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| Einleitung

Die Colitis ulcerosa zahlt zusammen mit dem Morbus Crohn zu den chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen (CED). Seit der Erstbeschreibung der Colitis ulcerosa
im Jahre 1859 durch Sir Samuel Wilks konnten Atiologie und Pathogenese nur
bruchstiickhaft geklart werden. Eine kausale Therapie existiert bis heute nicht.

Bei weltweit steigender Inzidenz kommt der Erforschung der Colitis ulcerosa folglich eine
immer gréRere Bedeutung zu. Thrombozyten stehen im Verdacht, starker in die
Pathogenese der Colitis ulcerosa involviert zu sein als bisher bekannt. Ramlow et al.
zeigten in einer Pilotstudie 2013, dass der Zytapherese-Adsorber Immunopure® neben
Entzindungszellen wie Monozyten und Granulozyten auch Thrombozyten -effektiv
entfernen kann. Die Apheresebehandlungen waren mit hohen Remissionsraten bei einem
guten Sicherheitsprofil assoziiert [1]. Ein groRRer Anteil an Patienten mit Colitis ulcerosa ist
steroid-abhangig oder therapie-refraktar gegeniber zugelassenen Medikamenten.

Es besteht ein dringender Bedarf, diese Patientengruppe adaquat zu behandeln.

Nach dem Versagen vorhandener Therapien bleibt oft nur die Proktokolektomie als letzte
Behandlungsmdglichkeit. Nach einer Studie von Conrad et al. winschen sich 83% der
Colitis ulcerosa-Patienten Informationen Uber alternative Behandlungsmethoden [2]. Dies
zeigt, dass seitens der Patienten ein groRes Interesse an neuen und
nebenwirkungsarmen Therapiestrategien besteht. Eine Vielzahl neuer Therapien zur
Behandlung der Colitis ulcerosa wird gegenwartig diskutiert und in klinischen Studien

untersucht [3].

1.1 Stand der Forschung zur Colitis ulcerosa

1.1.1 Epidemiologie

In der Pravalenz und Inzidenz der Colitis ulcerosa sind deutliche regionale Unterschiede
festzustellen. Prinzipiell ist die Pravalenz in den westlichen Industrienationen am gréfiten:
In Europa betragt sie durchschnittlich 505/100.000 Einwohner, in Nordamerika
249/100.000 Einwohner [4]. In Deutschland wurde die Pravalenz im Jahre 2010 mit
410/100.000 Einwohner angegeben [5]. Eher niedrig ist sie hingegen mit 44,3/100.000 in
Indien [5]. Die Inzidenz liegt in Deutschland bei 3-3,9/100.000 Einwohnern [6, 7].

Weltweit nimmt sie jedoch zu und ist seit 1962 von 6,3 auf 9,0/100.000 Einwohner
gestiegen [8]. Die Inzidenzen in den Wohistandsgesellschaften Europas (24,3/100000
Einwohner) weisen hierbei im Vergleich zu anderen Regionen wie zum Beispiel Asien
(6,3/100000 Einwohner) starke regionale Unterschiede auf [4]. Innerhalb westlicher
Gesellschaften weisen landliche Regionen geringere Inzidenzen als urbane Regionen auf
[9]. In Europa selbst gibt es ein Ost-West sowie Nord-Sud Gefalle [10].



Die steigende Diagnostikrate liegt einerseits vermutlich an den besseren
Diagnostikmdglichkeiten ~und neueren medizinischen Erkenntnissen in  den
Industrielandern. Andererseits spielen auch veranderte Erndahrungsgewohnheiten und
bessere Hygienestandards eine Rolle. Der prinzipielle Anstieg von Inzidenz und
Pravalenz verdeutlicht, dass die Colitis ulcerosa weltweit als Volkskrankheit einer immer
starkeren Wahrnehmung bedarf. In der Altersverteilung zeigt die Colitis ulcerosa einen
zweigipfligen Verlauf. Die Mehrheit der Erkrankten ist zwischen 15 und 30 Jahren alt.
Bei 15 - 25% der Patienten beginnt die Erkrankung vor dem 20. Lebensjahr, in wenigen
Fallen sogar schon im Sauglingsalter [11]. Ein zweiter Gipfel zeigt sich bei 50 — 70-
jahrigen Patienten. Zum Zeitpunkt der Diagnose befinden sich 10% der Patienten bereits
in einem fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung [12]. Hiervon ausgehend entwickeln
83% der Patienten einen chronisch rezidivierenden Krankheitsverlauf [13]. In Bezug auf
das Geschlecht zeigten Studien keinen oder nur einen sehr geringen Unterschied.

Das mannliche Geschlecht ist etwas haufiger betroffen [14]. Die Erkrankung trifft demnach
Menschen in den produktivsten und aktivsten Jahren ihres Lebens. Dies bedeutet sowohl
grol’e personliche Einschnitte und Kosten fir den Patienten als auch fir das
Gesundheitssystem und die Gesellschaft [14,15] Neben den direkten Kosten durch
Medikamente, Arztbesuche, Operationen usw. sind auch indirekte Kosten wie
Arbeitsausfalle zu beachten. Nach einer Studie von Stark aus dem Jahre 2006
verursachen indirekte Kosten, die dem Patienten nicht erstattet werden, vermutlich

ungefahr die Halfte aller Kosten [16].

1.1.2 Atiologie und Pathogenese

1.1.2.1 Pathogenese

Die Pathogenese der Colitis ulcerosa ist in den letzten Jahren Gegenstand intensiver
Forschung gewesen, vollstandig aufgeklart wurde sie jedoch bis heute nicht.

Vieles weist darauf hin, dass eine komplexe Stérung der mukosalen Barrierefunktion in
genetisch-pradisponierten Individuen, kombiniert mit  einer  unkontrollierten
immunologischen Immunantwort gegen luminale Antigene, eine entscheidende Rolle
spielen. Bei der Colitis ulcerosa handelt es sich um eine multifaktorielle Erkrankung, bei
der Umweltfaktoren (Rauchen, Ernahrungsfaktoren, Hygiene), Wirtsfaktoren (genetische
Faktoren), eine dysregulierte Immunantwort und bakterielle Faktoren (Dysbiose)
zusammenwirken [15,17]. Die mukosale Barriere der Darmwand stellt den ersten
mechanischen Schutz des Gastrointestinaltraktes vor Angriffen von auf3en dar.

Sie besteht aus einer Epithelschicht und dem antibakteriellen Mukus, welcher Becherzell-
Muzine und von Epithelzellen sekretierte intrinsische Peptide (Defensine) enthalt.
Patienten mit Colitis ulcerosa weisen eine diunnere, defekte Mukusschicht auf, welche im

Gegensatz zu gesunden Individuen Bakterien enthalt [18]. Vermutlich folgt einer ersten
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Lasion der Mukosa des Rektalbereiches eine inadaquate Immunantwort bei genetisch
pradisponierten Patienten [19]. Eine solche Lasion kann durch gastrointestinale Infekte
verursacht werden wund einen Entzindungsprozess initieren. So verdoppeln
gastrointestinale Infekte, beispielweise mit Shigellen, das Risiko an Colitis ulcerosa zu
erkranken [20,21]. Apikale Tight-Junction-Proteine, insbesondere sogenannte Claudine,
spielen eine Schlisselrolle fir die Erhaltung der Barrierefunktion und die Kontrolle der
parazellularen Permeabilitdt [22]. Bei Patienten mit Colitis ulcerosa wurde eine hohere
Expression des porenformenden Claudins 2 in Kolonbiopsien nachgewiesen. Auch die
Claudine 1, 2, 12 und 18 zeigten eine erhéhte Expression in Biopsien von Patienten mit
Colitis ulcerosa, was zu einem Barriereverlust fihrt [23]. Es ist jedoch nicht klar, ob die
Veranderungen in den Tight-Junction-Proteinen kausal zu einer Barrierestérung und
dysregulierten Immunantwort fihren oder ob die Entziindung selbst eine Veranderung in

der Tight-dunction-Proteinexpression bewirkt [24].

Intakte Barriere Gestorte Barriere

Darm Lumen
SRANE

Luminale Antigene
- '_,.H __— Luminale/

Epitheliale Zellen

Aktivierte
Thrombozyten

Dentriische Zellen, @

T-Zellen T @ l/
akrophagen \

Inflammation

Abb. 1: Pathogenese der Colitis ulcerosa auf mukosaler Ebene nach Waitz et al. [25]: Antigene
passieren gestorte Tight Junctions und aktivieren in der Mukosa Thrombozyten und Immunzellen
wie T-Zellen, Makrophagen und dendritische Zellen. Es folgt eine inaddaquate Immunantwort in

genetisch pradisponierten Patienten.

1.1.2.2 Multifaktorielle Einfliisse

Viele verschiedene Faktoren fungieren als Trigger oder Protektoren in der Pathogenese
der Colitis ulcerosa. Nikotinkonsum schutzt vor Schiben und reduziert die Schwere der
Erkrankung, einen Einfluss auf den natirlichen Verlauf scheint er nicht zu haben [10].

Patienten, die das Rauchen vor Start der Erkrankung beendeten, hatten ein um bis zu
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70% hoheres Risiko, an Colitis ulcerosa zu erkranken [26]. Zwei randomisierte, placebo-
kontrollierte Studien zeigten, dass Patienten hinsichtlich des klinischen Befindens von
einer transdermalen Nikotintherapie profitieren [27]. Eine Erklarung dieses Effektes steht
bisher noch aus, es werden z.B. immunmodulatorische Einflisse diskutiert.
Veranderungen auf hormoneller Ebene, in der Zytokin- und Eicosanoidexpression,
Permeabilitat und Beweglichkeit des Darmes und Mukosabeschaffenheit spielen
vermutlich ebenfalls eine Rolle [28]. Ein erhdhter Stresspegel scheint mit Rezidiven im
Krankheitsverlauf assoziiert zu sein, eine psychologisch therapeutische Intervention
konnte in einer Studie jedoch keinen Einfluss auf den Krankheitsverlauf zeigen [29].

Der frahkindlichen Entwicklung des gastrointestinalen Immunsystems kommt vermutlich
eine groRe Bedeutung zu. So konnte nachgewiesen werden, dass Stillen einen
protektiven Effekt aufweist, der besonders deutlich bei Stillzeiten von zwo6lf Monaten und
langer imponiert. Die Inzidenz der Colitis ulcerosa ist in Landern mit einem wachsenden
westlichen Lebensstil in den letzten Jahren stark gestiegen, was auf einen
Zusammenhang mit der Ernahrungsweise schlieen lasst. Die Ernahrung wird auch von
Patientenseite oft thematisiert. Bis heute gibt es keine klare Empfehlung fir eine spezielle
Diat [30]. Die Durchfihrung von aussagekraftigen Studien hierzu ist schwierig, da
Kontrollgruppen fehlen und die Erndhrungsweise individuell sehr unterschiedlich sein
kann [31]. Studien zeigten des Weiteren, dass die Einnahme von oralen Kontrazeptiva
das Risiko fir die Ausbildung einer Colitis ulcerosa erhoht. Die Ursache dafir ist
vermutlich die Beeinflussung der intestinalen Permeabilitdt und endogener Hormone

durch orale Ostrogene [32].

1.1.2.3 Genetische Faktoren

Als groRter Risikofaktor, um an der Colitis ulcerosa zu erkranken, gilt eine positive
Familienanamnese. Dies weist auf einen erheblichen genetischen Einfluss hin. So haben
5,7 — 15% der Patienten mit Colitis ulcerosa einen Krankheitsfall in der erstgradigen
Verwandtschaft. Bei Ashkenazi Juden ist das Risiko, an Colits ulcerosa zu erkranken,
drei- bis finfmal héher als in anderen ethnischen Gruppen [14]. Probert et al. zeigten
1993, dass bei europaischen Patienten mit einem Krankheitsfall bei Verwandten ersten
Grades, das Risiko ebenfalls zu erkranken, um ein Flinfzehnfaches erhoht ist [33].

Die Identifikation von Markergenen und ihres Einflusses auf biologische Prozesse, die zur
Pathogenese von chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen fiihren, spielt eine wichtige
Rolle fur die Aufklarung des Krankheitsmechanismus [34]. Die Entwicklung der Colitis
ulcerosa ist mit 47 Suszeptibilitatsloci assoziiert, davon werden 28 Gen-Loci auch mit der
Entstehung des Morbus Crohn in Verbindung gebracht. Beispiele fir gemeinsame
Suszeptibilitatsloci sind Gene fur die Interleukine (IL) 10 und 23 sowie fir den Janus-

Kinase Weg [35]. Das Uberschneiden der Gen-Loci deutet auf einen teilweise
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gemeinsamen Pathomechanismus beider Erkrankungen hin. Die bisher bekannten
Risikoloci zeigen interessanterweise zu 75% eine Ubereinstimmung mit Risikoloci anderer
Autoimmunkrankheiten [36]. Fur die Colitis ulcerosa typische Suszeptibilitatsloci kodieren
u. a. fur epitheliale Zell-Adh&sions Molekile (Hepatozyten Nuclear Faktor 4alpha, CDH1
und Laminin beta1). Dies betont die Rolle der defekten mukosalen Barriere in der
Pathogenese der Colitis ulcerosa [37]. Inwieweit das Erkrankungsalter genetisch
beeinflusst wird, ist umstritten. Cutler und Mitarbeiter konnten 2015 keine spezifischen
Gen-Varianten ermitteln, die eine friihe Manifestation der Erkrankung determinieren [38].
Eine Studie mit saudischen Patienten hingegen zeigt, dass ein Polymorphismus im
Apolipoprotein E mit dem Risiko, frilh an einer chronischen-entziindlichen
Darmerkrankung zu erkranken, assoziiert ist [39]. Connelly und Mitarbeiter wiesen nach,
dass eine Mutation im LAMB-1-Gen, welches fur ein Basalmembran-Protein kodiert, mit
einem Diagnosealter < 16 Jahren assoziiert ist [40]. Eine Studie von Hayes identifizierte
die ersten missense-Mutationen in den Genen NOX1 und DUOX2, welche eine

Assoziation mit einem frihen Erkrankungsalter aufwiesen [41].

1.1.2.4 Epigenetische Faktoren

MikroRNAs (miRNAs) sind kurze, einzelstrangige, hoch konservierte, nichtkodierende
RNAs, welche die Genregulation posttranskriptionell beeinflussen. Sie sind an vielen
biologischen Prozessen, wie beispielsweise Zellproliferation, Zelldifferenzierung oder
Signaltransduktion beteiligt und spielen eine Rolle im angeborenen und erworbenen
Immunsystem. Eine veranderte Expression von miRNAs ist in verschiedenen
Autoimmunkrankheiten wie Rheumatoide Arthritis, Lupus erythematosus oder Asthma
bronchiale bekannt. Eine veranderte Expression von mehr als 100 miRNAS wurde in
Gewebe- und Blutzellen von Patienten mit chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen im
Vergleich zu Gesunden beschrieben [42]. Schafer et al. suggerieren in einer
Verdffentlichung aus dem Jahre 2015 , dass es spezifische miRNA Muster fur die Colitis
ulcerosa und den Morbus Crohn in verschiedenen Substanzen (Kolon, Blut, Speichel) gibt.
Diese miRNAs konnten als Marker benutzt werden, um chronisch-entziindliche
Darmerrankungen zu diagnostizieren und zwischen Colitis ulcerosa und M. Crohn zu
differenzieren [43]. Sofern es gelingen sollte, die Rolle von miRNAs weiter zu
entschlisseln, koénnte dies zu neuem Verstandnis der Pathogenese und neuen

Maéglichkeiten bezliglich Diagnostik und Therapie der Colitis ulcerosa fiihren [44].

