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1. Einleitung
Die Lebertransplantation stellt eine potentiell lebensrettende Therapie bei
schwerwiegenden Lebererkrankungen dar und erfordert zugleich eine

suffiziente und geeignete Immunsuppression.

1.1 Lebertransplantation: vom  Konzept zur etablierten
Therapieoption

Grundlegend fir jede solide Organtransplantation war die Entwicklung der
GefaRnaht durch den Chirurgen Alexis Carrel um 1900'. Anfang der 1940-ger
Jahre entdeckte Peter Brian Medawar, dass es sich bei Abstolungen um ein
immunologisches Ereignis handelt?. Eine Pionierleistung war die heterotope
Lebertransplantation bei einem Hund durch den Amerikaner Goodrich im Jahr
19563. Aufbauend auf diesem und weiteren tierexperimentellen Erkenntnissen,
fuhrte der Chirurg Thomas E. Starzl im Jahr 1963 erstmalig eine orthotope
Lebertransplantation bei einem Menschen durch. Bei dem Patienten handelte
es sich um einen dreijahrigen Jungen. Die Lebertransplantation wurde
technisch erfolgreich durchgeflihrt, jedoch verstarb das Kind bereits kurz nach
der Transplantation aufgrund einer Gerinnungsstorung mit unkontrollierbarer
Blutung. Erst 1967 gllckte Starzl in Denver die erste klinisch erfolgreiche
Lebertransplantation bei einem anderthalb jahrigen Madchen mit einem
Uberleben von mehr als 13 Monaten. Das Kind verstarb jedoch an Folgen eines
hepatozellularen Karzinoms mit rezidivierenden Metastasen®. Der Erfolg dieser
und weiterer Lebertransplantationen in den Jahren 1967 und 1968 war auch
das Ergebnis einer weiterentwickelten Immunsuppression. Diese wurde mit
Azathioprin,  Glukokortikoiden und  zusatzlich  Antithymozytenglobulin
durchgefiihrt®.

In Deutschland erfolgte die erste orthotope Lebertransplantation 1969 durch
Alfred Gutgemann in der Chirurgischen Universitatsklinik Bonn, bei der die
Leber einer 31-jahrigen, hirntoten Spenderin einem 30-jahrigen Patienten bei
hepatozellularen Karzinom erfolgreich transplantiert wurde. Der Empfanger
uberlebte 205 Tage, verstarb aber an den Folgen einer chronisch progredienten
Rejektion, die mit den damaligen immunsuppressiven Medikamenten nicht

beherrschbar war, sowie infektiologischen Komplikationen®’.



Obwohl die Lebertransplantation zunehmend eingesetzt wurde, betrugen 1970
die 1- bzw. 2-Jahres-Uberlebensraten 8,2 % bzw. 2,2 % bei 109 weltweit
durchgefilhrten Lebertransplantationen®. Grund daflir war neben dem
damaligen Stand der Chirurgie und Intensivmedizin vor allem das Fehlen einer
wirksameren Immunsuppression.

Nachfolgend war das Ziel Immunsuppressiva zu entwickeln, die eine suffiziente
Immunsuppression gewahrleisten und zugleich gut vertraglich sind. Die
Entdeckung wirksamer Immunsuppressiva war Voraussetzung fur den Erfolg

der Transplantationsmedizin.

1.2. Immunsuppression nach Lebertransplantation heute

Alle zugelassenen Regime zur Rejektionsprophylaxe nach Lebertransplantation
enthalten eine Kombination aus mindestens 2zwei verschiedenen
Immunsuppressiva  einschliellich  eines  Calcineurin-Inhibitors  (CNI).
Zugelassene CNI sind Ciclosporin A und Tacrolimus. Als Kombinationspartner
werden Mycophenolatmofetil, Glukokortikoide sowie Everolimus eingesetzt®®.
Moderne Konzepte verfolgen das Ziel, in der Friuhphase nach
Lebertransplantation die CNI-Exposition zur verringern. Dies kann durch
verzdgerten Beginn einer CNI-Therapie, niedrigere CNI-Talspiegel schon in den
ersten Monaten nach Lebertransplantation oder eine Kombination beider
Strategien erreicht werden'%'2, Hierzu stehen die Durchfiihrung einer
perioperativen Induktionstherapie und die Kombination des CNI mit anderen
stark wirksamen Immunsuppressiva in der Dauertherapie zur Verfiigung®1'314,
Zur Induktionstherapie werden Antikorper gegen den Interleukin-2-Rezeptor

(CD25), wie Basiliximab oder Daclizumab, eingesetzt'®.

1.2.1 Calcineurin-Inhibitoren

Zu den CNI zahlen Ciclosporin A und Tacrolimus. Ciclosporin A ist ein
zyklisches Polypeptid und Metabolit des Pilzes Tolypocladium inflatum gams
und Tacrolimus ist ein aus Streptomyces tsukubaensis isoliertes Makrolid16,17.
Erstmalig wurde Ciclosporin A als Immunsuppressivum 1979 durch Calne bei
zwei Patienten nach Lebertransplantation erfolgreich angewandt18. Im

Vergleich zu den vorherigen Erfahrungen ohne den Einsatz von Ciclosporin A,



fuhrte der zusatzliche Einsatz von Ciclosporin A in Kombination mit Azathioprin
und Glukokortikoiden zu einer Verdopplung der Transplantat- und
Patiententberlebensraten*. Durch die Einflihnrung von Ciclosporin A als Basis
der Immunsuppression gelang es nachfolgend, das Uberleben nach
Lebertransplantation nachhaltig zu verbessern. Starzl setzte erstmals
Tacrolimus 1989 bei Patienten nach Lebertransplantation als Alternative zur
Ciclosporin A ein'™. Tacrolimus wurde 1994 durch die Food and Drug
Administration (FDA), der Behorde fur Lebens- und Arzneimittel, und im Jahr
1998 durch die Europaische Arzneimittel-Agentur (European Medicines Agency,
EMA) zur Immunsuppression nach Lebertransplantation zugelassen?%-2,
Aufgrund der Wirkweise auf zellulare Ebene werden Ciclosporin A und
Tacrolimus als CNI bezeichnet. Obwohl sich beide Substanzen hinsichtlich des
Nebenwirkungsprofils etwas unterscheiden, werden viele unerwunschte
Wirkungen wie Nephrotoxizitat heute als Klasseneffekt interpretiert??. Diese
umfassen unter anderem kardiovaskulare Erkrankungen, Nierenerkrankungen
und ein erhOhtes Malignitatsrisiko®>?*. Deswegen bestanden und bestehen
BemUlhungen, neue Immunsuppressiva zu entwickeln, um Nebenwirkungen der
immunsuppressiven Therapie zu minimierten ohne das Rejektionsrisiko zu
erhohen.

Durch Interaktion von CNI mit dem zytoplasmatischen Immunophilinen
Cyclophilin A und FK-bindende Protein 12 (FKBP12) wird Calcineurin inaktiviert,
wodurch die Calcineurin-abhangige Dephosphorylierung des
Transkriptionsfaktors nuclear factor of activated T cells verhindert und somit die
Interleukin-2 Produktion und die Produktion von weiteren Zytokinen inhibiert
wird®-2°. Somit werden die nachfolgenden Interleukin-2 vermittelten T-Zell-
Proliferationen verhindert und die zellulare Immunantwort reduziert.

Zu den klinisch bedeutsamsten Nebenwirkungen der CNI zahlen
Nephrotoxizitat, arterielle Hypertonie, Hyperglykamien und Neurotoxizitat.
Zudem ist die Einnahme von CNI mit der Entstehung maligner Erkrankungen
assoziiert’. Die erwiinschte immunsuppressive Wirkung ist zudem immanent
mit einer reduzierten Immunabwehr und dementsprechend erhdhtem Risiko fur
eventuell auch schwer verlaufende Infektionen assoziiert.

Die Nebenwirkungsprofile von Ciclosporin A und Tacrolimus unterscheiden sich

darin, dass bei Tacrolimus eine hohere Inzidenz von Diabetes mellitus und
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Alopezie besteht®®. Bei Einsatz von Ciclosporin A sind die Inzidenzen fiir
Gingivahyperplasien und  Hirsutismus erhohtd'. Die  CNI-induzierte
Nephrotoxizitat wird derzeit dagegen als Klasseneffekt interpretiert?3:32,

Ciclosporin A und Tacrolimus werden in der Leber tUber das Cytochrom P450
3A4-Isoenzym metabolisiert. Folge ist eine Vielzahl von Interaktionen mit
anderen Medikamenten, die dem Abbauprozess des Cytochroms P450 3A4-

Isoenzym unterliegen16.

