollen dazu dienen, frithzeitig Infektionen und
Rejektionsreaktionen vorherzusagen. Dies wurde 2010 bereits ex vivo durch die Messung
von Interleukin 2 getestet (Millan et al. 2010). IL-2 wird von den CD8"-Zellen ausgeschtttet.
Eine weitere Methode ist die Messung des intrazelluliren ATP (ATP) in den CD4"-T-Zellen
(Schulz-Juergensen et al. 2012). Somit wird deren Immunaktivitit gemessen. Ein erhohter

Wert kann dabei méglicherweise eine Rejektion vorhersagen.

Zu den Immuntoleranzmarkern zihlen die B-Zell-Differenzierungsgene. Dabei geht es
darum, tiber quantitative PCR die Genexpression von IGKV1D-13, IGKV4-1 und IGLL zu

messen. Somit kann zwischen Patienten verschiedener Toleranzniveaus differenziert werden.

Ein weiterer Immuntoleranzmarker ist FoxP3. Dieses wird von regulatorischen T-Zellen,
sog. Tregs, exprimiert. Eine geringe Anzahl an Tregs geht mit einer postoperativen Toleranz

einher (Pons et al.).
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Zuletzt bleibt an dieser Stelle die donorspezifische zirkulierende DNA zu erwihnen,
GcfDNA. Im Rahmen einer AbstoBungsreaktion wird das Spenderorgan beschadigt. DNA

des Spenders wird aus den zerstorten Zellen frei und ist als zirkulierende DNA messbar.

4.7  Perspektiven fiir die Zukunft

Zunichst einmal kann es flir instabile Patienten sehr sinnvoll sein, das intrazellulire
Therapeutische Drug Monitoring nach Transplantation anzuwenden, mindestens erginzend
zu den bisherigen Messungen in Vollblut. Zudem kann aus der Studie die Schlussfolgerung
gezogen werden, dass die Patienten noch individueller therapiert werden miissen.
Genotypisierungen nach dem ABCB1-Genpolymorphimus scheinen sinnvoll, auflerdem
eine Einhaltung des in dieser Arbeit schlussgefolgerten intrazelluliren therapeutischen

Bereichs.

In bereits veroffentlichen Publikationen wurden einige Ansitze getestet, das Therapeutische
Drug Monitoring fiir eine personalisierte Immunsuppression nach Organtransplantation zu
verbessern. Ein Ansatz bestand darin, die Konzentration von Tacrolimus nicht mehr in
Vollblut zu messen, sondern in der Galle. Da Leberbiopsien sehr aufwindig, kostspielig und
fiir den Patienten belastend sind, sollte iiber diese Studie ein einfacheres, kostengiinstigeres
TDM entworfen werden. Damit erhoffte man sich, AbstofSungsreaktionen besser erkennen
zu konnen (Tron et al. 2016). Es wurde ein LC-MS/MS entwickelt, mit dem die Tacrolimus-
Konzentration in der Galle gemessen werden konnte. Somit gelang es, die Tacrolimus-
Exposition in der Galle zu messen und zugleich eine Korrelation zwischen Tacrolimus-

Spiegeln in Vollblut und in der Galle zu erstellen.

Fir Everolimus wurde 2014 im Rahmen eines Treffens des LATDMCT (International
Associaion of Therapeutic Drug Monitoring and Clinical Toxicology) der aktuelle Stand der
Wissenschaft fir das Therapeutische Drug Monitoring von Everolimus erortert. Seit 10
Jahren wird fiir Everolimus ein TDM empfohlen (Shipkova et al. 2016). In dem Bericht
wurden die bisher tiblichen Messmethoden von Everolimus in Vollblut, unter anderem
mithilfe des LC-MS/MS beschrieben. SchlieBllich fordert die Organisation dazu auf, die

Erforschung weiterer, besserer Messmethoden zu férdern (Shipkova et al. 2010).
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit ging es um das Therapeutische Drug Monitoring bei Patienten nach
Lebertransplantation. Nach erfolgter Transplantationsoperation muss der Patient in der
Regel fir sein restliches Leben immunsupprimiert werden. Gingige Medikamente sind dafiir
unter anderem Ciclosporin, Tacrolimus und Everolimus. Um die Optimierung des Drug

Monitoring dieser drei Medikamente ging es in meiner Arbeit.