1.1.2.5 Gastrointestinales Inmunsystem
Die verbesserte Hygienesituation in industrialisierten Nationen flihrt zum verminderten
Auftreten von Magen-Darm-Infektionen wahrend der Kindheit. Dies verursacht vermutlich

eine verminderte Entwicklung des mukosalen Immunsystemes und so mdglicherweise
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eine Préadisposition fur die Colitis ulcerosa [45]. Das gastrointestinale Immunsystem ist
komplex. Einen ersten unspezifischen Schutz bilden antimikrobielle Peptide wie
Defensine und Cathelicidine. Fur die Produktion von Defensinen sind Epithelzellen und
insbesondere die Panethschen Kornerzellen in den Krypten der Darmschleimhaut
verantwortlich. Diese Zellschichten sind, bedingt durch eine verringerte Muzin-2-
Synthese, bei Patienten mit einer Colitis ulcerosa wesentlich dinner als bei gesunden
Patienten [46]. Bakterien und luminale Antigene kénnen die Mukus- und Epithelschicht
durchdringen und dabei die Aktivierung zahlreicher Zellen des angeborenen und
adaptiven Immunsystems induzieren. Luminale Antigene aktivieren das angeborene
Immunsystem Uber Interaktionen mit Makrophagen und dendritischen Zellen.

Diese bevolkern neben Mastzellen und Granulozyten die Lamina propria im Kolon und
prasentieren die Antigene an B- und T-Zellen, welche wiederum das erworbene
Immunsystem aktivieren. Bei Colitis ulcerosa Patienten ist sowohl die Anzahl der
aktivierten und reifen dendritischen Zellen als auch deren Leistungsfahigkeit erhéht.

Die Anzahl der zirkulierenden dendritischen Zellen korreliert mit der Krankheitsaktivitat,
was auf eine bedeutende Rolle dieser Zellen fir den Beginn und Verlauf der Krankheit
hinweist [47]. Dendritische Zellen stellen Membranrezeptoren her, die unter dem Begriff
Pattern-Recognition Receptors (PRRs) zusammengefasst werden und ausschlieBlich
Strukturen erkennen, die auf oder in Krankheitserregern vorkommen (Pathogen-
Associated Molecular Patterns (PAMPs)). Beispiele sind die Toll-like Rezeptoren (TLRs)
und NOD-Like Rezeptoren. Diese TLR kénnen eine augenblickliche Immunantwort gegen
Verletzungen oder andere Angriffe auf den menschlichen Organismus initiieren.
AuBerdem tragen TLRs zur intestinalen Homdostase und Aufrechterhaltung der
epithelialen Barriere bei. Die TLR4-Expression ist in der Lamina Propria von Patienten mit
Colitis ulcerosa stark erhéht und kdnnte eine Rolle in der Pathogenese der Erkrankung
spielen [48]. Polymorphismen der TLRs kénnten die Anfalligkeit flr Infektionen erhdhen
oder die Akzeptanz des Immunsystems auf kommensale Bakterien verandern. Wahrend
beim Morbus Crohn vor allem TH1-vermittelte Immunantworten stimuliert werden, wurde
die Colitis ulcerosa eher mit einer TH2-Zell-vermittelte Immunreaktion in Verbindung
gebracht [49]. Die Ergebnisse einer Studie von Ebrahimi Daryani et al. aus dem Jahre
2017 suggerieren, dass IL-4 Polymorphismen eine bedeutende Rolle in der Pradisposition
fir CED spielen [50]. Es konnte aulRerdem gezeigt werden, dass vor allem das IL-13,
welches vermehrt von Naturlichen Killer T-Zellen (NKT-Zellen) in der Lamina propria von
Patienten mit Colitis ulcerosa gebildet wird, eine Bedeutung flir die Immunpathogenese
der Colitis ulcerosa hat. IL-13 induziert Apoptose in Epithelzellen, steigert die
Permeabilitat der Tight-Junctions zwischen intakten Zellen und schwacht dadurch deutlich
die Barrierefunktion der Epithelzellen [49]. Matusiewicz et al. konnten zeigen, dass die

systemische Konzentration von 1I-9 bei CED-Patienten erhéht ist und mit dem Grad der
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endoskopisch darstellbaren Entziindung korreliert [51]. Zusammenfassend sind eine
Vielzahl von proinflammatorischen Zytokinen (TNF-q, interleukin IL-6, IL-9 IL-13, IL-17,
IL-18 Und IL-21) und anti-inflammatorischen Zytokinen (IL-10, IL-11 und transforming
growth factor () Zielstrukturen von neuen therapeutischen Ansatzen in der

Immunregulation [52].

1.1.2.6 Rolle der Thrombozyten

In den letzten Jahren wurde erkannt, dass Thrombozyten in der Pathogenese der Colitis
ulcerosa eine wesentliche Rolle spielen. So ist bei Colitis-ulcerosa-Patienten die Anzahl
der Thrombozyten im Blut erhoht und korrelierend mit der Krankheitsaktivitat [53].

Die Thrombozyten sind in ihrer Funktion abnormal - unabhangig davon, ob die
Erkrankung aktiv oder inaktiv ist [54]. Aktivierte Thrombozyten wurden sowohl im
systemischen als auch im mesenterialen Blutkreislauf sowie in der intestinalen Mukosa
nachgewiesen [55, 56].

Neben der Zahl der Thrombozyten ist auch der Anteil der Thrombozytenaggregate bei
Patienten mit Colitis ulcerosa erhoht, sogar in der inaktiven Phase der Erkrankung [57].
Auch die Konzentration des von Willebrand-Faktors (vWF), der Gerinnungsfaktoren V, VII,
VI, IX, X und des Thrombins ist bei Patienten mit Colitis ulcerosa erhdéht [54].

Die antikoagulatorischen Mediatoren Antithrombin und Protein S weisen dagegen eine
geringere Konzentration auf. Die Konzentration des Protein C zeigt sich unverandert.

Des Weiteren wurden hohe Konzentrationen an Fibrinogen, Fibrin, Fibrinogen-Spalt-
Produkten und D-Dimeren in Kohorten mit chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen
festgestellt [54]. Diese Ergebnisse zeigen, dass bei Patienten mit chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen die Koagulationskaskade kontinuierlich aktiviert ist. Mikrovaskulare
Thromben und mikrozirkuldre Dysfunktionen sind die Folge [58]. Das Risiko, ein
thromboembolisches Ereignis wie eine Thrombose oder eine Lungenarterienembolie zu
erleiden, ist bis zu dreimal héher als bei Gesunden [59]. Thromboembolismus ist einer der
Hauptgrinde fir Morbiditdt und Mortalitdt bei Patienten mit chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen. Thrombozyten wirken neben ihrer Funktion bei der Wundreparatur
auch bei Entzindungsprozessen, der Angiogenese und Atherosklerose, mit. Dies zeigt,
dass Thrombozyten eine multifaktorielle Rolle in der Physiologie des Menschen und auch
in der Pathogenese der Colitis ulcerosa spielen. Hier kénnten aktivierte Thrombozyten
das fehlende Verbindungsstick zum Verstédndnis der Rolle von Entzindung und
Koagulation bei der Colitis ulcerosa sein. Beide Prozesse scheinen sich gegenseitig zu
fordern [60]. Ein neu entdeckter Faktor beziiglich der Rolle von Thrombozyten in der
Pathogenese der Colitis ulcerosa ist der Eisenmangel, der im Ausmall mit der
Thrombozytenzahl und Krankheitsaktivitat korreliert [61]. Das Auffillen des

Eisenspeichers kann zu einer Normalisierung der Thrombozytenwerte fihren [62].
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Doch nicht nur Thrombozyten selbst, sondern auch von Thrombozyten produzierte Zellen
und Partikel wie Mikropartikel, Selektine oder der CD40-Ligand scheinen relevant fur die

Pathogenese der Colitis ulcerosa zu sein.

1.1.2.7 Mikropartikel

Mikropartikel sind 0,1-1,0 um groRe Fragmente, die von der Thrombozytenmembran, aber
auch von der Membran anderer Zellen bei Stress, Aktivierung oder Apoptose abgeschniirt
werden. Sie bestehen aus Phospholipiden, tragen verschiedene Rezeptoren und das
prokoagulatorisch-wirksame Phosphatidylserin auf ihrer Oberflache. Mikropartikel, die von
Thrombozyten abstammen, erganzen die Funktionen von Thrombozyten in Hamostase,
Gewebsregulierung und Entzindungen [63]. Auch bei Patienten mit Colitis ulcerosa bilden
Thrombozyten verstarkt Mikropartikel. Dabei zeigt sich eine Korrelation zur
Krankheitsaktivitat. Bei Remission ist die Zahl riicklaufig [64]. Durch die prothrombotische
Wirkung der Mikropartikel haben Patienten ein zwei bis dreifach erhdhtes Risiko, an einer
Thrombose zu erkranken [65]. Auch andere Zellen schniren Mikropartikel ab. lhre
genauen Funktionen sind bis heute unbekannt. Sie spielen vermutlich eine Rolle bei

Entzindungsprozessen und der Modulation von endothelialen Zellen [66].

1.1.2.8 Losliches P-Selektin (sP-Selektin)

Selektine sind membranstandige Glykoproteine bzw. Zelladhdsionsmolekiile, welche
spezielle Kohlenhydratgruppen binden und auf dem Gefalkendothel (E-Selektin und P-
Selektin), auf Thrombozyten (P-Selektin) und Leukozyten (L-Selektin) exprimiert werden.
Die Infiltration der intestinalen Lamina propria mit Neutrophilen Granulozyten ist ein
typisches Merkmal der chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen. Durch erhdhte
Expression von Adhasionsmolekilen auf Endothel und Leukozyten wird eine verstarkte
Extravasation dieser Zellen in das entziindete Gewebe hervorgerufen.

Die Konzentration |6slicher P-Selektine (sP-Selektine) ist im Blut von Patienten mit Colitis
ulcerosa signifikant erhéht. Eine kurzzeitige Blockade mit anti-PSGL-1-Antikérpern kann
den Transport von Neutrophilen unterbinden und die Krankheitsaktivitat verringern [67].
Die Konzentration von sP-Selektin steigt entsprechend der Schwere der Erkrankung.

Sie korreliert auch mit der Anzahl von Mikropartikeln aus Thrombozyten [64].

Khazen et al. wiesen eine Assoziation der chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen
mit dem Allel L206 des L-Selektin-Gens nach [68]. Auch andere Selektine spielen
vermutlich eine Rolle in der Pathogenese der Colitis ulcerosa. So kénnte die Expression

von E-Selektin auf Endothelzellen Zeichen eines Riickfalls nach Remission sein [69].



1.1.2.9 CD40-Ligand

Der CD40-Ligand (CD40L, CD154) ist ein kostimulatorisches Molekul und gehdrt zur TNF-
Rezeptor-Superfamilie. Er wird von aktivierten T-Zellen und Thrombozyten exprimiert und
sezerniert (sCD40L). Patienten mit chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen weisen
héhere sCD40L-Plasmaspiegel auf als gesunde Patienten [70, 71] und korrelieren dabei
in lhrer Konzentration mit der Krankheitsaktivitat [72]. Entscheidende Signalgeber fiir die
Expression sind IF-y und TNF-a. CD40L wird vom CD40-Antigen gebunden, ein
kostimulatorisches Protein, welches auf Antigen-prasentierenden Zellen wie B-Zellen,
Makrophagen, dendritischen Zellen sowie Fibroblasten und basalen Epithelzellen
exprimiert wird. Die Interaktion von CD40 mit CD40L férdert die Koagulation durch
vermehrte Freisetzung des Tissue factor aus Endothelzellen und Monozyten.

Dies wiederum steigert das Risiko vendser Thrombosen und thromboembolischer
Ereignisse [54]. Des Weiteren fuhrt die Bindung von CD40 auf B-Zellen zur
Antikérperproduktion [73]. Die Blockade des CD40-CD40L Komplexes kdénnte demnach

einen therapeutischen Effekt ausiiben [74].

1.1.3 Klinik

Blutige, schleimige Durchfélle sind das Leitsymptom der Colitis ulcerosa. Die weitere
Klinik ist bestimmt durch Fieber, Anamie, Inkontinenz und krampfartige
Abdominalschmerzen, vor allem im linken Unterbauch vor der Defakation. Der Stuhlgang
ist hochfrequent und niedervoluminds als Reaktion auf die rektale Entziindungsreaktion.
Auch eine spastische Obstipation ist méglich [75]. Schreitet der Krankheitsverlauf voran,
ist auch mit systemischen Folgen wie Andmie, EiweilRverlust, Dehydratation,
Mangelerndhrung und bei Kindern mit Wachstumsstérungen zu rechnen [76]. Zur
Aktivitatsbeurteilung der Colitis ulcerosa gibt es bisher keinen einheitlich verwendeten
Standard. Truelove & Witts [11] schlugen 1955 eine Klassifikation vor, die heute noch

verwendet wird (Tab. 1):

Tab. 1: Krankheitsaktivitat der Colitis ulcerosa nach Truelove & Witts [11]

Milder Verlauf Moderater Verlauf Schwerer Verlauf
Blutige Stiihle / Tag <4 4-5 >5
Puls (Schldge / min) <90 <90 > 90
Temperatur in°C <375 <379 >38
Hamoglobin >11,5 >10,4 <10,4
BSG <20 <31 > 30
CRP Normal <31 >30




Neben einer Reihe weiterer Scores ist der Mayo-Score [77] ein in der Klinik sehr haufig

angewendeter Score, welcher den endoskopischen Befund mit berlcksichtigt (Tab. 2).

Bei diesem Score erhélt eine Remission weniger als zwei Punkte, ein milder Verlauf drei

bis finf Punkte, ein moderater Verlauf sechs bis zehn Punkte und ein schwerer Verlauf elf

bis zwolf Punkte.