1.2.2 Mycophenolatmofetil

Mycophenolatmofetil ist ein Morpholinoathylester der Mycophenolsaure und
somit ein Vorstufenmedikament der Mycophenolsaure, welches die eigentliche
Wirksubstanz ist®3. Die immunsuppressive Wirkung resultiert aus Hemmung der
Inosinmonophosphat-Dehydrogenase, einem Schlisselenzym im Rahmen der
Purinstoffwechsel laufenden Guanosinsynthese3*. Dadurch erfolgt ein selektiver
zytotoxischer Effekt auf Lymphozyten, da diese zur Proliferation auf die de novo
Purinsynthese angewiesen sind3%:36,

Im Jahr 1996 wurde Mycophenolatmofetil in Kombination mit Ciclosporin A und
Glukokortikoiden durch die EMA zur Rejektionsprophylaxe nach
Lebertransplantation zugelassen3’. Im Gegensatz zu CNI ist die Einnahme von
Mycophenolatmofetil nicht mit einer Nephrotoxizitat assoziiert.
Mycophenolatmofetil ist aber unter anderem mit metabolischen Erkrankungen
wie Hypercholesterinamie und Hyperurikdmie assoziiert38-4°, Zudem kann
Mycophenolatmofetii  hamatologische  Nebenwirkungen  wie  Anamie,
Leukozytopenie sowie Thrombozytopenie verursachen. Diese werden auf einen
direkten myelosuppressiven Effekt des Mycophenolatmofetils zurlickgefiihrt4142,
AuRerdem fuhrt Mycophenolatmofetii  hdufig zu  gastrointestinalen
Nebenwirkungen wie Ubelkeit, Erbrechen und Diarrhoe, einschlieRlich seltener

Falle von gastrointestinalen Ulcera, Blutungen und Perforationen40:43.44,

1.2.3. mechanistic target of rapamycin -Inhibitoren
Das mechanistic target of rapamycin (mTOR), Ziel von Rapamycin im
Saugetier, ist eine Serin-Threonin Kinase mit einem molekularen Gewicht von

289 Kilo-Dalton, welches ubiquitar im Zellplasma vorkommt*S. Die Aktivierung
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von mTOR wird durch extrazellulare Liganden wie Wachstumsfaktoren
reguliert6:47,

Der mTOR-Komplex regelt zentrale Zellsteuerungsmechanismen und fahrt zur
Aktivierung von Translationsprozessen, die eine Zellproliferation regulieren. Die
Untereinheiten des mTOR-Komplexes, die mTOR-Kinasen, gehoren zur
Gruppe der Phosphoinositid-3-Kinasen welche mit mehreren Proteinen
interagieren und dabei in unterschiedlichen Signalwegen in der Zelle beteiligt
sind*8:49,

Zum einen ist die Aktivierung der p70S6 Kinase durch Beteiligung der
Phosphoinositid-abhangigen Kinase-1 zu nennen. Die aktivierte p70S6 Kinase
phosphoryliert das 40S ribosomale Protein. Die 40S ribsomalen Untereinheiten
werden dadurch in aktive Polysome uberfuhrt und wodurch ein Anstieg der
ribosomalen Proteinsynthese erfolgt®.

Eine weitere Signalkette, an der mTOR beteiligt ist und dadurch
Translationsvorgange einleiten kann, ist durch die Aktivierung des Translations-
Initiationsfaktor 4E-bindendes Protein 1 bedingt*®®'. Die eingeleiteten
Translationsvorgange fuhren zur vermehrten Bildung ribosomaler Proteine.
Vorwiegend sind hierbei Messenger-RNA-Moleklle beteiligt die fur Proteine
codieren welche im Zellzyklus den Ubergang von der G1- zur S-Phase
justieren’2.

AuRerdem wird Uber mTOR-Signalweg der Ubergang von der G1- in die S-
Phase durch Hochregulation vom Cyclin-abhangige Kinase (CDK)4/Cyclin D-
Komplex und der CDK2/Cyclin E-Komplex moduliert. Anschlielend wird
dadurch unter anderem das Retinoblastomprotein aktiviert, das zur Synthese
der Schlisselmolekile des Zellzyklus CDK2 und Cyclin A fuhrt. Nachfolgend
fihren die Zellzyklusproteine CDK2 und Cyclin A zur Zellzyklusprogression®3.
Mit der Entdeckung von Sirolimus, einem mTOR-Inhibitor, welcher aus
Streptomyceten einer Bodenprobe von der Osterinsel isoliert wurde, und spater
Everolimus entstand eine neue Immunsuppressions-Stoffklasse®*.

Wie Tacrolimus binden mTOR-Inhibitoren an den intrazellularen Rezeptor
FKBP12%. Jedoch hemmt dieser Komplex nicht wie Tacrolimus das
Calcineurin, sondern inhibiert die Aktivitdt des ubiquitar im Zellplasma
vorkommenden mTOR-Komplexes®%-56-58_ Es wird eine Konformationsanderung

des mTOR-Komplexes mit Blockade der spezifischen Serin-Threonin-
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Proteinkinase angenommen, wodurch die Erreichbarkeit der Substrate im
aktiven Zentrum erschwert wird0-:56.

Die Folge der Inhibierung von mTOR ist eine Hemmung der Zytokin-Gen-
Expression, wodurch die Aktivierung und Proliferation von T-Lymphozyten
inhibiert wird. Zudem hemmt Sirolimus die T-Lymphozyten-Proliferation durch
einen Arrest im Zellzyklus beim Ubergang von der G1- in die S-Phase?®2%,
Ebenfalls von Bedeutung ist, dass mTOR-Inhibitoren eine anti-angiogene
Aktivitdt aufweisen, indem die Produktion des vaskularen endothelialen
Wachstumsfaktors gehemmt wird®®®°. Im Vergleich zu Ciclosporin A und
Tacrolimus scheinen mTOR-Inhibitoren weniger nephrotoxisch zu sein®,
Allerdings kann sich unter mTOR-Inhibition eine Proteinurie erstmanifestieren
oder verschlechtern®2. Zu den weiteren unerwiinschten Wirkungen von mTOR-
Inhibitoren zahlt eine Knochenmarktoxizitdt mit moglicher Leukopenie,
Thrombozytopenie und Anamie®3%4. Es kdnnen Stérungen im Lipidhaushalt mit
Hypercholesterinamie und Hypertriglyceridamie auftreten®®. Auch das
Neuauftreten eines Diabetes mellitus und die Exazerbation eines bereits

bestehenden Diabetes mellitus sind moglich®:67,

1.2.3.1 Sirolimus

Sirolimus ist ein 31-gliedriges Makrolidantibiotikum, welches in den 1970er-
Jahren aus Streptomyces hygroscopicus aus einer Bodenprobe in Rapa Nui,
allgemein bekannt als die Osterinsel, isoliert wurde%*. Urspringlich wurde
Sirolimus als Antiinfektivum mit antimykotischer Wirkung identifiziert®®. Mehrere
Studien bestatigten zudem eine antiproliferative Wirkung bei einem breiten
Spektrum von Tumorerkrankungen®%-6%-73, Ein immunsuppressiver Effekt konnte
zunachst in vitro durch die antiproliferative Wirkung auf B- und T-Lymphozyten
bewiesen werden527475,

Sirolimus wurde 2001 durch die EMA als Immunsuppressivum zur Prophylaxe
einer OrganabstoBung nach Nierentransplantation zugelassen. Aufgrund von
Arteria hepatica-Thrombosen im initialen Studienprogramm zur
Rejektionsprophylaxe nach Lebertransplantation wurde Sirolimus fur diese
Indikation nicht zugelassen. Durch die FDA wurde fur Sirolimus sogar ein

Warnhinweis in die entsprechende Fachinformation aufgenommen, dass
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Sirolimus nach Lebertransplantation nicht eingesetzt werden darf. Dennoch
wurde Sirolimus in  Ermangelung von Alternativen als Reserve-
Immunsuppressivum nach Lebertransplantation eingesetzt, vor allem bei CNI-
Nephrotoxizitat, malignen Erkrankungen oder individueller  CNI-
Unvertraglichkeit’>82. In einer aktuellen, prospektiven Studie wurde Sirolimus
bei Patienten mit hepatozellularem Karzinom vor Lebertransplantation
eingesetzt. Ein Vorteil fir das Rekurrenz-freie Uberleben und das
Gesamtlberleben fand sich nur fur eine Untergruppe der Patienten. Jedoch war
eine frGh nach Lebertransplantation begonnene Immunsuppression mit
Sirolimus sicher und es fand sich kein gehauftes Auftreten von Arteria hepatica-

Thrombosen’”.

1.2.3.2 Everolimus

Everolimus ist ein 40-O-[2-Hydroxyethyl] Derivat von Sirolimus®, das heil’t
anstelle eines Wasserstoffatoms an der Position 40 besitzt Everolimus eine 2-
Hydroxyethyl-Kette. Dadurch wurden unter anderem die Loslichkeit und die
orale Bioverfligbarkeit modifiziert 84.