Die richtige Medikamentendosis stellt eine Gratwanderung zwischen den beiden klinischen
Endpunkten Infektion und Rejektion dar. Werden die Medikamente iberdosiert, ist das
Immunsystem des Patienten zu sehr unterdriickt und opportunistische Infektionen kénnen
zu schweren Erkrankungen fihren. Wird das Immunsystem hingegen zu wenig supprimiert,
greift es das fremde Organ an und stofit es ab. Aus diesem Grund ist es von grolem
medizinischem Interesse, die optimale individuelle Dosis fir den einzelnen Patienten zu
ermitteln. Bisher werden die Immunsuppressiva-Konzentrationen in Vollblut gemessen.
Jedoch stellte sich heraus, dass es dennoch zu Infektionen und Rejektionen kam. Die
Immunsuppressiva wirken unter anderen in den peripheren mononukleiren Zellen (PBMC)
des Blutes. Daher schien es sinnvoll, die Konzentrationen der Immunsuppressiva dort zu

messen.

Als Grundlage fur die Messung hatten wir insgesamt 164 Patienten nach erfolgreicher
Transplantation aus Hamburg, Géttingen und Berlin iiber ein Jahr beobachtet. Zu sieben
Visitenterminen wurden neben den routinemifBligen Vollblutmessungen die intrazelluliren
Konzentrationen der Immunsuppressiva ermittelt. Zur Messung mussten die PBMCs
zunidchst aus der Blutprobe isoliert werden, bevor in diesen Zellen die
Medikamentenkonzentrationen mittels HPLC und massenspektrometrischer Detektion

gemessen wurden.

Im Folgenden habe ich statistische Auswertungen vorgenommen. Insgesamt 32, 151, und 62
Patienten wurden mit Ciclosporin, Tacrolimus und Everolimus behandelt. Fuir Ciclosporin
konnten 84 Messungen intrazellulir und in Vollblut durchgefiihrt werden. Die Korrelation
zwischen beiden Werten war nur moderat (r = 0,41). In der Untergruppe der Patienten, die
eine Rejektion erlitten, waren die Blutspiegel intrazellulir und in Vollblut vor Rejektion
geringer als in der Gesamtgruppe (intrazellulir: 727,5 versus 788,8 pg/1 Mio. Zellen in
Gesamtgruppen). Fir Tacrolimus konnten 662 Messungen intrazellulir und in Vollblut
registriert werden. Die Korrelation zwischen den beiden Konzentrationen war schwach, aber
signifikant (r = 0,58). In der Untergruppe der Patienten, die eine Rejektion etlitten, waren
die Blutspiegel intrazellulir und in Vollblut vor Rejektion allerdings hoher als in der
Gesamtgruppe (intrazelluldr: 35,5 versus 33,4 pg/1 Mio). Fir Everolimus konnten
schlief3lich 171 Messung intrazellulir und in Vollblut durchgefiihrt werden. Die Korrelation

zwischen beiden Werten war mit r = 0,50 wieder nicht sehr stark. Bei Patienten, welche eine
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Rejektion erlitten, verhielten sich die Messwerte kontrir zu den Erwartungen und waren

hoher im Vergleich zur Gesamtgruppe (intrazelluldr: 5,7 versus 5,2 pg/1 Mio. Zellen).

Insgesamt ist die Frage bisher nur in wenigen von den Fragestellungen und vom
Studiendesign her unterschiedlichen Studien analysiert worden. Viele der Studien sind in der
Datenauswertung gar nicht auf die Frage eingegangen, ob fiir die Voraussage von Rejektion

oder Infektion das intrazellulare Verfahren besser als das Vollblut-Verfahren ist.

AbschlieBende Aussagen sind auch aus unserer Studie nicht mdglich, da sich in den
relevanten Zeitraumen nur relativ wenig Rejektionen oder Infektionen ereignet hatten. Es ist
nach den vorliegenden Messungen moglich, dass intrazellulire Messungen etwas besser als
Vollblut-Messungen sind, aber eine erhebliche Verbesserung ist nach den vorliegenden
Zahlenwerten nicht wahrscheinlich. Auch bleibt zu berticksichtigen, dass mit den
gegenwirtigen Verfahren die Messung der intrazelluliren Konzentrationen sehr aufwindig

ist und nicht einfach zu standardisieren ist.
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