Tab. 2: Mayo-Score zur Aktivitatsbeurteilung der Colitis ulcerosa [77]

Punkte Stuhl Blut im Stuhl | Allgemeine Endoskopie
frequenz Einschatzung

0 Normal Keines Keine Aktivitdt | Normal

1 1-2 mehr Wenig (bei Milde Aktivitadt | Erythem, gestorte
als normal | weniger als GefaRzeichnung, Verletzung,

50%) kérnige Beschaffenheit

2 3-4 mehr Mittel (bei mehr | Moderate Deutliches Erythem, fehlende

als normal | als 50%) Aktivitat Gefallzeichnung, Verletzlichkeit,
Erosionen, eitriger Schleim

3 >4 mehr Nur Blut Schwere Ulzerationen, eitriger Schleim,

als normal Aktivitat Spontanblutung

In dieser Anwendungsbeobachtung wurde der klinische Aktivitatsindex nach Rachmilewitz

zur Evaluierung der Krankheitsaktivitat verwendet, der in Tabelle 3 dargestellt wird:

Tab. 3: Klinischer Aktivitdtsindex nach Rachmilewitz [78].

Anzahl der Stihle / Woche <18=0 18 bis 35 =1 36 bis 60 = 2 >60=3
Blut im / auf dem Stuhl kein =0 wenig = 2 viel = 4
sehr schlecht

Allgemeinbefinden gut=0 maRig = 1 schlecht = 2 5
Bauchschmerzen keine =0 leicht = 1 maRig = 2 stark =3
Fieber infolge der Kolitis 37=0 >38=3
Extraintestinale Erythema

Iritis = 3 Arthritis = 3
Manifestationen nodosum = 3

BSG > 50mm

Laborbefunde - >100mm =2 Hb <10g=4
Klinischer Aktivitatsindex
(CAl) =

10




Der klinische Aktiviatsindex nach Rachmilewitz erstellt einen Punktewert auf Basis des
klinisches Befindens, extraintestinaler Manifestationen und Laborwerten. Eine Summe der
erhobenen Punkte (CAIl) uber funf Punkte gilt als Beleg fur einen aktiven Status der

Erkrankung. Die Klinische Remission ist definiert mit einem CAI < vier Punkte —

klinisches Ansprechen als ein Abfall von drei Punkten bzw. < vier Punkten [78].

1.1.3.1 Extraintestinale Manifestationen und Komplikationen

Chronisch-entziindliche Darmerkrankungen sind Systemerkrankungen und nicht nur auf
den Darm in ihrer Manifestation beschrankt. Bis zu 50% der CED-Patienten leiden an
extraintestinalen Manifestationen, die beinahe in jeder Koérperregion auftreten und die
Lebensqualitat stark einschranken koénnen. Oft erfolgt die Diagnose extraintestinaler
Manifestationen schon vor der eigentlichen Darmentziindung [79]. Im Kindesalter muss
mit Wachstumsstérungen und Mangelerndhrung gerechnet werden. Die Primar
sklerosierende Cholangitis (PSC) oder Thrombosen kdnnen nicht nur die Lebensqualitat
einschranken, sondern das Leben sogar geféahrden. Die europaische Organisation fir
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa (ECCO) hat in einem Konsensuspapier die haufigsten
extraintestinalen = Manifestationen und deren  Pathogenese und  Therapie
zusammengestellt [80]. Extraintestinale Manifestationen treten bei der Colitis ulcerosa im
Vergleich zum Morbus Crohn prinzipiell seltener auf. Eine Ausnahme bilden
Lebererkrankungen wie die PSC [81, 82]. Die Wahrscheinlichkeit, eine extraintestinale
Manifestation zu entwickeln, steigt dabei mit der Krankheitsdauer und zuvor erlittenen
Manifestationen an [83]. Die Leber ist am haufigsten von extraintestinalen Manifestationen
betroffen. Bis zu 30% der Patienten haben erhohte Leberwerte [84]. Die PSC ist dabei die
haufigste Erkrankung. Die Gallengange werden durch die Entzindung zerstort, was mit
einer Leberinsuffizienz und einem erhdhten Risiko fur Cholangiokarzinome einhergeht
[85]. Patienten mit Colitis ulcerosa haben ein 1,5-2 mal erhéhtes Risiko, an einer akuten
Pankreatitis zu erkranken. Dies wird durch Autoimmunvorgange, medikamentos-toxische
Prozesse, aber auch durch manuelle Therapieoptionen wie der ERCP (Endoskopisch
retrograde Cholangiopankreatikographie) beeinflusst [86]. Die Pravalenz von Arthritiden
liegt je nach Studie bei ca. 18%. Die Prognose ist generell gut, nur sehr wenige Patienten
erleiden eine chronische oder erosive Form [87]. Die Halfte der CED-Patienten weist eine
signifikante Reduktion der Knochenmasse auf [88]. Die Inzidenz der okularen
Manifestationen liegt zwischen 4-12%. Die anteriore Uveitis und die Episkleritis sind am
haufigsten. Beachtet werden muss, dass die Augen nicht nur durch die Erkrankung selbst,
sondern auch sekundar durch Medikamente wie Steroide oder Budesonid angegriffen
werden kénnen [89]. Als extraintestinale Manifestationen der Haut treten bei Patienten mit

Colitis ulcerosa das Erythema nodosum und das Pyoderma gangraenosum auf.
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Die Pravalenz des Erythema nodosum liegt zwischen 4,2 — 7,5% und tritt verstarkt bei
Frauen auf. Etwa 0,6-2,1% der Patienten entwickeln ein Pyoderma gangraenosum [90,
91]. Circa 60% der Patienten leiden an sexuellen Dysfunktionen. Vor allem Patienten mit
einem hoéheren Schweregrad der Erkrankung, weiblichen Geschlechtes und mit
Depression sind betroffen [92]. Eine groRe Metaanalyse mit Gber 200.000 Patienten
konnte keine groRere kardiovaskuldre Mortalitdt bei Patienten mit Colitis ulcerosa
feststellen [93]. Demgegenuber werden in dem Konsensuspapier mehrere kleine Studien

genannt, die ein erhdhtes kardiovaskulares Risiko zeigen [80].

1.1.4 Diagnostik

1.1.4.1 Diagnostik nach aktualisierter deutscher Leitlinie 2018 und dem ECCO
Consensus-Papier 2017

Die Diagnose einer Colitis ulcerosa wird aufgrund klinischer, laborchemischer,
endoskopischer, radiologischer und pathomorphologischer Befunde gestelit.

Zum aktuellen Zeitpunkt gibt es noch keinen Goldstandard. Nach den Empfehlungen der
aktualisierten Leitlinie der Deutschen Gesellschaft flir Gastroenterologie, Verdauungs-
und Stoffwechselkrankheiten (DGVS) zur Diagnostik und Therapie der Colitis ulcerosa
aus dem Jahr 2018 [94] soll die Anamnese zu Beginn eine intensive Befragung uber
Beginn und Art der Symptome, Impfstatus, Raucheranamnese, Kontakte mit infektiésen
Durchfall- erkrankungen, Nahrungsmittelunvertraglichkeiten, eine jungere Reiseanamnese
sowie Medikamenten- und Familienanamnese beinhalten. Eine infektidse Genese — v.a.
mit C. difficile oder CMV-assoziiert - sollte ausgeschlossen werden [10]. Des Weiteren
soll die Anamnese Fragen bezlglich extraintestinaler Manifestationen beinhalten.
Sonographisch kénnen Entziindungen des Gastrointestinaltraktes mit einer Sensitivitat bis
zu 90% ermittelt werden. Jedoch sind die Ergebnisse sehr von den Fahigkeiten und
Erfahrungswerten des Untersuchers abhangig. Ein Ausschluss der Erkrankung ist gar
nicht [95], die Differenzierung zwischen Colitis ulcerosa und anderen entziindlichen
Prozessen nur selten sicher moéglich [96]. Im Verlauf der Erkrankung kann ein erfahrener
Gastroenterologe jedoch das Therapieansprechen mittels Sonographie verfolgen und
beurteilen. Zeichen einer akuten Entzindung sind eine Verdickung der Darmwand, eine
aufgehobene Darmwandschichtung sowie vergroRerte Lymphknoten. Vor allem eine
Verdickung der Darmwand ist von Bedeutung. So korreliert die Darmwanddicke mit der
klinischen und endoskopischen Krankheitsaktivitat [97]. Eine Hyperperfusion als Zeichen
einer Entziindung kann duplexsonographisch dargestellt werden [98]. Bei spezifischem
Verdacht auf eine Colitis ulcerosa soll daher eine komplette korperliche Untersuchung
inklusive oraler und perianaler Inspektion, der Beachtung extraintestinaler Manifestationen
und eine endoskopische Klassifizierung erfolgen [94]. Differentialdiagnostisch sollte bei

einer positiven Reiseanamnese an eine parasitare Genese oder generell an eine CMV-
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Enteritis gedacht werden. Die deutschen Leitlinien empfehlen, bei der Erstdiagnose aus
dem terminalen lleum und aus allen Kolonabschnitten unter Einbeziehung des Rektums
Stufenbiopsien zu gewinnen. Bei Zweifel bezlglich der Diagnose sollte die Endoskopie
inklusive Histologiegewinnung im Intervall nach 3-6 Monaten wiederholt werden [94].

Der Gebrauch vendser und oraler Kontrastmittel im Magnet- resonanztomographen
bereichert die diagnostischen Mdéglichkeiten zusatzlich [99]. Die Abgrenzung einer Colitis
ulcerosa zum Morbus Crohn und anderen entzindlichen Darmerkrankungen erfolgt
aufgrund der endoskopischen und histologischen Beurteilung, vor allem in Bezug auf das
Ausmalfd der Entziindung und der topografischen Verteilung. Die Colitis ulcerosa zeigt
meist eine von rektal ausgehende, kontinuierliche mukosale Entziindung, die im Verlauf
nach proximal variiert. In bis zu 20% der Falle entziindet sich das lleum (sog. ,Backwash
lleitis“), meist ist nur das Kolon betroffen [100].

Es gibt jedoch auch Varianten mit rektalen Aussparungen der Entziindungen [10].
Endoskopische Verlaufskontrollen sollen nicht routinemaflig — sondern in begriindeten
Fallen wie beispielweise therapierefraktaren Verlaufen erfolgen [94].

Histologische Veranderungen kdnnen in vier Hauptkategorien unterteilt werden: die
mukosale Architektur, die Zellbeschaffenheit der Lamina propria, der Infiltration durch
neutrophile Granulozyten und epitheliale Abnormalitaten. Es zeigen jedoch lediglich 20%
der Patienten histologische Veranderungen in den ersten 14 Tagen der Erkrankung.

Das fruheste Merkmal der Erkrankung mit dem hdchsten pradiktiven Wert ist dabei die
basale Plasmozytose [10]. Der histologische Nachweis der Krankheitsaktivitat hat eine
wesentliche Bedeutung fir die Diagnose und die Behandlung. Die bisher bekannten
Scoring-Systeme wie der Geboes-Score [101] oder der Modifizierte Riley Score [102] sind
etabliert, werden aber oft in der Klinik nicht angewendet. Mosli et al. haben 2015 einen
neuen Score entwickelt, den sogenannten Robarts Histopathologischen Index (RHI),
welcher mit Fokus auf die Histopathologie eine Erganzung zu bisherigen Scores sein soll.
Komponenten des RHI sind chronisch inflammatorische Infilirate, Neutrophile

Granulozyten in der Lamina propria/im Epithel und Erosionen bzw. Ulzerationen [103].

1.1.4.2 Labordiagnostik

Die initiale Labordiagnostik sollte neben dem Blutbild den Entzindungsstatus, den
Eisenhaushalt, die Nierenfunktion, Transaminasen und Cholestaseparameter beinhalten.
Von besonderer Bedeutung ist die Konzentration des C-Reaktiven Proteins (CRP), da
dieses mit dem Ausmall der Erkrankung korreliert [104]. Dies trifft jedoch nicht auf die
Proktitis zu. Ein normaler CRP-Wert schlie3t das Vorliegen einer aktiven Colitis ulcerosa
nicht aus. Weitere Marker fir eine klinische und endoskopische Entziindungsaktivitat bei
Patienten mit Colitis ulcerosa sind Laktoferrin und Calprotectin — insbesondere in der

Abgrenzung zur funktionellen Reizdarmsymptomatik. Andere Marker wie Elastase und
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S100A12 haben ebenfalls ihre Akkuranz bei der Detektion von Darmentzindungen
bewiesen [10, 105]. Das fakale Calprotectin korreliert am starksten mit der
endoskopischen Krankheitsaktivitat, gefolgt vom klinischen Aktivitadtsindex (CAIl), dem
CRP und den Leukozyten und sollte zur Verlaufsdiagnostik herangezogen werden.
Daruber hinaus ist das fakale Calprotectin der einzige Marker, mit dessen Hilfe die
Krankheitsaktivitat in inaktiv, mild, moderat und hochaktiv unterteilt werden kann [106].
Da fakale Marker nicht daflr geeignet sind, zwischen verschiedenen Ursachen einer
intestinalen Entziindung zu unterscheiden, ist ihr Nutzen fir die Primardiagnostik limitiert.
Sie kommen jedoch fir die Friherkennung von Rezidiven in Betracht. Eine Bestimmung
von perinuklearen anti-Neutrophilen cytoplasmatischen Antikdrpern (pANCA) kann im
Einzelfall fur die Diagnosestellung hilfreich sein, muss wegen der niedrigen Sensitivitat

jedoch kritisch beurteilt werden [11].