Everolimus wurde im Jahr 2003 durch die FDA und EMA zur
Rejektionsprophylaxe nach Nieren-, Lungen- und Herztransplantationen
zugelassen®-88, In prospektive Studien wurden Sicherheit und Effektivitat von
Everolimus in Kombination mit CNI zur Rejektionsprophylaxe nach
Lebertransplantation gezeigt®®%. Die Zulassung zur Rejektionsprophylaxe nach
Lebertransplantation durch die EMA erfolgte 2012. Eine Mono-
Immunsuppression mit Everolimus ist moglich, jedoch mit einem erhdhten

Rejektionsrisiko assoziiert und gemafR Fachinformation nicht empfohlen8®91.92,

1.2.3.3 Unterschiede in Pharmakokinetik und Pharmakodynamik

zwischen Sirolimus und Everolimus
Durch das Einfugen einer 2-Hydroxyethyl-Kette an Position 40 anstelle eines
Wasserstoffatoms bei Everolimus, ist Everolimus im Vergleich zu Sirolimus
hydrophiler und hat eine um etwa 10%-16% hohere Bioverfligbarkeit als
Sirolimus®-°, Dadurch unterscheiden sich beide Molekiile in ihrer

Pharmakokinetik, Bioverfligbarkeit und in der Halbwertszeit®. Sirolimus besitzt
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eine orale Bioverfiigbarkeit von etwa 17%%. Die Zeit bis zum Anfluten der
maximalen Konzentration von Everolimus wird dabei mit 1,3-1,8 Stunden
angegeben®. Die Halbwertszeit von Sirolimus betragt 62+16 Stunden, wobei
Everolimus Halbwertszeit von 24-35 Stunden besitzt®”%. Sirolimus erreicht
innerhalb von sechs Tagen einen konstanten Plasmaspiegel, wobei Everolimus
diesen bereits nach vier Tagen erreicht®®. Die Affinitat von Everolimus zu
FKBP12 ist niedriger als die von Sirolimus. Eine Hemmung von FKBP12 um
50% wird erst bei einer dreifach hoheren Dosis erreicht®.

Mit den Unterschieden in der Hydrophilie zwischen Everolimus und Sirolimus
wird auch eine unterschiedliche Verteilung intrazellular und im Gewebe, sowie
unterschiedliche Affinitaiten zu aktiven Arzneimitteltransportern erklart®.
Sirolimus ist bis zu 95% auf Erythrozyten verteilt und befindet sich lediglich zu
3% im Plasma, 1% auf Lymphozyten und 1% auf Granulozyten'®'. Das Blut-zu-
Plasma-Verhaltnis von Everolimus ist konzentrationsabhangig und weist bei
einer Konzentrations-Spanne von 5-5000 ng/ml 17-73% auf. Everolimus ist zu
mehr als 75% auf Erythrozyten verteilt. Bei Probanden ohne Einschrankung der
Leberfunktion als auch bei Probanden mit moderater Einschrankung, ist
ungefahr 75% der Plasmafraktion an Proteine gebunden33. In einer Studie
welche die biochemischen Mechanismen im zentralen Nervensystem von
Versuchstieren untersucht und hierbei die Effekte von Sirolimus und Everolimus
vergleicht, erbrachte das Ergebnis, dass sich Everolimus, im Gegensatz zu
Sirolimus, in den Mitochondrien des ZNS verteilen kann'%?, Eine weitere Studie
zeigt unterschiedliche Affinitatsmuster zu aktiven Efflux-Transportern zwischen

Sirolimus und Everolimus 193,

1.3 Ziel der Arbeit

Am Universitatsklinikum Frankfurt wurde in individuell erforderlichen Fallen bis
Ende 2012 Sirolimus als immunsuppressive Therapie nach
Lebertransplantation eingesetzt. Nach der Zulassung von Everolimus 2012
erfolgte die Umstellung der Patienten, welche zuvor Sirolimus erhielten, auf
eine Everolimus-basierte Immunsuppression. Obwohl weltweit vor der
Entwicklung, respektive Zulassung von Everolimus viele Patienten nach

Lebertransplantation mit Sirolimus behandelt wurden, wurde die Umstellung
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einer Sirolimus-basierten auf eine Everolimus-basierte Immunsuppression nach
Lebertransplantation bislang nicht systematisch untersucht'®*. Deswegen gibt
es auch keine Empfehlungen zur Dosisfindung flr Everolimus im Rahmen
dieser Konversion.

Ziel dieser Arbeit war die systematische Analyse klinischer und
pharmakologischer Daten im Rahmen einer Umstellung einer mTOR-Inhibitor-
basierten Immunsuppression von Sirolimus auf Everolimus mit besonderer
Berlcksichtigung von Transplantatfunktion, Nierenfunktion und eventueller

Nebenwirkungen.

16



2. Methoden

Es erfolgte eine monozentrische, retrospektive Analyse klinischer und
laborchemischer Daten von Patienten nach Lebertransplantation, bei denen
eine Sirolimus-basierte auf eine Everolimus-basierte Immunsuppression

umgestellt worden war.

2.1 Patientenselektion

Die in dieser Arbeit untersuchten Patienten gehoren zu einer Kohorte von
Patienten, die in das ambulante Nachsorgeprogramm des Universitatsklinikums
Frankfurt aufgenommen wurden. Die Patienten hatten nach einer Aufklarung
schriftich  der Auswertung der Dbereits erhobenen Befunde zu
wissenschaftlichen Zwecken im Rahmen des Aufbaus einer Biomaterialbank
am Universitatsklinikum Frankfurt mit dem Namen: ,Aufbau einer
Biomaterialbank und eines Patientenkollektivs zur Evaluation von
Infektionskrankheiten vor und nach solider Organtransplantation in Korrelation
mit anderen Einflussfaktoren der chronischen Transplantatdysfunktion®
zugestimmt, wobei die Aufklarung im Rahmen der klinischen
Routineversorgung erfolgte. Fur die EinfUhrung der Datenbank aller Patienten
vor und nach Lebertransplantation sowie flr die vorgelegte Dissertation wurde
die Zustimmung der Ethikkommission der Universitatsklinik Frankfurt eingeholt
(Beschluss-Nr. 268/13 / Projekt-Nr. 0002). Aus der Gesamtkohorte der
Patienten vor und nach Lebertransplantation, wurden alle Patienten identifiziert,
die Sirolimus zur Immunsuppression nach Lebertransplantation erhalten hatten
und nach Zulassung von Everolimus 2012 von Sirolimus auf Everolimus
umgestellt worden waren. Zudem umfasste das Ethikvotum auch die
Auswertung von Daten eventuell verstorbener Patienten, um einen eventuellen

Bias zu vermeiden.
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2.2 Studiendesign

Der Beobachtungszeitraum betrug zwolf Monate. Zu vier Zeitpunkten wurden
Anamnese, klinische Untersuchung und Laborkontrollen ausgewertet
(Abbildung 1).

Der erste Zeitpunkt T1, an dem die Patienten untersucht wurden, lag drei
Monate vor der Umstellung und spiegelte demnach den Zeitraum der
vorangegangenen drei Monate mit einer immunsuppressiven Therapie mit
Sirolimus wieder. Der zweite Zeitpunkt T2 zum Zeitpunkt der Umstellung
reflektierte wiederum den klinischen Verlauf der vergangenen 3 Monate unter
Sirolimus wieder, so dass der Beobachtungszeitraum unter Sirolimus insgesamt
sechs Monate betrug. Zugleich wurde zum Zeitpunkt T2 die Umstellung
durchgefuhrt und die Patienten erhielten nachfolgend Everolimus. Der dritte
Zeitpunkt T3 an dem die Patientendaten erhoben wurden, lag drei Monate nach
der Umstellung und reprasentiert daher den Verlauf der ersten drei Monate
unter Everolimus. Der vierte Zeitpunkt T4, sechs Monate nach Umstellung,
dokumentiert den Verlauf der weiteren drei Monate wunter der

immunsuppressiven Therapie mit Everolimus.

Sirolimus Everolimus
Umstellung
I ~w
" '
3 Monate
™ T2 T3 T4

Abbildung 1: Studiendesign
Darstellung des Studiendesigns in Form eines Zeitstrahls. Der
Zeitraum zwischen zweli aufeinanderfolgenden

Untersuchungszeitpunkten betragt drei Monate.
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2.3 Untersuchte klinische und laborchemische Parameter

Retrospektiv wurden Anamnese, klinische Daten inklusive nicht-invasiver
Blutdruckmessung und laborchemische Parameter zu den Zeitpunkten T1, T2,
T3 und T4 erfasst und ausgewertet. Detailliert wurden zudem die
Gesamttagesdosen von Sirolimus und Everolimus und eventuelle
Dosisanpassungen ermittelt. Ein besonderes Augenmerk lag auf der Analyse
eventueller OrganabstoRungen wahrend des Studienzeitraums, sowie
eventueller Cytomegalievirus (CMV)-Viramien. Details sind in Tabelle 1

genannt.

2.4 Statistik

Die statistische Analyse erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut fur
Biostatistik und Mathematische Modellierung der Universitatsklinik Frankfurt.
Fir entsprechende Berechnungen wurde die Software Statistical Package for
Social Sciences (SPSS fur Windows, Version 23) genutzt.