1.1.5 Therapie der Colitis ulcerosa
1.1.5.1 Therapie nach aktualisierter deutscher Leitlinie 2018 und dem ECCO
Consensus-Papier 2017
Das grundlegende Behandlungsziel der Colitis ulcerosa ist das rasche Erreichen einer
klinischen Remission und die Bewahrung einer langfristigen steroidfreien klinischen und
endoskopischen Remission [94]. Diese ist nicht einheitlich definiert: Die ECCO-
Konsensus Gruppe spricht von einer Remission bei einer Stuhlfrequenz von weniger als
dreimal pro Tag, keinen rektalen Blutabgangen und einer endoskopisch normal
imponierenden Mukosa [10].
Die Art der medikamentdsen Therapie richtet sich nach der Lokalisation der Entzindung,
der Entzindungsaktivitit und dem Ansprechen auf Steroide. Nach der Montreal-
Klassifikation [107] wird das Befallsmuster der Erkrankung folgendermalien eingeteilt:

E1: Proktitis - limitiert auf das Rektum distal des rektosigmoidalen Uberganges

E2: Linksseitenkolitis bei Befall bis zur linken Flexur

E3: Ausdehnung Uber die linke Flexur hinaus bis zur Pankolitis.
Die Montreal-Klassifikation hat Einfluss auf den Einsatz topisch und/oder systemisch
wirkender Medikamente sowie auf die Karzinomvorsorge. GemafR der Leitlinie zur
Diagnostik und Therapie der Colitis ulcerosa aus dem Jahr 2018 [94] soll die Colitis
ulcerosa wie folgt nach dem Eskalationsprinzip behandelt werden.
Von besonderer Bedeutung ist es dabei, die Patienten zu selektieren, die einer
stationaren Therapie bedlrfen. Eine leichte Proktitis sollte zunachst mit Mesalazin =
1000mg/d als Suppositorium einmal taglich therapiert werden. Die gute Wirksamkeit
dieses Medikamentes konnte in mehreren Studien belegt werden [108]. Hohere Dosen
zeigen meist keine bessere Wirkung [10]. Eine therapeutische Alternative stellen topisch

anzuwendende Mesalazinschaume und -einldufe dar. Suppositorien sind einfach zu
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verwenden und setzen den Wirkstoff gunstig frei [109, 110]. Des Weiteren werden sie
meist von Patienten besser vertragen. Bei Versagen der Monotherapie sollte die rektale
Mesalazinanwendung mit topischen Steroiden oder Mesalazin freisetzenden Praparaten
kombiniert werden. Neben der medikamentésen Therapie kommt auch der Pflege und
Hygiene der Perianalregion eine grofle Bedeutung zu. Eine therapierefraktare Proktitis
bedarf einer systemischen Therapie mit Steroiden, Immunsuppressiva und / oder
Biologicals [10]. Eine linksseitige Colitis ulcerosa der Kategorie E2 sollte mit rektalem 5-
ASA in Monotherapie [111] bevorzugt in Kombination mit oralen 5-ASA freisetzenden
Préaparaten (= 3g/d) behandelt werden. Eine Studie von Safdi et al. konnte zeigen, dass
die Kombinationstherapie der Monotherapie Uberlegen ist [112]. Durch die Kombination
werden hoéhere mukosale 5-ASA-Konzentrationen erreicht [113]. Der Patient sollte
innerhalb von zwei Wochen auf die Therapie ansprechen. Eine hohe Compliance der
Patienten in Bezug auf die Medikamenteneinnahme ist fur den Therapieerfolg von
entscheidender Bedeutung. Higgins et al. zeigten, dass ein signifikanter Anteil der Colitis
ulcerosa-Schibe und der damit verbundenen medizinischen Kosten auf eine fehlende
Therapieadharenz zuriickgefiihrt werden kann [114]. Bei fehlendem Ansprechen ist die
Gabe von systemisch wirkenden Kortikosteroiden indiziert. Bei unzureichendem
Ansprechen auf 5-ASA ist Budesonid bei Patienten mit mildem bis moderatem
Krankheitsverlauf als weitere Alternative effektiv [115]. Bei ausgedehntem und schwerem
Befall der Kategorie E3 soll prinzipiell wie bei einer Linksseitenkolitis therapiert werden.
Es erfolgt zunachst eine Behandlung mit einem oralen Mesalazin-freisetzenden Praparat
in einer Dosis von > 3 g/d in Kombination mit Mesalazineinldufen oder -schdumen von
1g/d. Eine schwere Colitis ulcerosa ist durch eine deutlich erhéhte Stuhlfrequenz und
Zeichen einer systemischen Erkrankung gekennzeichnet. Die Behandlung sollte stets
stationar und interdisziplinar erfolgen. Des Weiteren sollte ein schwer verlaufender Schub
mit Zeichen einer systemischen Beteiligung mit einer systemischen Steroidtherapie (1
mg/kg Korpergewicht Prednisolondquivalent pro Tag) behandelt werden [94]..
Zweitgenerations-Kortikosteroide wie Beclomethason sind wirksame Alternativen zu
konventionellen Praparaten [10]. Die Dauer der Gabe richtet sich nach klinischem Verlauf
und Ansprechen. Die Steroide sollten innerhalb von 8-12 Wochen jedoch wieder
ausgeschlichen werden [98]. Bei einer konstanten Korpertemperaturerh6hung,
persistierender blutiger Diarrhoe und erhéhtem CRP am dritten Tag einer
Kortikosteroidtherapie muss an einen steroidrefraktaren Verlauf gedacht werden [116].
Hier sollte entweder eine zeitige chirurgische Intervention oder eine Therapie mit anti-
TNF-a -Antikérpern (Infliximab, Adalimumab, Golimumab) [117] oder den Calcineurin-
Inhibitoren Tacrolimus oder Ciclosporin A in Erwdgung gezogen werden. Im Falle von
Infliximab sollte vorzugsweise eine Kombinationstherapie mit einem Thiopurin eingesetzt

werden [94]. Des Weiteren sollte bei schweren Verlaufen eine adaquate Volumenzufuhr,
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eine Thromboseprophylaxe sowie ggf. eine strenge Einstellung abnormaler Elektrolyte
erfolgen [10]. Nach Ansprechen auf eine Therapie mit Calcineurininhibitoren kann eine
Therapie mit Azathioprin oder Vedolizumab eingeleitet werden [94]. Mit Vedolizumab
(anti-o4B7-Integrin) ist seit Juli 2014 ein weiteres Biologikum zur Behandlung von
erwachsenen Patienten mit mittelschwer bis schwer aktiver Colitis ulcerosa zugelassen
worden. Es blockiert spezifisch a4b7, ein Integrin, welches auf T-Lymphozyten exprimiert
wird. a4b7-Integrine binden an das sogenannte ,Vascular addressin cell adhesion
molecule“ (MAJCAM), welches vorrangig auf mukosalen Endothelzellen exprimiert wird.
So inhibiert Vedolizumab die Einwanderung von Lymphozyten in den Darm und somit die
weitere Entzindungsreaktion. Fur Patienten, die entweder auf konventionelle Therapie
oder einen der TNF- « -Antagonisten unzureichend angesprochen haben, nicht mehr
darauf ansprechen oder eine Unvertraglichkeit gegen eine entsprechende Behandlung
aufweisen, ist Vedolizumab eine Alternative [118]. Eine Ubersichtsarbeit Gber Studien mit
2830 mit Vedolizumab therapierten Patienten konnte das gute Nebenwirkungsprofil
belegen [119].

Im Rahmen von sog. ,Living Guidelines® hat die DGVS im August 2019 die aktuelle
Leitlinie um eine Therapieempfehlung zu dem oralen JAK Inhibitor Tofacitinib erganzt.
Dieser kann bei Versagen der bisherigen Therapie bei der mittelschweren bis schweren
Colitis ulcerosa eingesetzt werden [239].

Eine groRe Bedeutung im Therapiekonzept der Colitis ulcerosa hat die Entscheidung zur
richtigen Zeit von einem medikamentésen auf einen chirurgischen Therapieansatz zu
wechseln. Diverse Studien kamen zu dem Ergebnis, dass bei einem therapierefraktaren
fulminanten Schub eine Proktokolektomie nach spatestens 4-7 Tagen und nach nur einem
Versuch mit anti-TNF-a-Antikérpern oder Calcineurin-Inhibitoren empfohlen werden sollte
[116, 120, 121]. Die restaurative Proktokolektomie mit ileoanalen Pouch-Anastomose
(IPAA) wird als Standardoperation empfohlen. Uber 90% der Patienten lebten nach der
Operation mit einem ileoanalen Pouch mit durchschnittlich 5-6 Stuhlgangen pro Tag und
einer guten Lebensqualitat [122, 123]. Die laparoskopische restaurative Proktokolektomie
kann als gleichwertige Alternative zur offenen Operation angeboten werden und sollte bei
entsprechenden chirurgischen Fahigkeiten bevorzugt werden [10]. Eine Operation kann
des Weiteren bei einer Kolonstenose unklarer Dignitat und elektiv auf Patientenwunsch
erfolgen. Eine freie oder gedeckte Perforation stellt eine Notfallindikation zum operativen
Eingriff dar. Empfohlen wird die Kolektomie vor allem bei alteren Patienten Gber 40 Jahren
und bei sehr fortgeschrittenem Krankheitszustand [124]. Aufgrund der neueren
medikamentésen Therapieoptionen ist die Zahl der Kolektomien in frihen
Krankheitsstadien in den letzten Jahren zurlickgegangen [125]. Es muss abschlief3end

bemerkt werden, dass das Evidenz-Niveau der chirurgischen Empfehlungen aufgrund
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eines Mangels an randomisierten Studien als niedrig anzusehen ist [10]. Zur
Remissionserhaltung empfiehlt sich die Gabe von 5-ASA Praparaten. Bei Mesalazin-
Unvertraglichkeit kann alternativ Escherichia coli Nissle (EcN) eingesetzt werden [94].
Eine Langzeittherapie muss beinahe allen Patienten empfohlen werden.

Eine intermittierender Therapieansatz ist lediglich bei Patienten mit einer Proktitis
akzeptabel [10]. Auf Kortikosteroide sollte aufgrund der Nebenwirkungen verzichtet
werden [98]. Bei Mesalazin-Resistenz oder Steroid-Abhangigkeit kénnen Azathioprin, 6-
Mercaptopurin, anti-TNF-a-Antikorper oder Vedolizumab eingesetzt werden [94]. Aufgrund
limitierter Evidenz kann bzgl. der Therapiedauer hier jedoch keine Empfehlung gegeben
werden. Vor Therapiebeginn mit immunsuppressiven Medikamenten sollte ein
Infektionsscreening auf Hepatitis B, Tbc und EBV erfolgen sowie der Impfstatus Uberpruft
werden [94].

1.1.5.2 Therapeutische Ansatze auBerhalb der Leitlinientherapie

Komplementare Therapien konnen gemal Leitlinie nach Absprache mit den
behandelnden Arzten zur Erganzung der Standardtherapie angewendet werden. Dabei
soll die Beurteilung der komplementarmedizinischen Verfahren nach Kriterien einer
evidenzbasierten Medizin erfolgen. Zu neuen Therapieansatzen, deren Rolle jedoch noch
etabliert werden muss, gehéren u. a. Therapien mit Antibiotika, Helminthen, Heparin,
Leukozytenapherese und Probiotika [80]. Nach der deutschen Leitlinie kann z. B.
Curcumin oder Plantago ovata in der remissionserhaltenden Behandlung eingesetzt
werden. Auch eine Mind-Body-Therapie und Akupunktur werden empfohlen. Es gibt eine
Evidenz fir den therapeutischen Benefit von Probiotika zur Remissionsinduktion, wenn
sie zur Standardtherapie additiv eingenommen werden [10]. Die Appendektomie als
therapeutische Intervention ist in der Literatur umstritten. Wahrend einige Studien einen
gemilderten klinischen Verlauf bei appendektomierten Patienten zeigten [126], wiesen
andere Studien keinen Effekt einer Appendektomie auf den Verlauf der Colitis ulcerosa
nach [127]. Die Wirksamkeit des Stuhltransfers (auch fakale Mikrobiom Transplantation -
FMT) wurde in mehreren kontrollierten Studien untersucht, die jedoch unterschiedliche
Ergebnisse ergaben. Eine kanadische Studie konnte in der aktiven Gruppe eine 24%
Remissionsrate gegeniiber 5% Remissionsrate in der Plazebogruppe zeigen, wahrend
eine niederlandische Studie keinen signifikanten Nutzen gegeniiber der Kontroligruppe
(Behandlung mit autologem Stuhl) nachweisen konnte. Vermutlich spielen Faktoren wie
Darreichungsform und Haufigkeit des Transfers eine Rolle. In der kanadischen Studie
konnten vor allem Patienten profitieren, bei denen die Erkrankung erst kirzlich

diagnostiziert wurde oder die begleitend ein Immunsuppressivum einnahmen [128].
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Eine Ubersichtsarbeit aus dem Jahre 2017 Uber Studien mit insgesamt 277 Patienten
zeigte, dass die FMT bezuglich klinischen und endskopischen Emissionsraten der

Therapie mit einem Placebo Uberlegen ist [129].

1.1.6 Verlauf und Prognose

Der Verlauf der Erkrankung kann sehr variieren und ist schwer vorherzusehen. Prinzipiell
unterscheidet man drei Verlaufsformen: 85 % der Patienten weisen einen chronischen-
rezidivierenden Verlauf auf, bei welchem sich Perioden der Remission von akuten
Krankheitsschiiben unterscheiden. Die akuten Phasen kénnen durch koérperliche oder
psychische Belastungsreaktionen hervorgerufen werden. Die Erkrankung beschrankt sich
meist auf Rektum, Sigma und distales Kolon. Zehn Prozent der Patienten leiden an der
chronisch-kontinuierlichen Form. Nur finf Prozent der Patienten zeigen einen akuten,
fulminanten Verlauf. Dieser ist durch einen plotzlichen Krankheitsbeginn mit Tenesmen,
Durchfallen, hoher Koérpertemperatur und Schock gekennzeichnet [75]. Eine schwere
Form der Colitis ulcerosa gilt bis heute als lebensbedrohliche Erkrankung. Es sollte eine
sofortige intensive Therapie in spezialisierten Zentren erfolgen. 20 — 30 % aller Patienten
wurden nach zehn Jahren kolektomiert, davon bis zu 40% der Patienten mit einer
schweren Form der Erkrankung [130, 131]. Bei ungefahr 50% Patienten war aufgrund des
Verlaufes der Erkrankung eine immunsuppressive Therapie mit Steroiden, Thiopurinen
oder anti-TNF-a-Antikdrpern notwendig [132].

Diese immunsuppressive Therapie erhdhte das Risiko flir opportunistische Infektionen
signifikant [133]. Zum Diagnosezeitpunkt leiden 30-50% der Patienten an einer distalen
Kolitis, 20-30% an einer Linksseitenkolitis und 20% an einer Pankolitis [12]. Wenn die
Diagnose vor dem 40. Lebensjahr gestellt wird, sind eher Frauen betroffen und die
Krankheit verlauft progredienter mit haufigeren Hospitalisierungen [134]. Die Sterberate ist
bei Patienten mit chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen im Vergleich zur normalen
Population signifikant erhdht. Die durchschnittliche Lebenserwartung ist in den letzten
Jahren jedoch stark gestiegen [135]. Lebenslimitierende Faktoren sind Komplikationen
und Neoplasien. Lebensgefahrliche Akutereignisse umfassen massive Blutungen, das
toxische Megakolon mit septischem Verlauf, Peritonitis und Darmperforationen [75].

Durch intravendse Gabe von Kortikosteroiden, rechtzeitige Kolektomie und den Einsatz
neuer Immunsuppressiva konnte die Mortalitat in spezialisierten Zentren von ca. 30% auf
1% gesenkt werden [136]. Notfalle und letale Verlaufe gibt es heutzutage nur noch selten
[137]. Patienten mit Colitis ulcerosa haben ein erhdhtes Risiko, an kolorektalen
Karzinomen zu erkranken. Nach zehn Jahren sind 2%, nach 20 Jahren 8% und nach 30
Jahren 18% der Patienten erkrankt [26]. Das Risiko, kolorektale Karzinome zu entwickeln,

steigt mit der Dauer und dem Ausmal} der Erkrankung [138].
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1.2 Therapeutische Apherese

Das Wort Apherese stammt aus dem Griechischen und bedeutet ,entfernen,
wegnehmen®. Es wird umgangssprachlich auch Blutwasche oder Blutreinigungsverfahren
genannt und bezeichnet ein Therapieverfahren, bei dem das vendse Blut extrakorporal
von bestimmten Substanzen gereinigt wird. Als therapeutische Apherese wird die
Entfernung von pathogenen plasmatischen (Plasmapherese) und/oder zellularen
Blutbestandteilen (Zytapherese) mittels extrakorporaler Techniken mit einem direkten
therapeutischen Ziel bezeichnet. Im weiteren Sinne beinhaltet diese Definition auch
Techniken wie die Hamodialyse oder Hamodiafiltration bei chronischer Niereninsuffizienz.
Die verschiedenen Aphereseformen kénnen nach klinischer Indikation, Technologie und
Selektivitdt unterschieden werden. Die der Apheresetechnik zugrunde liegenden
physikochemischen Prozesse sind Adsorption, Filtration, Prazipitation und Zentrifugation.
Hierbei kénnen Vollblut- und Plasmaverfahren (Plasmapherese) unterschieden werden.
Bei der Zytapherese werden die Zielzellen durch Zentrifugation und/oder Adsorption, z. T.
kombiniert mit Filtration, direkt aus dem Vollblut entfernt. Bei der Plasmapherese dagegen
wird das Plasma zunachst durch Zentrifugation oder Filtration separiert. Dann erfolgt die
Adsorption oder Prazipitation der Zielmolekile. Indikationen der therapeutischen
Apherese sind vor allem Autoimmun- und Stoffwechselerkrankungen sowie die
Antikdrperelimination in der Transplantation. Allgemein gewahrleistet die therapeutische
Apherese ein hohes Mald an Sicherheit und kann daher sowohl bei Schwangeren [139]
als auch bei Kindern [140] eingesetzt werden. Zur Bewertung der therapeutischen
Apherese gibt es derzeit einen Mangel an randomisierten, kontrollierten Kklinischen
Studien, sodass nur schwer von einer ,Evidenz-basierten-Medizin® gesprochen werden
kann. Fir die Zukunft bedarf es weiterer randomisierter, kontrollierter Studien mit klar

definierten Endpunkten und kritischer Patientenselektion [27].

1.2.1 Einsatzgebiete
Die therapeutische Apherese hat hauptsachlich funf Einsatzbereiche:

1. Low Densitity Lipoprotein-Cholesterin (LDL)/Lipoprotein(a)-Apherese: Entfernung
des LDL-Cholesterins und/oder Lipoprotein(a) aus dem Blut von Patienten mit
medikamentenrefraktarer Hypercholesterindmie.

2. Immunapherese: Entfernung von Antikérpern bei Patienten mit Autoimmun-
erkrankungen oder nach Transplantation.

3. Hamorheopherese: Entfernung von rheologisch-relevanten Substanzen wie
Fibrinogen, LDL-Cholesterol oder anderen Makromolekllen bei Patienten mit
Hyperviskositatssyndromen, altersbedingter Makuladegeneration, akutem Hoérsturz

oder anderen mikrovaskularen Stérungen.
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4. Zytapherese: Entfernung von Zellen des Immunsystems (Granulozyten,
Monozyten, Thrombozyten, Lymphozyten) bei Patienten mit chronisch-
entzundlichen Darmerkrankungen.

5. Toxinapherese: Eliminierung von Toxinen bei Patienten mit endogenen oder
exogenen Vergiftungen (Leberversagen, Septischer Schock, Pilz- und
Arzneimittelvergiftung).

Die therapeutische Apherese wurde schon bei einer Vielzahl von Krankheitsbildern
eingesetzt. Hierzu zahlen u. a. der systemische Lupus erythematodes, die idiopathische
thrombozytopenische Purpura, Multiple Sklerose, Guillain-Barré Syndrom, Myasthenia
gravis, Pemphigus vulgaris, Pemphigoid, Nierenerkrankungen wie die fokale glomerulare

Sklerose, das hamolytisch uramische Syndrom oder Hamophilien.

1.2.2 Adsorptive Zytaphereseverfahren

Chronisch inflammatorische Erkrankungen wie die Colitis ulcerosa sind mit einer
verstarkten Produktion von zirkulierenden oder mukosastandigen immunologisch aktiven
Zellen wie Makrophagen, Dendritischen Zellen, Neutrophilen Granulozyten,
Thrombozyten und Plasmazellen assoziiert. Wahrend der Entzindung werden
Granulozyten und Thrombozyten zuerst aktiviert. Sie wandern zum Ort der Entzindung,
infiltrieren die Mukosa und initiieren dort zusammen mit Leukozyten den weiteren
Entzindungsprozess. Aufgrund der schon besprochenen vielfaltigen Rolle von
Thrombozyten bei der Inflammation und Koagulation sollten diese im akuten Schub
effektiv behandelt werden [141]. Die adsorptive Zytapherese entfernt je nach Verfahren
selektiv verschiedene Leukozytenpopulationen und Thrombozyten aus dem Bilut.
Zusatzlich wirken Aphereseverfahren durch Immunregulation nicht-adsorbierter Zellen
[142]. Das Verfahren gewahrleistet ein hohes Mal} an Sicherheit, auch dadurch, dass
keine weiteren Substanzen bendtigt werden, die Nebenwirkungen oder andere
unerwinschte Ereignisse verursachen konnten. Nebenwirkungen treten meist nur in
geringem MalRe in Form von Ubelkeit, Kopfschmerzen, Fieber oder Midigkeit auf [143].
Zum aktuellen Zeitpunkt sind vier kommerziell erhaltliche Zytapheresesysteme auf dem
Markt.

1.2.2.1 Cellsorba®

Das Verfahren Cellsorba® wird von der Firma ASAHI-Kasei aus Japan hergestellt und
vertrieben. Der Adsorber besteht aus mit Polyethylenterephthalat-Fasern geftllten,
zylindrischen Modulen und adsorbiert Lymphozyten, Granulozyten,
Monozyten/Makrophagen und Thrombozyten [144, 145]. Die Module haben ein Volumen

von 170 ml, eine Lange von 200 mm und einen Durchmesser von 50 mm [146].
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Das Verfahren wird zur Leukozytenapherese (LCAP) gezahlt. Unter Antikoagulation mit
Heparin wird Blut aus der Kubitalvene entnommen, mit Hilfe einer Blutpumpe zum
Adsorber geleitet und Uber eine zweite Punktionsnadel antekubital zurickgegeben.

Der Adsorber besteht aus einem aufleren Pra-Filter aus Fasern mit 10—40 pm
Durchmesser und einem inneren Hauptfilter aus Fasern mit 2,6 ym Durchmesser. Die
Apherese mit Cellsorba® wird standardmaRig einmal wéchentlich Gber finf Wochen
durchgefihrt. Jede Behandlung dauert 60 min. Bei einem Blutfluss von 30-50 ml/min
werden ca. 2-3| Blut gereinigt [147]. Eine intensivierte Therapie mit mehr als vier
Therapiesitzungen innerhalb der ersten zwei Wochen kann dazu beitragen, dass die
klinische Remission haufiger und schneller erreicht wird [148]. Es werden 90-100% der
Granulozyten und Monozyten, 30-60% der Lymphozyten und ca. 30% der Thrombozyten
herausgefiltert. Nach der Therapie steigt die Anzahl der Leukozyten kurzzeitig auf bis zu
170% des Ausgangswertes (20 min nach Apheresebeginn). Diesen ,Overshoot Effekt"
verursachen naive Leukozyten, die aus dem Knochenmark nachproduziert werden.

Auch proinflammatorische Zytokine wie TNF-a , IL-2, IL-8 und IFN-y werden reduziert.
Sechs Studien mit insgesamt 128 Colitis ulcerosa-Patienten und Cellsorba®-Behandlung
zeigten eine durchschnittliche Response-Rate von 74% [147]. Eine prospektive,
unkontrollierte Studie mit 847 Patienten mit Colitis ulcerosa aus dem Jahre 2014
bestatigte die guten Ergebnisse: 68,9% der Patienten zeigten eine Remission, die
mukosale Heilungsrate betrug 62,5% [148]. Eine randomisierte, Scheinapherese-
kontrollierte Doppelblind-Studie mit zehn Patienten in der aktiven und neun Patienten in
der Sham-Gruppe wies eine signifikante Verbesserung der CAl-Werte in der aktiven
gegenulber der Sham-Gruppe (80% vs. 33%) nach [149].

1.2.2.2 Adacolumn®

Das Apheresesystem Adacolumn® wurde von der Firma JIMRO/OTSUKA aus Japan
entwickelt und wird Uber die Firma OTSUKA Pharmaceutical Europe Ltd. vertrieben.
Dieses Zytapherese-System besteht aus einer Saule, die ca. 35.000 Zellulose-Azetat-
Kugeln mit einem Durchmesser von 2 mm enthalt und 220 g schwer ist. Die Saule hat
eine Lange von 206 mm und einen Innendurchmesser von 60 mm. Das Verfahren wird
zur Granulozyten/Monozyten Apherese (GMCAP) gezahlt [150]. Auch fir das
Adacolumn®-System muss eine Antikoagulation des Blutes mit Heparin erfolgen.

Die Standardtherapie beinhaltet funf Behandlungseinheiten mit je 60 min Uber flnf
Wochen mit einer Frequenz von einer Behandlung pro Woche. Pro Sitzung werden etwa
1800 ml Vollblut behandelt, der Blutfluss betragt 30 ml/min [151].. Der Wirkmechanismus
beruht vermutlich sowohl auf der Adsorption von Granulozyten und Monozyten als auch

auf einer Modulation des Immunsystemes [152]. Nach der Adsorption von Granulozyten,
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Monozyten/Makrophagen werden auch deren proinflammatorische Zytokine wie TNF-a,
IL18b, IL-6 und IL-8 signifikant reduziert [142]. Dariber hinaus wird die L-Selektin-

Expression herunterreguliert und die Mac-1-Expression auf Granulozyten hochreguliert,
was die Adhasionskapazitaten fur Leukozyten auf endothelialen Zellen reduziert und die
Leukozytenmigration zum entzindeten Gewebe vermindert. AufRerdem fordert eine
gesteigerte Mac-1-Expression die Apoptose von Granulozyten. Kurz nach
Apheresebeginn wird ein Einstrom von CD10-negativen unreifen Neutrophilen aus dem
Knochenmark beobachtet, welche ein geringeres proinflammatorisches Potenzial
aufweisen als reife Neutrophile [147, 152]. Dendritische Zellen [153] und
proinflammatorischne CD14°CD16" Monozyten [154] sind in ihrer Konzentation nach
Apherese verringert, wahrend die Anzahl regulatorischer T-Zellen (CD4"'CD25""9"Foxp3*)
ansteigt [155]. Mehrere, meist unkontrollierte Studien konnten belegen, dass Patienten mit
Colitis ulcerosa von einer Adacolumn®Behandlung profitieren. Die Response-Raten
variierten hierbei zwischen 40% und 100%. Danese et al. zeigten, dass in insgesamt 22
Studien mit 588 Patienten durchschnittliche Remissionswerte von 74,5% erreicht wurden
[147]. Zur Bewertung dieser Ergebnisse muss jedoch einschrankend beachtet werden,
dass sich die einzelnen Studien in Bezug auf Krankheitsstadien und Therapiefrequenz
unterschieden. Einige kontrollierte Studien zeigten, dass eine Therapie mit Adacolumn®
einen Zusatznutzen im Vergleich zur Steroidbehandlung hatte [156, 154, 157],. Besonders
steroid-naive Patienten, Patienten kurz nach Diagnose der Colitis ulcerosa oder nach
Beginn eines Schubes mit einer aktiven Erkrankung profitieren von der Apherese [158]. In
einer randomisierten, doppelblinden und sham-kontrollierten Studie von Sands et al.

konnte hingegen keine Wirkung der Apherese dargestellt werden [159].

1.2.2.3 Immuloc®

Das Verfahren Immuloc (ehemals Granuwash) der Firma Membrana GmbH/3M
Deutschland GmbH wurde in einer Pilotstudie in den Jahren 2007 bis 2009 erstmals an
zehn Patienten mit maRiger bis schwerer chronisch aktiver Colitis ulcerosa angewandt.
Das Adsorbermodul bestent aus 1 mm dicken, zellulosehaltigen Filamenten und
adsorbiert  hauptsachlich ~ Monozyten/Makrophagen  und  Granulozyten.  Das
Gesamtvolumen des Adsorbermoduls betragt 350 ml, die Adsorptionsoberflaiche 1,1 mm?
und das darin enthaltene Volumen 62 ml. Die Standardbehandlung umfasst funf
Therapien Uber finf Wochen mit einer Dauer von 60 min bei einem Blutfluss von 30
ml/min unter Heparin-Antikoagulation. Die Apherese mit dem Immuloc-Verfahren kann
ebenfalls zur GMCAP gezahlt werden. In einer Pilotstudie mit 17 Patienten wurde,
basierend auf dem CAI-Wert, nach sechs Wochen eine Remissionsrate von 70,6%, nach

zehn Wochen eine Remissionsrate von 53% erreicht [160]. Die Behandlung erfolgte
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einmal pro Woche fir 60 min Uber finf Wochen. Eine Arbeit von Schulthei® und
Mitarbeitern aus dem Jahr 2015 zeigte eine Remissionsrate von 40% und ein klinisches
Ansprechen von 70% der Patienten nach insgesamt 10 Behandlungen mit zwei

Behandlungen pro Woche fir jeweils 2 Stunden [161].

1.2.2.4 Inmunopure®

Das Verfahren Immunopure® der Firma Nikkiso Co., Ltd. (Kanzawa, Japan) adsorbiert
Monozyten, Granulozyten und in starkerem MaRe im Vergleich zu den anderen
Zytapherese-Adsorbern Thrombozyten. Es besteht aus dem Adsorber, dem
Schlauchsystem (ABT-002PX, Nikkiso Co., Ltd, Japan) und dem Blutmonitor (LPM-01,
Nikkiso Co., Ltd, Japan). Die Adsorbermodule sind mit gammasterilisierten Polyarylat-

Resin-Kugeln (PAR-Kugeln) mit einem Durchmesser von 1 mm gefilit.

OO0

Abb. 2: Molekulare Struktur von Polyarylat-Resin [162]

Die Immunopure® -Module haben eine Héhe von 185 mm und einen Durchmesser von 59
mm bei einem Gewicht von 537 g. Das Endvolumen betragt 350 ml mit einem Totvolumen
von 139 ml. Zur Antikoagulation wird Standard-Heparin verwendet [1].