Die erfassten Parameter wurden mithilfe des Friedman-Tests verglichen und
eine Post-hoc-Analyse zwischen den Zeitpunkten T1 bis T4 durchgeflihrt.

Als Signifikanzniveau wurde far alle Testverfahren eine

Irrtumswahrscheinlichkeit von weniger als 5% (p<0,05) festgelegt.
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Tabelle 1: Untersuchte klinische und laborchemische Parameter mit

Messeinheit
Laborparameter Material Einheit
Kalium Serum mmol/|
Cholesterin Serum mg/dl
High-Density-Lipoprotein Serum mg/dl
Low-Density-Lipoprotein Serum mg/dl
Triglyceride Serum mg/dl
Glucose Serum mg/dl
Harnsaure Serum mmol/ml
Aspartat-Aminotransferase Serum U/L
Alanin-Aminotransferase Serum U/L
Alkalische Phosphatase Serum U/L
Gamma-Glutamyl-Transferase Serum U/l
Bilirubin Serum mg/dl
Albumin Serum g/dl
International Normalized Ratio Heparin- %
Plasma
HbA1c EDTA-Blut % Hb
Leukozyten Anzahl EDTA-Blut /nl
Erythrozyten Anzahl EDTA-BIlut /nl
Hamoglobin EDTA-BIlut g/dl
Thrombozyten Anzahl EDTA-Blut /nl
Sirolimus-Talspiegel EDTA-Blut ng/mi
Everolimus-Talspiegel EDTA-Blut ng/mi
Albumin Urin mg/I
Geschatzte glomeruldre Filtrationsrate nach berechnet ml/min/1,73
MDRD-Formel m?
Systolischer und diastolischer Blutdruck nicht mmHg
zutreffend
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3. Ergebnisse

Im Folgenden sind die demographischen, klinischen und laborchemischen

Analysen dargelegt.

3.1 Demographie und klinische Daten

Es wurden 16 Patienten in die Studie eingeschlossen. Das Alter der
eingeschlossenen Patienten zum Zeitpunkt der Umstellung betrug im Median
(Minimum-Maximum) 66 (49-78) Jahre (Abbildung 2). Die Patienten wurden im
Median (Minimum-Maximum) 10 (4-22) Jahre nach Lebertransplantation von
einer Sirolimus-basierten auf eine Everolimus-basierte Immunsuppression
umgestellt.

Die Geschlechtsverteilung war ausgeglichen mit 8 Frauen und 8 Mannern
(Abbildung 2). Das Alter bei Lebertransplantation betrug im Median (Minimum-
Maximum) 57 (34-69) Jahre. Alle Lebertransplantationen waren mittels

postmortaler Organspende erfolgt.

=
o E
= 3
P
I
o 2
=
E
0
5-29 S0-54 ':';—"'9 Gl-54 T0-74 75-T9
I: Manner
M Frauen 0 0 1 2 2 1 2

Alter bei Umstellung (Jahre)
[ Ménner [ Frauen

Abbildung 2: Altersverteilung bei Umstellung der Immunsuppression
und Geschlechtsverteilung
In der Abbildung werden die Altersverteilung, zum Zeitpunkt der
Konversion, und die Geschlechtsverteilung in Form eines
Saulendiagrammes dargestellt. Manner werden anhand weil}
gezeichneter Sdulen und Frauen anhand schwarz gezeichneter

Saulen prasentiert.
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Bei zehn Patienten (62,5 %) bestand zum Zeitpunkt T2, bzw. vor der
Konversion, ein Diabetes mellitus; sechs Patienten waren bereits vor der
Lebertransplantation an Diabetes mellitus erkrankt. Ein Patient hatte dabei vor
der Lebertransplantation einen Diabetes mellitus Typ 1 und funf Patienten einen
Diabetes mellitus Typ 2.

Die geschatzte glomerulare Filtrationsrate errechnet nach der Modification of
Diet in Renal Disease (MDRD) Formel in ml/min/1,73 m? betrug bei
Lebertransplantation im Median (Minimum-Maximum) 80,3 (36-107) ml/min/1,73
m?2 195 Der model of end stage liver disease (MELD)-Wert betrug im Median
(Minimum-Maximum) 16 (12-21).

Die Grunderkrankungen, welche zur Lebertransplantation flhrten, sind in
Abbildung 3 dargestellt. Finf Patienten hatten ein hepatozellulares Karzinom in
Kombination mit einer weiteren Erkrankung. Vier Patienten hatten eine
Hepatitis-C-Virusinfektion und vier weitere Patienten eine Hepatitis-B-
Virusinfektion, wobei bei einem Patient mit Hepatitis B eine ausgeheilte
Hepatitis C bekannt war und ein Patient hatte eine Hepatitis B/D-Virus-
Koinfektion. Ein weiterer Patient hatte eine Hepatitis-B-, D- und C-Virus-
Koinfektion. Bei zwei Patienten lag eine alkoholtoxische Leberzirrhose vor und
zwei Patienten litten an einer primaren biliaren Cholangitis. Je ein Patient litt an

einer Schistosomiasis beziehungsweise einer an kryptogenen Leberzirrhose.

® HepatiisC, n=4
P s i At A
L 13% ey
*® HepattisB/D, n=1
Il HepatitisB/DundC,n=1
v Alkohohaische Leberzirrhose, n
=2
i % Primar biigre Cholangitis n= 2
1% o
L Schistosomiasis, n=1

Abbildung 3: Indikationen zur Lebertransplantation
Verteilung der Grunderkrankungen, die zur Lebertransplantation

fuhrten, in Form eines Kreisdiagrammes.
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Ein Patient hatte an einer Studie teilgenommen, welche die Anwendung von
Sirolimus bei Lebertransplantatempfangern mit hepatozellularem Karzinom
untersuchte’’. Dieser Patient war der einzige, bei dem die Umstellung auf
Everolimus im Jahr 2014 erfolgte, was durch die Studienteilnahme begrindet
war. Die restlichen 15 Patienten waren im Jahr 2013 auf Everolimus umgestellt

worden.

3.2 Konversion von Sirolimus auf Everolimus

Vor der Umstellung der Immunsuppression von Sirolimus auf Everolimus,
wurden 12 von 16 Patienten mit einer Sirolimus-Monotherapie behandelt,
wahrend 4 von 16 Patienten zuvor Sirolimus in Kombination mit
Mycophenolatmofetil  erhalten  hatten. Im Falle einer Everolimus-
Monoimmunsuppression wurde ein Zieltalspiegel fir Everolimus von 5-8 ng/ml
angestrebt.

Alle Patienten, die zuvor eine Sirolimus-Monotherapie erhalten hatten, wurden
direkt auf eine Everolimus-Monotherapie umgestellt. Drei der weiteren vier
Patienten, welche zuvor Sirolimus und Mycophenolatmofetil in Kombination
erhalten hatten, wurden ebenfalls direkt auf eine Everolimus-Monotherapie
umgestellt. Ein Patient erhielt nach der Umstellung auf Everolimus fir weitere
zwei Monate Uberlappend Mycophenolatmofetil. Ein weiterer Patient, welcher
von Sirolimus und Mycophenolatmofetil auf eine Everolimus-Monotherapie
umgestellt wurde, erhielt drei Monate nach Umstellung zusatzlich Tacrolimus,
um eine Reduktion von Everolimus bei zunehmender Proteinurie zu
ermoglichen.

Die Dosierung von Everolimus im Rahmen der Konversion, Dosisverhaltnisse
und Dosisanpassungen, sind in Tabellen 2 und 3 dargestellt. Die Umstellung
erfolgte bei 11 von 16 Patienten (68, 75 %) im Verhaltnis von Everolimus zu
Sirolimus von 2:1. Bei drei von 16 Patienten betrug der Konversionsfaktor
Everolimus zu Sirolimus 1,5:1 und bei zwei weiteren Patienten 1,33:1. In
Tabelle 4 sind die jeweiligen Talspiegel von Sirolimus und Everolimus im
Rahmen der Konversion aufgefuhrt.