Immunopure® wurde 2011 CE-zertifiziert. 2013 wurde Immunopure in einer ersten
Pilotstudie an 10 Patienten angewandt. Hier gingen 80% (acht von zehn) der Patienten
nach der Therapie in Woche 10 in Remission [1]. 2019 wurde die erste prospektive,
randomisiert und kontrollierte Studie Uber Immunopure® veroffentlicht. In dieser wurden
insgesamt 24 Patienten mit therapierefraktarer Colitis ulcerosa entweder mittels Apherese
oder Steroiden behandelt. Nach 12 Wochen gingen in der Apheresegruppe 25% in
Remission — 75% sprachen auf die Therapie an — in der Steroidvergleichsgruppe betrug

die Remissionsrate 20%, das Ansprechen 50% [163].
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1.2.2.5 Ubersicht - Vergleich der Apherese-Verfahren

Tab. 4: Vergleich der erhaltlichen Apheresesysteme nach Danese [147]*1, Tiburtius [164]*2 und

Ramlow [1]*3

Verfahren Cellsorba®*' Adacolumn®*'  |Immuloc® ** Immunopure®**
Firma Asahi Medical Japan Membrane / 3M | Nikkiso Europe
Immunoreserarch
Laboratories Co
Erste Verwendung |2002 2003 2007 2012
Material Polyesterfasern Zellulose Acetat | Zellulosehaltige |[Polyarylat-
Perlen Filamente Resin-Kugeln
Wirkung auf 90% eliminiert 65% eliminiert Eosinophile: 47%

Granulozyten

10% eliminiert
Basophile: 17%

(neutrophile)

eliminiert
Wirkung auf 90% eliminiert 55% eliminiert 15% eliminiert | 66% eliminiert
Monozyten
Wirkung auf 70% eliminiert keine Wirkung Keine Wirkung | < 10% eliminiert
Lymphozyten (2 %)
Wirkung auf 30 % eliminiert geringe Wirkung [ 8% eliminiert 80% eliminiert
Thrombozyten
Wirkung auf <10% keine Wirkung keine Wirkung | keine Wirkung
Erythrozyten

Behandlungs-dauer

60min / Woche,

60min / Woche;

60 Min / Woche

60min/ Woche, 5

5 Wochen 5 Wochen 5-10 Wochen Wochen
Fulminante UC:
3/Woche; 2
Wochen
Durchflussrate 30-50 ml/h 30ml/h 30ml/h 30 ml/h
Remissionsraten 50% - 80% 40% - 100% 40 - 63% 67 % - 80%
(61,6%) (74,5%) (51,5%) (73,5%)

1.2.3 Aktueller Status der Zytapherese
In Japan wurden die Verfahren Adacolumn® und Cellsorba® bereits in den Jahren 2000

und 2001 zur Behandlung der Colitis ulcerosa zugelassen. Seit den prospektiven,
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randomisierten Multi-Center Studien von Shimoyama [156] und Sawada [165] sind die
Verfahren dort fester Teil der Therapie. Im Gegensatz zu Japan empfehlen die aktuellen
europaischen und amerikanischen Leitlinien jedoch weder den Einsatz der LCAP noch
der GMCAP in der klinischen Praxis, obwohl alle beschriebenen Systeme untersucht, CE-

zertifiziert und fur die Behandlung der Colitis ulcerosa zugelassen wurden.

Tab 5. Studien bzgl. der Effektivitdt von Adacolumn in der Behandlung von erwachsenen /
padiatrischen Patienten bei der Colitis ulcerosa. (,generelles Ansprechen” beinhaltet Ansprechen

auf Therapie und Remission) — nach Danese [147]

Autor / Gruppe Jahr Indikation Patienten in Generelles
finaler Analyse |Ansprechen
Shimoyama 2001 2001 [ Moderate- bis schwere 53(58% (31/53)
[156] CU, therapierefraktar
zu herkdmmlicher
Therapie
Hanai 2003 [166] 2003 [ Steroidrefraktare CU 31(87% (27/31)
Steroid-naive CU 8(100% (8/8)
Suzuki 2004 [167] 2004 | Steroid-naive CU 20| 85% (17/20)
Naganuma 2004 2004 | Steroid-refraktare - 44175% (33/44)
[168] oder abhangige CU
Hanai 2004 [169] 2004 | Steroid-abhangige CU 46 (94% (43/46)
Yamamoto 2004 2004 | Aktive distale CU 30(87% (26/30)
[170]
Doménech 2004 2004 | Steroid-abhangige CU 13|76% (10/13)
[171]
Kanke 2004 [172] 2004 | aktiv-steroid-naive / 60 [83% (50/60)
refraktare / abhangige
Cu
Kim 2005 [173] 2005 [ Moderate- bis schwere 27(70% (19/27)
CU, therapierefraktar
zu herkdmmlicher
Therapie
Kruis 2005 [174] 2005 | Steroid-abhangige CU 35(43% (15/35)
D'Ovidio 2006 2006 | Steroid-refraktare - 121100% (12/12)
[175] oder abhangige CU
Giampaolo 2006 2006 | Steroidrefraktare CU 8|100% (8/8)
[176]
Sands 2006 [159] 2006 | therapierefraktar zu 15]40% (6/15)
herkémmlicher
Therapie
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Sakuraba A 2006

2005

moderat aktive CU

45 (wochentliche

47% (12/45)

[177] Therapie) 52
(halbwdchentliche | 73% (38/52)
Therapie)

Tanaka T. et al 2006 | Steroid-naive - 12 58% (7/12)

2006 [178] oder abhangige CU 17 100% (17/17)

Hanai 2008 [154] 2006 | Schwere CU 33 54 %
(halbwdchentlich)

Sakuraba A 2006 2006 | Aktive Pouchitis 6|67% (4/6)

[179]

Tomomasa 2003
[180]

2003

Steroidrefraktare CU
bei Kindern

12

67% (8/12)

lkeda H 2006
[181]

2006

Steroidrefraktare CU
bei Kindern

4(75% (3/4)

Bei Anwendung der Apherese mit Adacolumn konnte bei den o.g. Studien bei insgesamt

583 Patienten eine durchschnittliches ,generelles Ansprechen® von 75% erzielt werden.

Die Summierung ,generelles Ansprechen® beinhaltet dabei Patienten die auf die Therapie

angesprochen haben und diejenigen, die in Remission gegangen sind.

Tab 6. Studien bzgl. der Effektivitdt von Cellsorba in der Behandlung von erwachsenen /

padiatrischen Patienten bei der Colitis ulcerosa / M. Crohn. (,generelles Ansprechen® beinhaltet

Ansprechen auf Therapie und Remission) — nach Danese [147]

Autor / Gruppe Jahr Indikation Patienten in Generelles
finaler Analyse Ansprechen

Sawada 1995 1995 | Aktive CED 8 CU 75% (6/8)
[182] 5CD 100% (5/5)
{Sawada 1997 1997 | aktive mild-schwere 45|77,8% (35/45)
[183] Ccu
Sawada 2003 2003 | Aktive CU 39|74% (29/39)
[184]
Sawada 2005 2005 | fulminant schwere CU 6|66,6% (4/6)
[149] mit tox. Megakolon
Sawada 2005 2005 | moderat bis schwere |10 (Aktive 80% (8/10)
[199] CU, therapierefraktar | Apherese) 33,3 (3/9)

zu Steroiden 9(Scheinapherese)
Emmrich 2007 2007 | therapierefraktare CU 20(70% (14/20)
[185] zu herkémmlicher

Therapie
Kosaka T. et al 1999 | therapierefraktare CD 18|50% (9/18)
1999 [186] zu herkdmmlicher

Therapie
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Die o.g. Studien konnten bei insgesamt 160 Patienten ein durchschnittlichen ,generelles
Ansprechen® von 70% darstellen. Eine Cochrane Analyse von Yoshino et al. [187] kam
zu dem Ergebnis, dass die Granulozyten- und Monozytenapherese Steroiden bzgl. der
Remissionsinduktion Uberlegen ist. Vor allem bei Patienten, bei denen Steroide nicht
wirken, aufgrund des Nebenwirkungsprofiles nur unter Vorsicht oder sogar kontraindiziert
sind, wie bei Schwangeren und kleinen Kindern, sollte die Apheresetherapie in Betracht
gezogen werden und ist hier eine wirksame Alternative [140]. Bedauerlicherweise fehlen
bisher groRere Studien, in welchen die Apherese bei Risikopatienten untersucht wurde.
Vor allem Glukokortikoid-naive Patienten sprechen gut auf die Apheresetherapie an,
sodass ein fruhzeitiger Einsatz empfohlen werden sollte [188]. Suzuki und Kollegen
empfehlen die Apherese sogar als Erstlinientherapie bei steroidnaiven Patienten [167].
Erste Studien konnten bereits darstellen, dass die Apherese sogar bei Patienten wirksam
ist, die auch auf eine Therapie mit neuen Biologicals nicht ansprachen [189, 190]}.. Beim
Vergleich einzelner Studien ist auffallig, dass in Japan tendenziell hdhere
Remissionsraten erreicht werden. Dies ist vermutlich darauf zuriickzufihren, dass hier die
Apherese friher zum Einsatz kommt. Der frihere und im Vergleich zu Europa deutlich
intensivere Therapieansatz in Japan ist u.a darauf zurlckzuflhren, dass sich die
Standards flr Zulassungsstudien in Japan von den Regularien in Europa unterscheiden.
Einschréankend muss erwdhnt werden, dass die bisher Uberwiegend positiven
Erfahrungen im Rahmen kleinerer Studien gewonnen wurden, in denen doppelblind bzw.
randomisiert erhobene Vergleichsdaten fehlen. Sawada et al. fuhrten eine erste
doppelblinde, randomisierte Studie mit 19 Patienten und der Apherese mit Cellsorba®
durch. Zehn Patienten erhielten eine Apherese und neun Patienten eine Scheinapherese.
Nach Erhebung des klinischen Aktivitatsindex wurden in der Apheresegruppe
Remissionsraten von 80% gegenitber 33% in der Scheingruppe erzielt [149]. Um die
bisherigen positiven Erfahrungen in der Apheresetherapie auf hochstem Evidenzlevel zu
bestatigen, planten Sands und Mitarbeiter eine doppelblinde, randomisierte Studie mit 168
Patienten an 36 Studienzentren in Nordamerika sowie 58 Patienten in Europa und Japan.
Die Ergebnisse wurden im Jahr 2008 veroéffentlich und stellten die positiven Ergebnisse
vorheriger Studien an tUber 20000 Patienten erstmals in Frage, da kein signifikant positiver
klinischer Effekt der Zytapherese im Vergleich zur Scheinapherese dargestellt werden
konnte [159]. Die genaue Positionierung der adsorptiven Zytapherese in der Therapie der
aktiven chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen ist aufgrund dieser unterschiedlichen
Studienergebnisse gegenwartig umstritten. Europaische Studien konzentrieren sich
vermehrt auf schwer zu behandelnde Patienten [190]. Ob diese zukinftig Eingang in
Leitlinien finden wird, hdngt neben der wissenschaftlichen Seite auch von kulturellen und
finanziellen Faktoren ab. Wirtschaftlichkeit medizinischer Verfahren hat in der modernen

Medizin eine enorme Bedeutung. Auch der Hersteller Nikkiso begrindet die fehlende
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Anwendung und Verbreitung des Verfahrens mit dem Kostenfaktor [191]. Das Verfahren
ist zwar CE-zertifiziert, dies bedeutet jedoch nicht, dass die Therapiekosten automatisch
von den deutschen Krankenkassen erstattet werden. Andere europaische Lander wie
Spanien, Italien, Finnland und Norwegen erstatten unter bestimmten Bedingungen (z. B.
zur Remissionsinduktion bei Thiopurin-Intoleranz bei Steroid-abhangigen Patienten, bei
Steroid-Kontraindikation sowie in begriindeten Einzelfallen) bereits die Apheresetherapie
[192]. Panés et al. schatzen die Therapiekosten fir Colitis ulcerosa-Patienten mit 6740€
fur die medikamentdse Therapie und 6959€ fir die Apherese (bei einer Therapie mit
Adacolumn®) pro Jahr. Sobald Patienten jedoch steroidabhdngig werden, steigen die
Therapiekosten enorm. Die Autoren kamen zu dem Entschluss, dass die Apherese ein
kosteneffektives Verfahren ist und auch bei steroidabhangigen Patienten aufgrund des
Sicherheitsprofiles die Extrakosten rechtfertigt [193]. In der Therapie mit Aminosalicylaten
sind Nebenwirkungen wie fibrotische Lungenveranderungen, Veradnderungen des
Blutbildes bis hin zur Agranulozytose beschrieben [194]. Bekannte Nebenwirkungen von
Steroiden sind u.a. die prodiabetogene Wirkung, Osteoporose oder gastrointestinale
Ulzera. Neben der Reduzierung dieser Nebenwirkungen sind auch direkte und indirekte
finanzielle Folgen durch zusatzliche Therapiekosten und Arbeitsausfalle zu beachten.
Wahrend bei dieser Anwendungsbeobachtung keine unerwinschten Ereignisse oder
Nebenwirkungen auftraten, lassen Studien mit groéReren Fallzahlen auf ein prinzipiell
mildes Nebenwirkungsmuster schlieRen. Hier ist vor allem eine gro3e Multizenterstudie
von Hibi et al. zu nennen, bei der die Vertraglichkeit der Apherese mittels Adacolumn®an
697 Probanden untersucht wurde [195]. Neben milderen Symptomen wie Ubelkeit und
Kopfschmerzen werden orthostatische und vasovagale Synkopen beschrieben. Solche
eher leichten Nebenwirkungen wurden in verschiedenen Studien bei ca. 8% der
Patienten, ernsthafte Komplikationen teilweise gar nicht dokumentiert. Dieses
Nebenwirkungsprofil ist dabei typisch flir extrakorporale Therapiemethoden und nicht
spezifisch flr die Apherese [196, 197, 198]. Nichtsdestotrotz sollte der Einsatz der

Apherese nicht unreflektiert erfolgen.
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| Ziele und Fragestellungen dieser Dissertation

Das Ziel dieser Dissertation war die Evaluierung des Immunopure® -Zytapherese-
Verfahrens in vitro mit Hilfe eines Zirkulationsmodells unter Einsatz von Blut gesunder
Spender und in vivo an Patienten mit moderater bis schwerer Colitis ulcerosa (CAl nach
Rachmilewitz 6-10), welche durch eine Standardmedikation keine Remission erzielen
konnten oder die eine Intoleranz gegeniber Steroiden und/oder Immunsuppressiva
aufwiesen. Folgende Fragestellungen standen im Mittelpunkt der Untersuchungen:

* Welche prozentualen Veranderungen in der Anzahl von Thrombozyten,
Thrombozyten-Aggregaten und Thrombozyten-Mikropartikeln sind wahrend einer
Immunopure® -Zytapherese in vitro (im Vergleich zu Sham-Minimodulen) und in
vivo (im Vergleich zum Ausgangswert) zu beobachten?

* Welche Wirkungen sind auf den Hamoglobinwert sowie auf die Zellpopulationen
von Erythrozyten, Leukozyten, Lymphozyten, Monozyten, neutrophilen
Granulozyten, eosinophilen Granulozyten und basophilen Granulozyten zu
erheben? Wie verandern sich die Zellpopulationen Uber einen Zeitraum von funf
Wochen?

* Wie verandern sich die Thrombozytenaktivierungsmarker CD42b/CD63 und
CD42b/CD62P wahrend einer Immunopure® -Zytapherese in vitro (im Vergleich zu
Sham-Minimodulen) und in vivo (im Vergleich zum Ausgangswert)?

* Welche prozentualen Veranderungen treten bei anderen Zellpopulationen (CD14+,
CD10+, CD62L+, Mean CD62L+, CD11b+, Mean CD11b+, CD62L+CD11b+,
CD14+CD16+, CD42b+CD14+, CD42b+CD3+, CD42b+CD62P+, CD42b+CD63+,
CD42b+CD11b+, CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD3+TCRgd+, CD3+HLADRH+)
wahrend einer Immunopure® -Zytapherese in vitro (im Vergleich zu Sham-
Minimodulen) und in vivo (im Vergleich zum Ausgangswert) auf?

* Wie verandern sich die Konzentrationen an sP-Selektin und sCD40L in vitro (im
Vergleich zu Sham-Minimodulen) und in vivo (im Vergleich zum Ausgangswert)
vor und nach Immunopure® -Zytapherese?

* Wie effektiv ist die Therapie und wie lange halt der Therapieerfolg an?

* Wie sicher ist das Verfahren und wie sehen mogliche Nebenwirkungen aus?

* Wie kdnnen Aphereseverfahren noch weiter entwickelt werden?

* Wann kdnnen Aphereseverfahren am wirksamsten eingesetzt werden?

Mittels eines Fragebogens wurde nach Abschluss der Anwendungsbeobachtung Kontakt
mit den Probanden aufgenommen. So wurden die Patienten bzgl. Lebensqualitat vor und
nach der Therapie, subjektiver Wirkung der Therapie und allgemeinen Erfahrungen
befragt.
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1] Material und Methoden

3.1 Anwendungsbeobachtung zur Wirkung der Zytapherese in vivo an sechs
Patienten mit aktiver Colitis ulcerosa

3.1.1 Einschlusskriterien

Patienten Uber 18 Jahren wurden in die Anwendungsbeobachtung aufgenommen.
Voraussetzung war, dass die Patienten psychisch und physisch fir die Therapie geeignet
waren, die Anforderungen und mdéglichen Komplikationen dieser Behandlung verstanden
hatten und schriftlich einwilligten. Die Diagnose Colitis ulcerosa sollte klinisch und
endoskopisch mindestens sechs Monate zuvor gestellt worden sein. Ein aktiver Schub der
Erkrankung mit einem CAIl zwischen sechs und zehn Punkten, geeignete GefaBzugange,
ein systolischer Blutdruck von > 100 mmHg, ein stabiler Hamatokrit (>35 %) und eine
stabile Gerinnung waren weitere Voraussetzungen flur die Teilnahme an dieser

Anwendungsbeobachtung.

3.1.2 Ausschlusskriterien

Von der Anwendungsbeobachtung ausgeschlossen wurden Patienten, die an einer
interventionellen klinischen Studie teilnahmen, schwanger waren oder stillten. Eine aktive
Infektion oder ein Zustand nach einer Organtransplantation waren ebenfalls
Ausschlusskriterien. Ebenso wurden Patienten mit Nachweis von Hepatitis B
Oberflachenantigenen (HBsAG), Hepatitis C Antikérpern (anti-HCV) und/oder Hepatitis C
RNA (HCV-RNA), mit friherer Hepatitisinfektion sowie einer Allergie oder Intoleranz
gegeniber den verwendeten Materialien oder Heparin nicht bericksichtigt.
Kardiovaskulare Risikopatienten, die an hadmodynamisch relevanten Arrhythmien oder
einer instabilen Angina pectoris litten oder die einen Myokardinfarkt in den letzten drei
Monaten, eine Bypass-Operation, schwere Gefalerkrankungen, einen unkontrollierbaren
Bluthochdruck (systolisch > 180 mmHg; diastolisch > 115 mmHg), eine bekannte Stérung
der Blutgerinnung oder eine nicht kontrollierte Erkrankung des Herzens, der Leber, der
Nieren oder des zentralen Nervensystems in der Anamnese hatten, wurden ebenfalls aus

der Anwendungsbeobachtung ausgeschlossen.

3.1.3 Vorstellung der Patienten

In die Anwendungsbeobachtung wurde eine Gruppe von insgesamt sechs Patienten mit
moderater bis schwerer aktiver Colitis ulcerosa (CAl 2 6-13) aufgenommen (siehe Tab. 7).
Je drei Probanden waren mannlich und drei weiblich. Die Probanden waren zwischen 27
und 52 Jahre alt (Durchschnittsalter: 40,5 Jahre) und haben auf eine Standardtherapie mit
Steroiden und/oder Immunsuppressiva nicht ausreichend angesprochen oder wiesen fir

diese eine Kontraindikation oder Intoleranz auf. Alle Patienten wurden Uber die mdglichen
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Risiken der Behandlung aufgeklart und haben eine Einverstéandniserklarung
unterschrieben. Die Ethikkommission an der Medizinischen Fakultat der Universitat

Rostock bewertete die geplante Studiendurchflihrung positiv.

Tab. 7: Patientencharakteristika.

Patient | Geschlecht | Alter | Jahre nach | Medikamentése CAl vor Diagnose
Diagnose Therapie Therapie (E2 oder E3)
5-ASA,
Glukokortikoide,
1 Mannlich 52 9 Tacrolimus 6 Pankolitis (E3)
Tacrolimus,
2 Weiblich 27 16 5-ASA 13 Pankolitis (E3)
5-ASA,
3 Mannlich 30 4 Glukokortikoide 7 Linkskolitis (E2)
4 Weiblich 35 11 5-ASA 13 Pankolitis (E3)
5-ASA,
Glukokortikoide,
5 Mannlich 47 1 Tacrolimus 10 Linkskolitis (E2)
5-ASA,
6 Weiblich 52 5 Glukokortikoide 8 Linkskolitis (E2)

3.1.4 Abbruchkriterien

Ein vorzeitiger Abbruch der Anwendungsbeobachtung konnte auf eigenen Wunsch des
Patienten oder nach Entscheidung des Arztes beim unerwarteten oder vermehrten
Auftreten von Nebenwirkungen, fehlender Compliance oder ernsthaften medizinischen

Problemen erfolgen.

3.1.5 Kontroligruppe

Acht gesunde Probanden, welche als Vergleichsgruppe ausschlieBlich bei der
Bestimmung der Thrombozyten-Leukozyten-Aggregate dienten, spendeten nach
Aufklarung Uber die Risiken und schriftlicher Einwilligung freiwillig eine geringe Menge
Blut. Diese Gruppe, welche keine Apheresetherapie erhielt, setzte sich aus sieben Frauen

und einem Mann zusammen und wies einen Altersdurchschnitt von 41,1 Jahren auf.

3.1.6 Das Immunopure® -Zytaphereseverfahren
Das bereits im Einleitungskapitel auf Seite 24 vorgestellte Verfahren Immunopure® der

Firma Nikkiso Co., Ltd. (Kanzawa, Japan) wurde fur die Anwendungsbeobachtung
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verwendet. Vor der Anwendung am Menschen wurden Immunopure® -Adsorber in vitro
und in Tierversuchen getestet. Im Jahr 2009 wurde das Immunopure® Zytapherese-

Verfahren in einer Pilotstudie mit zehn medikamenten-refraktaren Patienten mit einer

aktiven Colitis ulcerosa zum ersten Mal klinisch angewendet [1].

Abb. 3 und 4: Immunopure® -Zytapheresesystem: Adsorber (links) und Blutmonitor (rechts).

3.1.7 Beobachtungsplan
Die Patienten wurden funf Wochen lang einmal pro Woche mit der Immunopure®-
Zytapherese behandelt. Die Anwendungsbeobachtung startete im November 2011 und

dauerte bis zum Februar 2012.

3.1.7.1 Ablauf der Apheresetherapie

Alle Patienten erhielten eine finfmalige Apheresebehandlung im Abstand von je einer
Woche. Jede Apheresebehandlung dauerte 60 min bei einem Blutfluss von 30 ml/min.

Der Aufbau und die Vorbereitung des Adsorbers erfolgten nach der Gebrauchsinformation
des Betreibers. Zu Beginn wurde der Adsorber mit 2 Litern isotonischer NaCl-Lésung
(B.Braun Avitum AG, Melsungen, Deutschland) im Single-Pass-Modus gesplilt.
AnschlieBend wurde der extrakorporale Kreislauf mit 500 ml isotonischer NaCl-Lésung
geflllt, zu welcher 5.000 IE unfraktioniertes Heparin (Ratiopharm, Ulm, Deutschland)
gegeben wurden. Um den Patienten an den extrakorporalen Kreislauf anzuschlief3en,
waren zwei Punktionen notwendig. Die Kanilen wurden vor der Behandlung in die Venen
(antecubital) jeden Arms positioniert. Zentral-vendse Katheter wurden nicht verwendet.
Unfraktioniertes Heparin wurde als Bolus (75-150 IU/kg Kérpergewicht) zu Beginn der
Behandlung und kontinuierlich (50-100 IU/kg pro Behandlung) infundiert. Die genaue

Heparindosis wurde nach jeder Apherese dokumentiert. Erfolgte aufgrund eines
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Maschinenalarms eine Unterbrechung der Apheresebehandlung, wurde die Zeit bis zum
Fortsetzen der Therapie nicht in die effektive Behandlungszeit eingerechnet. Am Ende der
Apheresebehandlung wurde das im System verbleibende Blut mit 250-500 ml
physiologischer NaCl-Lésung dem Patienten reinfundiert. Nach Therapieende wurde der
Patient routinemaRig noch fir etwa 15 min (oder langer, wenn aus Sicht des

diensthabenden Arztes notwendig) beobachtet.

3.1.7.2 Untersuchungsparameter

Vor, wahrend und nach jeder Apherese erfolgte die Messung des Blutdruckes und der
Herzfrequenz. Des Weiteren wurden Blutentnahmen vor, wahrend und nach jeder
Apheresetherapie durchgefiihrt. Folgende in Tabelle 8 dargestellten Laborparameter

wurden untersucht:

Tab. 8: Untersuchungsparameter und Zeitpunkte der Probenentnahme.

0 min 15 min 60 min Ende
Adsorberein- und - | Adsorberein- und -
ausgang ausgang
GroBes Blutbild' X X X X
Zelloberflichenmarker® X X X
Mikropartikel® X X X
CD42b"Annexin-V* Partikel (im
Plasma)
CD40L (im Plasma)® X
X
(nur Ausgang)
P-Selektin (im Plasma)* X
X
(nur Ausgang)

"Therapie 1-5
umfasste Hdmoglobin, Hdmatokrit, Erythrozyten, Thrombozyten, Leukozyten, Neutrophile,
Lymphozyten, Monozyten, Eosinophile Basophile

*Therapie 1, 3, 5

umfasste CD3'CD4" (T-Helfer-Zellen), CD3"CD8" (zytotoxische T-Zellen), CD10" (Granulozyten)
CD14" (Monozyten), CD62L" (L-Selektin* Zellen), CD11b" (CD11b"* Zellen), CD3*TCRgCR"
(9CRIllen)ktinn)T-Ze" Zellen), CD3'HLADR" , (aktivierte T-Zellen, Spétphase)

CD4°CD25" (aktivierte T-Zellen, Friilhphase) CD14"CD16" (proinflammatorische Monozyten)
CD42b"CD63" (aktivierte Thrombozyten), CD42b"CD62P" (aktivierte Thrombozyten)
CD42b*CD14" (Thrombozyten-Monozyten-Aggregate), CD42b*CD3" (Thrombozyten-T-Zell-
Aggregate), CD42b"CD11b" (Thrombozyten-CD11b"-Zell-Aggregate)

Der klinische Aktivitatsindex nach Rachmilewitz [78] (CAIl) wurde zu Beginn der
Anwendungsbeobachtung und am Ende erhoben, um die klinische Wirksamkeit der

Therapie zu beurteilen. Als klinisches Ansprechen wurde eine Minderung von drei

Punkten, als Remission eine Punktestand von < vier Punkten definiert.
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3.1.8 Evaluierung ein Jahr nach Ende der Anwendungsbeobachtung

Im Zeitraum von Juni bis Oktober 2013 (ca. 1,5 Jahre nach der Apheresebehandlung)
erfolgte eine telefonische und schriftliche Kontaktaufnahme mit den sechs Patienten der
Anwendungsbeobachtung. Diese konnten mittels Fragebogen ihre Erfahrungen mit der
Zytapherese-Therapie widergeben (siehe Anhang). Eine maogliche
Verbesserung/Verschlechterung der Krankheitssymptome nach der Zytapherese, die
Dauer der Verbesserung, das aktuelle Befinden und die aktuelle Therapie wurden als
Parameter erhoben. Von grofier Bedeutung war auch die persénliche Einschatzung des

Nutzens der Zytapherese-Therapie. Folgende Fragen waren von zentraler Bedeutung:

Empfanden Sie die Zytapherese als sinnvolle Therapiemethode?
- Inwieweit haben Sie sich durch die Apheresesitzungen in Ihrer Lebensqualitat
eingeschrankt gefuhlt?
- War dieser Aufwand im Vergleich zum Nutzen lohnenswert?
- Wirden Sie diese Therapieform weiterempfehlen?
Des Weiteren war auf dem Fragebogen die Mdglichkeit gegeben, Erfahrungen und

Krankheitsgeschichte in freien Worten wiederzugeben.

3.2 Das in vitro Rezirkulationsmodell

3.2.1 Aufbau

Fir das experimentelle Rezirkulationsmodell wurden statt der normalen Immunopure®-
Module mit einem Volumen von 350 ml verkleinerte Module mit einem Volumen von 40 ml
genutzt (Abb. 5). Das Verhaltnis des Volumens des Original-Moduls zum Volumen des

verkleinerten Moduls betrug 8,75:1.