23



Tabelle 2: Umstellung von Sirolimus zu Everolimus-Dosierung

(adaptiert nach06)

Sirolimus Sirolimus Everolimus Everolimus

Patient Dosierungzu Dosierungzu Dosierung zu Dosierung zu

T1 (mg) T2 (mg) T3 (mg) T4 (mg)
1 0,5 0,5 1 1
2 0,5 0,5 1,5 1,5
3 1 1 2 2
4 1 1 2 2
5 1 1 2 2
6 1 1 2 2
7 1 1 2 2
8 1 1 2 2
9 1 1 2 2
10 1 1 2 2
11 1 1 2 2
12 1,5 1,5 2 2
13 1,5 1,5 2 2
14 2 2 3 3,5
15 2 2 3 1,5
16 2 2 3 3
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Tabelle 3: Umstellung von Sirolimus zu Everolimus - Dosisratio und

Dosisanpassung (adaptiert nach'%)

Patient Everolimus/Sirolimus Dosisanpassung nach Umstellung
Dosisratio wahrend des Kontrollintervalls

1 2 Nein
2 2 Nein
3 2 Nein
4 2 Nein
S 2 Nein
6 2 Nein
7 2 Nein
8 2 Nein
9 2 Nein
10 2 Nein
1 2 Nein
12 1,33 Nein
13 1,33 Nein
14 1,5 Ja

15 1,5 Ja

16 1,5 Nein
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Tabelle 4: Talspiegel von Sirolimus und Everolimus im Rahmen der Konversion
(adaptiert nach%6)

Sirolimustal- Sirolimustal- Everolimustal- Everolimustal-

Patient spiegelzu T1 spiegelzuT2  spiegel zu T3 spiegel zu T4

(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

1 4,4 8,8 5,2 *

2 6 7,7 7,6 6,8
3 3,3 6,2 4 11,6
4 2,1 5,8 2,3 1,6
5 4,3 9,3 5,1 8,9
6 5 9,7 6,5 6,5
7 55 3,9 3,3 4

8 5,9 5,2 53 5,7
9 8,1 6,9 7,7 4,9
10 8,1 6,6 5,5 49
11 7,6 5 4,5 7,9
12 53 7,4 5 2,7
13 2,6 7,7 * 5,1
14 54 4,9 53 4.4
15 4.4 8,8 5,2 *

16 6 7,7 7,6 6,8

* Nicht erfasst.

3.3 Kiinischer Verlauf nach Umstellung

Es wurden keine klinisch vermuteten oder bioptisch gesicherten Abstol3ungen
wahrend des Beobachtungszeitraums erfasst. Ebenso wenig wurde eine CMV-
Reaktivierung beobachtet. Statistische Vergleiche wurden mithilfe eines
Friedman-Tests und anschlieRender post-hoc-Analyse zwischen den
Zeitpunkten T1 bis T4 durchgefuhrt und sind in Tabelle 5 aufgefuhrt.

Fir die Serumkonzentrationen von Aspartat-Aminotransferase (AST), Alanin-
Aminotransferase (ALT), Bilirubin und Triglyceride im Serum wurden bei der
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Umstellung einer Sirolimus-basierten Immunsuppression auf eine Everolimus-
basierten Immunsuppression signifikante Unterschiede zwischen den
Untersuchungszeitpunkten festgestellt. Nach der Umstellung war das Bilirubin
im Serum niedriger, wahrend die Werte fur AST, ALT und Triglyceride zwischen
den Untersuchungszeitpunkten undulierten (Abbildung 4 bis 7). Um dies
genauer zu charakterisieren, erfolgte eine Post-hoc-Analyse. In dieser waren
die Unterschiede fur AST, ALT, Bilirubin und Triglyceride zwischen Zeitpunkt T1
und T4, jedoch nicht zwischen den Zeitpunkt T1 und T2, T1 und T3, T2 und T3,
T2 und T4 oder T3 und T4 signifikant.

Keine signifikanten Unterschiede zwischen den Untersuchungszeitpunkten
ergaben sich im Blutserum flr Serumkreatinin, Kalium, Cholesterin, High-
Density-Lipoprotein, Low-Density-Lipoprotein, Glucose, Harnsaure, Alkalische
Phosphatase, Gamma-Glutamyl-Transferase, Albumin. Der im Citrat-Blut
gemessener INR-Wert zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den
vier Untersuchungszeitpunkten. Es zeigten sich ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Untersuchungszeitpunkten im
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Blut gemessener Werte zu HbA1c,
Erythrozyten Anzahl, Hamoglobin und Thrombozyten Anzahl. Im Urin
gemessenes Albumin zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den vier
Untersuchungszeitpunkten. Zudem zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Untersuchungszeitpunkten bei der geschatzten
glomerularen Filtrationsrate nach MDRD-Formel und beim systolischen und
diastolischen arteriellen Blutdruck (Tabelle 5).

Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied der Leukozyten in der Friedman-
Analyse, welches in der anschlieRenden Post-hoc-Analyse den Zeitpunkten T3
und T4 zugeordnet werden konnte (Abbildung 8).

Im Gegensatz dazu gab es keine statistisch signifikanten Unterschiede in der
Anzahl der Erythrozyten, der Hamoglobinkonzentration und der Anzahl der

Thrombozyten zwischen den Untersuchungszeitpunkten.
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Tabelle 5: Friedman-Analyse der laborchemischen und klinischen Parameter
(n= 16), adaptiert nach 106

P
Untersuchter Parameter Material T T2 T3 T4

Wert

Kreatinin (mg/dl) Serum 1,37 1,33 1,30 2,30 .536

Kalium (mmol/ml) Serum 487 501 490 5,01 .774

Cholesterin (mg/dl) Serum 190 186 196 203 423
High-Density-Lipoprotein
g y=-Ipop Serum 47 47 43 48 .369
(mg/dl)
Low-Density-Lipoprotein
Serum 109 16 107 118 .952
(mg/dl)

Triglyceride (mg/dl) Serum 175 174 247 258 .027
Glucose (mg/dl) Serum 128 153 143 148 392
Harnsaure (mg/dl) Serum 6,25 556 555 555 .821

Aspartat-

Serum 41 45 39 49 .005
Aminotransferase (U/L)

Alanin-Aminotransferase
(U/L)
Alkalische Phosphatase
(U/L)

Gamma-Glutamyl-

Serum 43 51 47 63 .024

Serum 118 115 110 135 .136

Serum 60 58 57 84 126
Transferase (U/L)

Bilirubin (mg/dl) Serum 0,51 051 042 0,43 .001
Albumin (g/dl) Serum 4,3 4,3 4,2 4,2 .606
International Normalized Heparin-

1,08 1,03 121 1,05 .674
Ratio (%) Plasma

HbA1c (% Hamoglobin) EDTA-Blut 6,60 6,87 7,08 6,86 .465
Leukozyten Anzahl (/nl) EDTA-Blut 5,8 6,0 5,6 6,2 .025
Erythrozyten Anzahl (/pl) EDTA-Blut 4,8 49 4,8 4,7 .096
Hamoglobin (g/dl) EDTA-Blut 13,2 13,3 13,1 126 .130
Thrombozyten Anzahl
(/nl)

EDTA-Blut 198 206 188 201 .491
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Sirolimus/ Everolimus
EDTA-Blut 5,74 6,65 497 551 .261
Spiegel (ng/ml)
Albumin (mg/L) Urin 297 238 263 509 .621
Geschatzte glomeruladre
Filtrationsrate nach MDRD berechnet 55,87 57,80 60,31 57,83 .536

(min/1.73 m?)

Systolischer Blutdruck nicht
137 134 133 131 .786

(mmHg) zutreffend

Diastolischer Blutdruck nicht
75 80 79 80 218

(mmHg) zutreffend

Nachfolgend sind die Verteilungen der signifikanten Messwerte als Boxplot
nach John Wilder (J. W.) Tukey mit Median, erster und dritter Quartil, oberem
und unterem Whisker (1,5 x Inter Quartil Range) und Ausreil3ern mit jeweiliger

Patientennummer dargestellt’?”.

mg/di
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Abbildung 4: Boxplotdarstellung der Dynamik der Bilirubin-
Serumkonzentration in mg/dl im Rahmen der Konversion von
Sirolimus zur Everolimus nach J. W. Tukey. Der Unterschied war
signifikant (p = 0,001).
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Abbildung 5: Boxplotdarstellung der Dynamik der ALT-Serumkonzentration in
U/L im Rahmen der Konversion von Sirolimus zur Everolimus
nach J. W. Tukey. Der Unterschied war signifikant (p = 0,024).
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Abbildung 6: Boxplotdarstellung der Dynamik der AST-Serumkonzentration
in U/L im Rahmen der Konversion von Sirolimus zur
Everolimus nach J. W. Tukey. Der Unterschied war signifikant (p =
0,005).
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Abbildung 7: Boxplotdarstellung der Dynamik der Trigylcerid-
Serumkonzentration in mg/dl im Rahmen der Konversion von
Sirolimus zur Everolimus nach J. W. Tukey. Der Unterschied war

signifikant (p = 0,027).
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Abbildung 8: Boxplotdarstellung der Dynamik der Leukozyten-Anzahl pro nl im
Rahmen der Konversion von Sirolimus zur Everolimus nach J. W.

Tukey. Der Unterschied war signifikant (p = 0,025).
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4. Diskussion

Die Standardimmunsuppression nach Lebertransplantation ist CNlI-basiert.
Neben unglnstigen Effekten wie der Entstehung eines metabolischen
Syndroms, arterieller Hypertonie und Hyperlipidamie, sind vor allem die
Nephrotoxizitat und maligne Erkrankungen, bisher ungeloste
Herausforderungen einer CNI-basierten Immunsuppression®23.

Als mogliche Alternative wurden die mTOR-Inhibitoren Sirolimus und
Everolimus, die gegenuber CNI den theoretischen Vorteil einer geringeren
Nephrotoxizitat aufweisen und zusatzlich aufgrund des antiproliferativen Effekts
bei malignen Erkrankungen Vorteile haben konnten, als Immunsuppressiva
eingefiihrt6'.76.81,

In Ermangelung eines zugelassenen mTOR-Inhibitors erhielten ausgewahlte
Patienten am Universitatsklinikum Frankfurt bis 2012 eine immunsuppressive
Reservetherapie mit Sirolimus. Diese wurden nach Zulassung von Everolimus
2012 durch die EMA, systematisch auf Everolimus umgestellt. Ziel dieser Arbeit

war eine strukturierte Analyse dieser Umstellung.

4.1. Methodenkritik

Nachfolgend wird auf die Eignung der gewahlten Methoden eingegangen,
welche unter Berlcksichtigung des eingangs geschilderten Ziels der Arbeit

(Kapitel 1.3) gewahlt wurden.

4.1.1 Studiendesign

Es handelt sich bei dieser Arbeit um eine retrospektive Studie, bei der bereits
vorhandene klinische und laborchemische Parameter ausgewertet wurden.
Dieses Studiendesign birgt dadurch erkenntnistheoretische
Einschrankungen'®®. Aufgrund von Konfundierungseffekt und Bias ist es nicht
mdglich, einen Kausalzusammenhang der erhobenen Ergebnisse endgultig zu
klaren. Dies schrankt die Interpretation der Daten prinzipiell ein.

Zudem war das untersuchte Patientenkollektiv stark selektioniert, da die
Patienten aus individuellen Grinden im Rahmen einer Reservetherapie eine auf
Sirolimus basierende Immunsuppression Uber langere Zeit erhalten hatten, so

dass mutmallich eine Positivselektion fur eine erfolgreiche mTOR-Inhibition
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vorlag. Zudem waren die Indikationen zur Lebertransplantation in der
untersuchten Patientengruppe sehr heterogen und es handelte sich um ein
kleines Patientenkollektiv. Auch diese Einschrankungen limitieren die
Interpretation der Beobachtungen. Die Ubertragung dieser Ergebnisse in die
klinische Praxis muss deswegen mit Vorsicht erfolgen. Insbesondere kann aus
dieser Untersuchung nicht auf eine ausreichende Sicherheit einer Everolimus-
Monotherapie nach Lebertransplantation im Allgemeinen geschlossen werden.

Jedoch handelt es sich bei dieser Arbeit um die erste Studie, die eine
Umstellung der Immunsuppression nach Lebertransplantation von Sirolimus zu
Everolimus Uberhaupt untersuchte. Bisher sind in der textbasierenden Meta-
Datenbank PubMed ausschlieBlich Einzelfélle beschrieben, die von einer
Umstellung der Immunsuppression nach Lebertransplantation von Sirolimus zu

Everolimus berichten.

4.1.2 Auswanhl der statistischen Methoden

Die Datenerhebung erfolgte retrospektiv. anhand der Dokumentation
anamnestischer  Angaben  sowie  klinischer und laborchemischer
Untersuchungen. Innerhalb eines Beobachtungszeitraums von sechs Monaten
vor und sechs Monaten nach Umstellung der Immunsuppression, wurde bei
jedem Patienten der Verlauf sowohl vor als auch nach der Umstellung an
insgesamt vier Visiten eruiert. Das Studiendesign sah also vier Werte fur jeden
zu untersuchenden Parameter vor. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem
Friedman-Test, einer nichtparametrischen Varianzanalyse von drei oder mehr
miteinander verbundenen Stichproben. Der Vorteil nichtparametrischer
Testverfahren ist deren Flexibilitdt und die Toleranz gegenuber statistischen
Ausreilern. Nichtparametrische Tests werden auch als verteilungsfreie Tests
bezeichnet, da sie keine spezielle Verteilung der Daten in der Population
voraussetzen. Demnach mussen die auszuwertenden Ergebnisse nicht im
Sinne einer Normalverteilung auftreten%®. Daher sind nichtparametrische Tests,
wie der Friedman-Test, auch fir kleine Stichproben geeignet, bei denen die
Verteilung aufgrund der kleinen Stichprobe nicht eindeutig ist.

Jedoch besitzen nichtparametrischer Testverfahren im Vergleich zu

parametrischer Testverfahren eine geringere Teststarke'%®. Daher ist bei
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nichtparametrischen Tests eine geringe Fallzahl dennoch ungunstig und die
Fallzahl sollte sofern mdglich erhéht werden.

Alternativ hatte auch der sogenannte T-Test zur statistischen Auswertung
herangezogen werden kénnen. Der T-Test ist ein parametrisches Verfahren zur
Signifikanzprifung der Mittelwerte zweier unabhangiger Stichproben,
hinsichtlich ihrer Unterschiedlichkeit. Konkret hatte man die Mittelwerte von T1
und T2 mit den Mittelwerten von T3 und T4 vergleichen konnen. Voraussetzung
fur eine solche Analyse ware eine Normalverteilung der Stichprobenvariablen
und die Homogenitat der Varianzen'?, In dieser Studie war jedoch nicht sicher
davon auszugehen, dass eine Normalverteilung der Stichproben und eine
Varianzhomogenitat vorliegen wirde, sodass es sinnvoll war die statistische
Analyse mit einem nichtparametrischen Verfahren durchzuflihren. Aus diesen
Grunden erfolgte in dieser Arbeit die statistische Auswertung mittels Friedman-
Test.

4.2. Klinische Bedeutung der Konversion einer Sirolimus-basierten

auf eine Everolimus-basierte Immunsuppression.
Die Umstellung einer Sirolimus-basierten auf eine Everolimus-basierte
Immunsuppression scheint aufgrund der Daten der vorliegenden Arbeit sicher
und Klinisch vertraglich zu sein. Anhand der Visitendokumentationen wurden
weder im Zusammenhang mit der Konversion assoziierte Beschwerden noch
Anderungen von Komorbiditaten beobachtet. Einschréankend muss allerdings
der limitierte Beobachtungszeitraum genannt werden. Es ist nicht sicher
auszuschlielen, dass sich bei einem Vergleich Uber mehrere Jahre,

Unterschiede ergeben hatten.

4.2.1 Klinischer Verlauf und Beurteilung des Rejektionsrisikos im

Rahmen der Konversion von Sirolimus zu Everolimus
Ein besonderes Augenmerkt wurde auf eine mit der Konversionsphase
assoziierte  OrganabstoBung gelegt, da jede Umstellung einer
Immunsuppression das Risiko einer Rejektion birgt'!'. Beachtenswert ist, dass
keine AbstoBungsreaktionen innerhalb der Studienzeit im Rahmen der

Umstellung auf Everolimus beobachtet wurden. Zudem war kein Patient im
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Untersuchungszeitraum verstorben.

Anmerken muss man hier jedoch, dass im Rahmen der Umstellung auf
Everolimus keine Protokollbiopsien der Transplantatieber erfolgten. Eine
Leberbiopsie stellt ein invasives und potentiell komplikationstrachtiges
Verfahren dar''?. Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine
retrospektive Analyse und im Rahmen der Umstellung war aus obigen Grunden
auf Kontrollbiopsien verzichtet worden. Um Abstol3ungsreaktionen dennoch
detektieren zu konnen, wurden laborchemische Parameter zur Beurteilung
herangezogen. Laborchemische  Parameter haben  Einschrankungen
hinsichtlich der Beurteilung der Transplantatabstof3ung, aufgrund zu geringer
Sensitivitat und Spezifitdt und der geringen Korrelation mit der Schwere
histopathologischer Befunde''3. Folglich konnen in dieser Studie milde
transiente AbstoRungsreaktionen nicht vollstandig ausgeschlossen werden.

In dieser Studie wurden signifikante Unterschiede der AST- und ALT-
Konzentration im Serum wahrend des Untersuchungszeitraums beobachtet.
Diese Veranderungen wurden bei keinem Patienten wahrend dem
Beobachtungszeitraum als klinisch relevant erachtet. Zugleich waren die
Erhdhungen der AST- und ALT-Konzentrationen weder mit einer Transplantat-
Dysfunktion unter Sirolimus noch unter Everolimus verbunden. Dartber hinaus
konnte unter Everolimus eine niedrigere Bilirubinkonzentration im Serum als zu
Beginn der Studie unter der Immunsuppression mit Sirolimus beobachtet
werden, wobei gleichzeitig die Konzentration von alkalischer Phosphatase und
Gamma-Glutamyl-Transferase (GGT) unverandert blieb. Hervorzuheben ist,
dass die Konstellation aus moderater Erhéhung der AST- und ALT-
Konzentration in Kombination mit einer abnehmenden Bilirubin-, unveranderter
alkalischer Phosphatase- und GGT-Konzentration keinen Hinweis auf eine
akute oder chronische AbstoRung darstellt’3"4  Nichtsdestotrotz muss bei
jeglichen Anderungen der Immunsuppression eine enge Uberwachung der
laborchemischen Leberwerte erfolgen.

Es muss zudem betont werden, dass die eingeschlossenen Patienten in dieser
Studie vor der Umstellung auf Everolimus erfolgreich Uber einen langen
Zeitraum Sirolimus im Rahmen einer Mono-Immunsuppression erhielten. In den
meisten Studien, welche eine Sirolimus beinhaltenden Immunsuppression nach

einer Lebertransplantation untersuchen, erhielten jedoch etwa zwei Drittel der
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Patienten Sirolimus in Kombination mit CNI und lediglich die restlichen ein
Drittel eine Mono-Immunsuppression mit Sirolimus''® Haufig wurde Sirolimus
auch mit Mycophenolatmofetil kombiniert''®'7 In den Zulassungsstudien von
Everolimus war zudem eine Mono-Immunsuppression mit Everolimus mit einem
erhohten Rejektionsrisiko assoziiert und Everolimus ist zur Vermeidung einer
Rejektion nach Lebertransplantation nur in Kombination mit einem CNI
zugelassen.

In der vorliegenden Studie wurden 15 von 16 Patienten auf eine Everolimus-
Monotherapie umgestellt, wahrend ein Patient nach Umstellung voribergehend
eine kombinierte Immunsuppression aus Mycophenolatmofetil und Everolimus
erhielt. Ungeachtet davon, dass in dieser Studie keine
TransplantatabstoRungen beobachtet wurden, darf aus dieser Studie nicht der
Ruckschluss gezogen werden, dass eine immunsuppressive Monotherapie mit
Everolimus nach Lebertransplantation sicher ist. Grinde hierfur sind die
Patientenselektion in dieser Analyse, die limitierte Anzahl analysierter
Patientendaten, das retrospektive Studiendesign und die begrenzte
Beobachtungsperiode. Dennoch ist zu betonen, dass eine Immunsuppression
bei ausgewahlten Patienten durch eine CNI-freie Immunsuppression,

bestehend aus Glukokortikoiden und Everolimus moglich scheint!8119,

4.2.2. Analyse mTOR-spezifischer Laborveranderungen und
Erkrankungen im Rahmen der Konversion von Sirolimus zu

Everolimus
Die Inhibition des mTOR-Komplexes ist assoziiert mit metabolischen
Komplikationen wie Dyslipidamien und Diabetes mellitus'?°. Deswegen erfolgte
eine gesonderte Analyse moglicher mTOR-spezifischen Laborveranderungen

und assoziierter metabolischer Erkrankungen.

4.2.2.1 Veranderungen metabolischer Komorbiditaten

Die Triglycerid-Serumkonzentration war nach der Umstellung signifikant hoher
als vor der Umstellung. Dahingegen zeigten sich keine signifikanten
Anderungen des Cholesterins, Low-Density-Lipoprotein  High-Density-
Lipoprotein. Hypertriglyceriddmien im Rahmen einer auf mTOR-Inhibitoren
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basierten Immunsuppression wurden bei Patienten nach Lebertransplantation,
sowohl fiir Sirolimus als auch Everolimus beschrieben'?"122, Demnach haben
Patienten unter mTOR-Inhibitoren ein erhdhtes Risiko Dyslipidamien zu
entwickeln, als Patienten unter Immunsuppression mit CNIl. Der Anstieg der
Triglycerid-Serumkonzentration nach Konversion konnte ein Hinweis auf ein
erhohtes Risiko hierfur unter Everolimus im Vergleich zu Sirolimus sein.
Allerdings ist die Fallzahl der vorliegenden Studie klein und der
Beobachtungszeitraum limitiert. Diese Beobachtung musste deswegen in
prospektiven Analysen mit hoherer Fallzahl Uberpruft werden. Bei einer
Therapie mit Everolimus sollten Parameter des Lipidstoffwechsels regelmafig
bestimmt werden.

Zusatzlich weisen Patienten unter mTOR-Inhibitoren haufiger eine gestorte
Glukosetoleranz auf, welche haufiger mit der Erstdiagnose eines Diabetes
mellitus assoziiert ist'?3. Serumglukosekonzentration und HbA1c-Wert waren im
Rahmen der Umstellung von Sirolimus auf Everolimus nicht signifikant
unterschiedlich.

Die  moglichen  klinischen  Auswirkungen einer  Umstellung  der
Immunsuppression von Sirolimus zu Everolimus bei Patienten nach
Lebertransplantation sollte dennoch im Hinblick auf das erhéhte metabolische

Risiko weiter beobachtet werden.

4.2.2.2 Veranderungen im Blutbild

Eine Myelosuppression ist eine bekannte Nebenwirkung einer mTOR-Inhibition,
was als Substanzklasseneffekt gewertet wird'?°. In dieser Analyse zeigten sich
keine signifikanten Veranderungen in der Anzahl der Erythrozyten und
Thrombozyten vor und nach Umstellung der Immunsuppression, jedoch eine
Zunahme der Leukozyten nach der Umstellung unter der Immunsuppression
auf Everolimus. Die Beobachtung des Anstiegs der Leukozyten wahrend der
Therapie mit Everolimus war jedoch mit keinen klinischen Ereignissen im
Beobachtungszeitraum assoziiert. Aufgrund der limitierten Fallzahl kann diese
Beobachtung nicht abschlieRend beurteilt werden.
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4.2.2.3 Verlauf von Nierenfunktion und Proteinurie

Eine de novo-Immunsuppression mit Everolimus in Kombination mit einem CNI
mit niedrigem Talspiegel nach Lebertransplantation ist mit einem besseren
Nierenfunktion assoziiert als eine CNI-basierte Immunsuppression mit hdherem
CNI-Talspiegel®®8. Zudem kann der Wechsel auf eine mTOR-Inhibition bei
Vorliegen einer CNI-Nephrotoxizitat mit einer Verbesserung oder Stabilisierung
der Nierenfunktion assoziiert sein8124125  Dennoch muss das Risiko einer
mTOR-spezifischen Nierentoxizitat mit Proteinurie beachtet werden'26-129,
Demnach sind das Auftreten einer Proteinurie und der Verlauf einer Proteinurie
in der vorliegenden Arbeit von besonderem Interesse. Hierbei wurden in der
untersuchten Patientenkohorte keine signifikanten Unterschiede der Proteinurie

unter Sirolimus und Everolimus beobachtet.

4.2.3 Praktische Aspekte der Konversion von Sirolimus zu

Everolimus
Sirolimus ist nicht fur die Rejektionsprophylaxe nach Lebertransplantation
zugelassen und es gibt keine Herstellerangaben zur Dosierung im Rahmen
einer Konversion von Sirolimus zu Everolimus. Die verschiedenen
Halbwertszeiten beider Arzneimittel, waren die Grundlage fur den hauptsachlich
eingesetzten Umrechnungsfaktor, wodurch die Tagesdosis von Everolimus
ermittelt wurde. Um einen Talspiegel von Everolimus im angestrebten Bereich
zu erzielen, wurde die doppelte Tagesdosis von Sirolimus verteilt auf zwei
Einzeldosen gewahlt. Unter diesem Umstellungsprotokoll konnte in dieser
Studie ein stabiler Medikamentenspiegel von Everolimus erreicht werden, ohne
dass eine Dosisanpassung bei der Mehrzahl der Patienten notwendig war. In
individuellen Fallen wurde bei einer Tagesdosis an Sirolimus von 2 mg mit einer
geringeren Tagesdosis, als der sonst in dieser Studie eingesetzten doppelten
Dosis Everolimus, begonnen (Tabelle 2 und 3). Auf der Grundlage der
vorliegenden Studie kann keine allgemeine Empfehlung zur Dosierung von
Everolimus ausgesprochen werden, da lediglich eine eingeschrankte Anzahl an
Patienten umgestellt worden sind. Auch ist zu bedenken, dass Everolimus zur
Rejektionsprophylaxe nach Lebertransplantation nur in Kombination mit einem

CNI zugelassen ist. In dieser Konstellation wird ein Everolimustalspiegel von 3-
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8 ng/ml empfohlen®4. Fiir Patienten, bei denen eine Monoimmunsuppression mit
Everolimus erfolgte, wurde ein Zieltalspiegel von 5-8 ng/ml gewahlt. Aufgrund
der limitierten Fallzahl, des retrospektiven Studiendesigns und der begrenzten
Beobachtungsdauer kann dieser Ansatz aufgrund der vorliegenden Arbeit nicht
allgemein empfohlen werden. Allerdings ist zu betonen, dass die Datenlage fur
eine Konversion von Sirolimus zu Everolimus nach Lebertransplantation sehr

begrenzt ist126.130,

4.2.4 Klinische Vorteile und Nachteile einer Umstellung einer
Sirolimus-basierten auf eine Everolimus-basierte

Immunsuppression.

Derzeit gibt es hinreichende Informationen Uber die Sicherheit und Wirksamkeit
einer auf Everolimus basierenden de novo Immunsuppression nach
Lebertransplantation. Bei Entscheidung flr eine de novo mTOR-Inhibitor-
basierte Immunsuppression nach Lebertransplantation ist in Deutschland
aulBerhalb klinischer Studien eindeutig Everolimus zu praferieren. Einen
vorteilhaften  Effekt des  Everolimus gegenuber Azathioprin  und
Mycophenolatmofetil zeigen prospektiv, kontrollierte Studien, in denen eine auf
Everolimus basierende Immunsuppression mit einem geringeren Risiko flr
CMV-Reaktivierungen und Infektionen in der Frihphase nach
Lebertransplantation assoziiert ist'?4131-13% Es konnte nachgewiesen werden,
dass unter mTOR-Inhibitoren signifikant weniger CMV-Viramien auftraten,
wodurch ein klinischer Vorteil begriindet sein konnte'36-138,

Im Rahmen der Konversion von einer Sirolimus-basierten auf eine Everolimus-
basierte Immunsuppression zeigen sich aufgrund der in der vorliegenden Arbeit
erhobenen  Daten  keine  Nachteile. Es traten wahrend des
Beobachtungszeitraums keine OrganabstoBungen oder CMV-Viramien auf.
Demnach scheint die hier untersuchte Konversion sicher und klinisch vertraglich
Zu sein.

Die Konversion von Sirolimus zu Everolimus nach Nierentransplantation wurde
bereits untersucht’®®. Die Studienkohorte umfasste elf Patienten und es kam zu
keinem Transplantatverlust und zu keiner bioptisch bewiesenen, akuten

AbstoBung nach der Umstellung. Es zeigten sich keine Veranderungen der
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Nierenfunktion, hamatologischer Parameter und der Lipide und es traten auch
keine CMV-Infektionen auf. Diese Ergebnisse bei Patienten nach
Nierentransplantation stimmen demnach weitestgehend, bis auf den Lipid-
Stoffwechsel, mit den erhobenen Daten der vorliegenden Studie Uberein. Somit
implizieren die Daten der vorliegenden Arbeit ebenfalls, dass eine Umstellung
von Sirolimus auf Everolimus im Langzeitverlauf nach Lebertransplantation
sicher zu sein scheint und keine Nachteile birgt.

Obwohl bei der vorliegenden Studie im Rahmen der Umstellung keine
klinischen und Transplantat-assoziierten Komplikationen beobachtet wurden,
und demnach keine Nachteile der Konversion bestehen, sind auf dem Boden
der vorliegenden Arbeit ebenfalls keine klinischen Vorteile ersichtlich. Trotz
kontroverser und umstrittener Daten bezuglich der Wirksamkeit und der
Sicherheit von Sirolimus wurde nachgewiesen, dass die immunsuppressive
Behandlung mit  Sirolimus  bei  ausgewahlten Patienten  nach
Lebertransplantation sicher und zugleich geeignet ist’”-'5, Daher muss generell
die Frage gestellt werden, ob Patienten, welche bereits langfristig mit Sirolimus
bei guter Vertraglichkeit immunsuppressiv behandelt werden, von einer
Umstellung auf Everolimus profitieren und die Umstellung somit sinnvoll ist.
Derzeit ist die die Datenlage Uber die Konversion einer bereits - gegebenenfalls
Uber Monate und Jahre bestehenden - Sirolimus-basierten Immunsuppression
zu einer Everolimus-basierten Immunsuppression nach Lebertransplantation
auBerst limitiert126.130,140,

Aus diesen Griunden waren prospektiv kontrollierte Studien zur Konversion von
Sirolimus zu Everolimus im Langzeitverlauf nach Lebertransplantation sinnvoll
und winschenswert. Wie erwahnt ist die Verwendung von Sirolimus bei
Patienten nach Lebertransplantation aber seitens der FDA mit einem
Warnhinweis versehen, da die Verwendung von Sirolimus in Kombination mit
Tacrolimus, neben hdheren Raten aufgetretener Arteria hepatica- und
Pfortaderthrombosen, insgesamt mit einer erhdhten Mortalitat und einem
Transplantatverlust assoziiert war'#'. Daher ist es seit Herausgabe dieses
Warnhinweises unwahrscheinlich, dass diese winschenswerten Studien in der

nahen Zukunft durchgefiihrt werden41.142,
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4.3 Schlussfolgerungen

Die Inhibition des mTOR-Signalweges ist eine zusatzliche Mdglichkeit flr die
Immunsuppression nach Lebertransplantation.

Diese Arbeit zeigt, dass Patienten nach Lebertransplantation im
Langzeitverlauf, welche eine immunsuppressive Therapie basierend auf
Sirolimus erhalten, unter sorgfaltiger Uberwachung auf eine Immunsuppression
mit Everolimus umgestellt werden konnen ohne dass damit signifikante
klinische oder transplantatassoziierte Komplikationen einhergehen. Eine
Untersuchung der Umstellung von Sirolimus auf Everolimus in groReren,
prospektiven Studien mit zugleich langeren Beobachtungszeitrdumen ware
wulnschenswert, um zusatzliche Informationen bezuglich der Sicherheit zu

gewinnen.
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5. Zusammenfassung

Einleitung: Sirolimus, ein mechanistic target of rapamycin (mTOR)-Inhibitor,
wurde trotz fehlender Zulassung zur Rejektionsprophylaxe nach
Lebertransplantation als  Reserveimmunsuppresivum in  individuellen
Indikationen eingesetzt. Als weiterer mTOR-Inhibitor wurde Everolimus 2012 fur
diese Indikation zugelassen. Ziel dieser Arbeit war eine systematische Analyse
klinischer und pharmakologischer Daten im Rahmen einer Konversion einer
Sirolimus- zu einer Everolimus-basierten Immunsuppression im Langzeitverlauf
nach Lebertransplantation

Methoden und Patienten: Es erfolgte eine retrospektive, systematische Analyse
biochemischer und klinischer Daten vor und nach der Umstellung bei 16
Patienten (Manner/Frauen, 8/8) nach Lebertransplantation, bei denen eine
Umstellung der Immunsuppression von Sirolimus auf Everolimus erfolgt war mit
besonderem Augenmerk auf Transplantatfunktion, Nierenfunktion und
metabolische Komorbiditaten. Die statistische Analyse erfolgte mittels des
Friedman-Tests zum Vergleich mehrerer abhangiger Stichproben, worauf bei
signifikantem Ergebnis eine Post-hoc-Analyse folgte.

Ergebnisse: Die Patienten waren im Median (Minimum-Maximum) 10,1 (4-22,3)
Jahre nach Lebertransplantation von Sirolimus auf Everolimus umgestellt
worden. Bei der Mehrheit der Patienten war keine Dosisanpassung nach der
Umstellung  notwendig. Im  Beobachtungszeitraum  wurden  keine
TransplantatabstoRung oder klinisch relevante Komplikationen beobachtet.
Zudem wurden vor und nach Umstellung keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich Nierenfunktion, Diabetes mellitus oder arteriellem Blutdruck
festgestellt. Die Bilirubin-Serumkonzentration war nach der Umstellung auf
Everolimus niedriger, wahrend AST-, ALT- und Triglycerid-
Serumkonzentrationen signifikant héher waren.

Zusammenfassung: Diese Arbeit stellt die erste systematische Analyse der
Konversion einer Sirolimus- auf eine Everolimus-basierten Immunsuppression
im Langzeitverlauf nach Lebertransplantation dar. Relevante Komplikationen
einschliel3lich Abstollungen wurden nicht beobachtet.

42



6. Abstract

Introduction: Sirolimus, a mechanistic target of rapamycin (mTOR) inhibitor, has
been used in individual cases as a reserve immunosuppression outside the
approval to prevent rejection after liver transplantation. As a further mTOR
inhibitor, everolimus was approved 2012 for this indication. The aim of this
study was a systematic analysis of clinical and pharmacological data in the
context of a conversion from a sirolimus to an everolimus-based
immunosuppression in long-term liver graft recipients.

Methods and Patients: A retrospective, systematic analysis of biochemical and
clinical data before and after the conversion in 16 patients (men / women, 8/8)
after liver transplantation, with a conversion of the immunosuppression from
sirolimus to everolimus with special scientific interest on transplant function,
renal function and metabolic comorbidities were performed. The statistical
analysis was conducted by Friedman test and post-hoc analysis.

Results: Patients were converted from sirolimus to everolimus in the median
(minimum-maximum) 10.1 (4-22.3) years thereafter liver transplantation. After
the conversion, the majority of patients did not need an adjustment of their
dose. No transplant rejection or clinically relevant complications were observed
during the observation period. In addition, no significant differences in renal
function, diabetes mellitus or arterial blood pressure were seen before and after
conversion. The serum bilirubin concentration was lower after commutation to
everolimus, whereas AST, ALT and triglyceride serum concentrations were
significantly higher.

Conclusions: This study represents the first systematic analysis of the
conversion from a sirolimus to an everolimus-based immunosuppression in
long-term liver graft recipients. Relevant complications including rejections were

not observed.
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