Volumen = 40 ml

Luer-Lock
Verbindung

70 mm Filtersieb
effektive

Hohe

Innendurch-
messer
27 mm

Abb. 5: Abmessungen des verkleinerten Adsorbermoduls.
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Das Verhaltnis von Héhe und Durchmesser war annahernd wie beim Original-Modul (2,6
im Vergleich zum Original 3,1). Die Querschnittsfliche des Immunopure®-Adsorbers
betragt A = 27,3 cm”. Die Kontaktzeit des Blutes mit den Adsorberkugeln ist abhangig von
der Flussgeschwindigkeit v, welche sich aus der Flussrate Q (30 cm®min) und der
Querschnittsflaiche des Adsorbers ergibt: v = Q/A = 30 cm*/min + 27,3 cm? = 1,1 cm/min.
Die Querschnittsflaiche der 40 ml-Module betrug 5,7 cm?® Daher ware eine Flussrate von
Q = 6,3 ml/min notwendig (Q = A*v), um die gleiche Blutflussgeschwindigkeit wie beim
Original-Modul zu erreichen. Da frihere Erfahrungen mit dem Rezirkulationsmodell
zeigten, dass Blutflisse unter 6,5 ml/min haufig zu Sedimentationsprozessen in den
Schlduchen und in den Modulen fuhrten, wurde fir die Versuche eine
Blutflussgeschwindigkeit von 7,5 ml/min gewahlt. Die Minimodule wurden mit
physiologischer Kochsalzlésung fur mehrere Minuten gespllt. Gesunden Probanden (drei
Méanner und drei Frauen), welche zuvor uUber mogliche Risiken und Nebenwirkungen
aufgeklart wurden und schriftlich ihr Einverstandnis erklarten, wurden 500 ml Blut
entnommen. Dieses wurde auf zwei Blutbeutel mit 1 IU Heparin/ml (Ratiopharm, Ulm,
Deutschland) aufgeteilt. Als Schlauchsystem dienten normale Sets fir Infusionspumpen
(Dispomed Witt oHG, Gelnhausen, Deutschland). Als Pumpenschlauch wurde ein Silikon-
Schlauch fir Schlauchpumpen mit einem Innendurchmesser von zwei Millimetern und
einer Wanddicke von einem Millimeter verwendet (neoLab, Heidelberg, Deutschland).

In einem 37° warmen Wasserbad mit Thermostat wurden die Blutbeutel kontinuierlich
mittels Schuttler bewegt, um einer Sedimentation vorzubeugen. Mit einer Pumpe
(Peristaltikpumpe "Cole Parmer Ismatec MC-360 B) wurde eine kontinuierliche Flussrate
von 7,5 ml/min erzeugt. Das Blut des einen Blutbeutels wurde durch ein Minimodul,
welches Polyarylat-Resin-Kugeln aus einem Immunopure®-Adsorber enthielt, gepumpt
(Abb. 4, 5). Das Blut des zweiten Beutels wurde durch ein Leermodul (Tropfkammer mit
gleichem Totvolumen wie Minimodul) geleitet. Nach nahezu vollstadndiger Verdrangung
der physiologischen Kochsalzlésung durch das Blut wurde der Kreislauf geschlossen
(Rezirkulation). Beide Kreislaufe wurden fir 60 min parallel unter gleichen Bedingungen
betrieben (Volumina, Blutflisse, Temperatur, Module auf gleicher Héhe). Die 0 min-Probe
(AO) wurde erst enthommen, nachdem die Module vollstandig mit Blut geflllt waren.
Weitere Probenentnahmen erfolgten nach 15 min sowie nach 60 min vor (A15, A60,
Influx-Probe) und nach (V15, V60, Efflux-Probe) dem Modul. Es wurden die gleichen
Parameter erhoben wie bei 3.1.7.2 Dbeschrieben. Zusatzlich wurde eine

Immunfluoreszenz-Farbung der Polyarylat-Resin-Kugeln durchgefiihrt.
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Immunopure Saule

0.9 % NaCl

Blutbeutel
(Heparin: 1 1U/ml)

37 °C & immer in Bewegung

i

3-Wege-Hahn

| 3-Wege-Hahn
LR

Abb. 6: Rezirkulationsmodell mit Immunopure®-MinimoduI (gefullt mit Polyarylat-Resin-Kugeln)

mit einem Volumen von 40 ml. 250 ml heparinisiertes (1 IU/ml) Blut von einem gesunden Spender

rezirkulierten durch das mit NaCl vorgespulte Modul bei einem Blutfluss von 7,5 ml/min und 37 °C

fur eine Untersuchungszeit von 60 min.

Abb. 7: Versuchsaufbau des Rezirkulationsmodelles.
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3.3 Methoden

3.3.1 GroRes Blutbild

Sowohl bei der Anwendungsbeobachtung als auch im Rezirkulationsmodell wurde Blut in

EDTA-Monovetten entnommen und ein grofRes Blutbild von einem externen, nach DIN
IES 17025 zertifizierten Labor (Medizinisches Labor Rostock, Deutschland) mit Hilfe eines
Sysmex-Automaten (SE-9000, Sysmex Corporation, Kobe, Japan) erstellt.

3.3.2 Durchflusszytometrie
3.3.2.1 Durchfiihrung
Fir die Untersuchungen mittels Durchflusszytometrie (oder auch Fluorescence Activated
Cell Sorting, FACS) wurde das Gerat FACSCalibur (BD Bioscience, San Jose, USA)

verwendet. Die fir die Untersuchung relevanten CD-Antigene sind in Tab. 9 aufgefiihrt:

Tab. 9: Auflistung der humanen CD-Antigene [201]

Bezeichnung/ CD- Exprimierende Menge Funktionen des Antigens
Antigen Zellen
Isotyp
CD3 migG1 CD3 T-Zellen 5ul assoziiert mit dem Antigenrezeptor
von T-Zellen (TCR); notwendig fur
die Zelloberflachenexpression und
Signalibertragung des TCR
CD4 migG1 CD4 5ul Korezeptor fiur MHC-Klasse II
T-Helferzellen Molekile
CD8 migG1 CD8 zytotoxische T- 5ul Korezeptor fur MHC-Klasse |
Zellen Molekile
CD10 migG2a CD10 5ul membrangebundene
Granulozyten, Metalloprotease
unreife B-Zellen,
lymphoide
Vorlauferzellen
CD11b mlgG1 CD11 Lymphozyten, 5ul alpha-L-Untereinheit des Integrins
Granulozyten, LFA-1 (assoziiert mit CD18); bindet
Monozyten, an CD54 (ICAM-1); CD102 (ICAM-2)
Makrophagen und CD50 (ICAM-3)
CD14 migG2a CD14 5ul Rezeptor fiir den Komplex aus
Monozyten Lipopolysaccharid und
lipopolysaccharidbindendem Protein
CD16 migG1 CD16 neutrophile 5ul Bestandteil des niedrig affigen Fc-
Granulozyten, NK- Rezeptors (Fc-y RIIl; vermittelt
Zellen, Monozyten/ Phagozytose und
Makrophagen antikdrperabhangige zellvermittelte
Zytotoxizitat)
CD25 migG1 CD25 | aktivierte T-Zellen, 5ul a-Kette des IL-2-Rezeptors
B-Zellen,
regulatorische T-
Zellen
CD42b migG1 CD42 Thrombozyten 5ul bindet VWF und Thrombin; wichtig

fur Adhasion der Blutplattchen an
verletzte Gefalle
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CD62L migG1 CD62L | B-Zellen, T-Zellen, 5ul Leukozytenadhasionsmolekiil; bindet

Monozyten, CD34, GlyCAM; vermittelt das
NK-Zellen Entlangrollen am Endothel
CD62P migG1 CD62pP 5ul Adhasionsmolekiil; bindet CD162
aktivierte (PSGL-1); vermittelt die Interaktion
Thrombozyten, zwischen Blutplattchen und
aktivierte Endothel- Endothelzellen bzw. Monozyten
zellen sowie das Entlangrollen von
Neutrophilen am Endothel
CD63 migG1 CD63 aktivierte 5ul Lysosomales Membranprotein, das
Thrombozyten, nach der Aktivierung an die
Monozyten, Zelloberflache verlagert wird
Makrophagen
anti-TCR yd Sl yd TCR
migG1 T-Zellen
T-Zellen 2 ul MHC Klasse Il Oberflachenrezeptor
anti-HLA-DR
mlgG2a

Zu 50 pl Vollblut wurden zuvor ausgetestete Mengen der entsprechenden Antikdrper und
Isotypkontrollen hinzugegeben und fir 20 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.
Eine differenzierte Auflistung von verwendeten Antikdrpern und Isotypkontrollen ist im
Anhangsteil der Dissertation zu finden (siehe Anhangskapitel).

Fir die Bestimmung der Thrombozytenmarker wurde Blut aus CTAD-Monovetten
(Sarstedt, Numbrecht, Deutschland) verwendet, fir alle anderen Untersuchungen Blut aus
EDTA-Monovetten (Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland). Nach Zugabe von 1 ml 1 x BD
FACS Lysing Solution (BD Bioscience, San Jose, USA) und einer Inkubation von zehn
Minuten bei Raumtemperatur zur Lyse der Erythrozyten erfolgte eine Zentrifugation (300 x
g fur 5 min; Mikro 200, Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Deutschland). Der Uberstand
wurde verworfen, die Zellen wurden einmal mit BD CellWash (BD Bioscience, San Jose,
USA) gewaschen und nach Zugabe von 200 pl BD CellWash am Zytometer analysiert. Es
wurden 20.000 bzw. 100.000 Leukozyten (bei den Markern CD3"yd TCR*, CD3"HLADR",
CD86'CD14'CD16", CD4'CD25") gemessen. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der
Software CellQuest (BD Bioscience, San Jose, USA).

3.3.3 Bestimmung zirkulierender Mikropartikel aus Thrombozyten

Die Untersuchung im Blut zirkulierender Mikropartikel aus Thrombozyten mittels
Durchflusszytometrie erfolgte in modifizierter Form nach Robert et al. [200]. Die
Mikropartikel wurden nach folgenden Parametern definiert: < 0,9 um (Vergleich mit Hilfe
von Kugeln mit standardisiertem Durchmesser 0,5 um, 0,9 ym, 3 pm; Megamix, Biocytex,
Marseille, Frankreich), Annexin-V* und CD42*. Annexin-V ist ein Ca?-abhangiges

Phospholipid-bindendes Protein mit einer hohen Affinitat fir Phosphatidylserin. Es bindet
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an Phosphatidylserin, welches auf der MembranaulRenseite apoptotischer Zellen
exprimiert wird und bindet daher auch an Mikropartikel [202]. Fur die Analyse wurde
plattchenfreies Plasma verwendet. Vollblut (CTAD-Monovette) wurde nach Abnahme
sofort zentrifugiert (600 x g fur 10 min bei Raumtemperatur), bei -80 °C gelagert und nach
dem Auftauen erneut zentrifugiert (5000 x g fur 5 min bei Raumtemperatur). 30 ul des
Uberstandes wurden zu folgenden Ansétzen pipettiert:

1. 3 pl Annexin-V PE (BD Biosciences, San Diego, USA) + 17 ul Annexin-V Binding

Buffer (1:10 in A. dest., sterilfiltriert) (BD Biosciences, San Diego, USA)

2. 5l CD42b FITC + 3 yl Annexin-V PE + 12 uyl Annexin-V Binding Buffer

3. 15 pl Annexin-V Binding Buffer
Nach 30 min Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur wurden 500 ul Binding Buffer
hinzugegeben und die gesamte Lésung (550 pl) in Truecount-Réhrchen (BD Biosciences,
San Jose, USA) gefiillt. In diesen Réhrchen befindet sich innerhalb eines Edelstahlankers
ein lyophilisiertes Sediment mit fluoreszierenden Mikropartikeln definierter Gré3e und
Anzahl, welches sich nach Kontakt mit der zu untersuchenden Suspension auflést. Nach
vorsichtigem Schutteln wurden die Proben am Durchflusszytometer analysiert. Die
Mikropartikel-Region wurde mit Hilfe der Megamix-Kugeln (Biocytex, Marseille,

Frankreich) definiert.

=) =)

Side Scatter
N
Side Scatter

10¢ o n! n? 1n? [1d

Forward Scatter Forward Scatter

10¢
10*

U

Annexin V PE
Annexin V PE
Annexin V PE

10! 10% 10° 10* ° 10' 10° 10° 10'

CD42b FITC CD42b FITC CD42b FITC

10% 10° 10*

Abb. 8: Bestimmung zirkulierender Mikropartikel aus Thrombozyten mittels Durchflusszytometrie.
A: Megamix-Partikel zur Definition der Mikropartikel-Grof3e mit einem Durchmesser von 0,5 ym (1),
0,9 um (2), 3 ym (3). Gate (4) wurde oberhalb der 0,9 ym Partikel definiert. B: Ermittlung der
Zahlpartikel der Truecount-Tubes pro Messung (Anzahl der Ereignisse in (5)). C-E: Aktivierung von
Gate (4), C: Annexin-V PE-Farbung; D: CD42b FITC- und Annexin-V PE-Farbung, E: Kontrolle

ohne Antikérper bzw. Annexin-V PE.
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Die Messung wurde gestoppt, wenn 10.000 Zahlpartikel der Truecount-Réhrchen (mit
einem Life-Gate) erfasst waren oder wenn das Réhrchen leer war. Die absolute Anzahl an
Mikropartikeln aus Thrombozyten kann mit folgender Formel ermittelt werden (die
Gesamtzahl der Zahlpartikel pro Test ist auf dem Etikett der Verpackung der Truecount-
Roéhrchen angegeben):

Anzahl gemessener Gesamizahl der Zahipartikel

Absolutzahl CD42b*Annexin V* Partikel . ;
CD420*Amexin V* Partiel =~ — x _Imgesamten Rohrchen
nzanl gemessener

Zahlpartikel Testvolumen (550 pl)

3.3.4 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

3.3.4.1 P-Selektin-Nachweis im Plasma

Es wurde ein kommerziell erhaltlicher ELISA-Kit der Firma R&D Systems (Minneapolis,
USA) verwendet. Alle Schritte wurden nach Firmenvorschrift durchgeftihrt.

Vollblut mit EDTA als Antikoagulanz wurde sofort nach Abnahme zentrifugiert (10 min,
600 x g, 4 °C), das Plasma wurde abpipettiert und bei -80 °C eingefroren. Alle Proben
einschliellich der Positivkontrolle (Kitbestandteil) wurden 1:20 in Sample Diluent
(Kitbestandteil) vorverdunnt. 100 pl der vorbereiteten Standards (Kitbestandteil),
Kontrollen und Proben wurden in jedes Loch der ELISA-Platte pipettiert. Danach wurden
100 pl des verdinnten Konjugates (Kitbestandteil) in jedes Loch gegeben. Die Platte
wurde bedeckt und fir 1 h bei Raumtemperatur auf einem Schittler (MTS4, Janke &
Kunkel IKA®-Labortechnik, Staufen i. Br., Deutschland) bei 450 U/min inkubiert.
AnschlieRend wurde die Platte geleert und mit 300 pl Waschpuffer (Kitbestandteil) pro
Loch viermal gewaschen. Nach Zugabe von 100 pl Substratldsung (Kitbestandteil)
erfolgte eine Inkubation flir 15 min bei Raumtemperatur. Dann wurden 100 pl Stopplésung
(Kitbestandteil) in jedes Loch gegeben. Die Messung der optischen Dichte erfolgte mit
Hilfe eines ELISA-Readers (anthos htlll, anthos Mikrosysteme GmbH, Krefeld,
Deutschland) bei 450 nm.

3.3.4.2 CD40 Ligand-Nachweis im Plasma

Es wurde ein kommerziell erhaltlicher ELISA-Kit der Firma R&D Systems (Minneapolis,
USA) verwendet. Alle Schritte wurden nach Firmenvorschrift durchgefihrt.

Vollblut mit EDTA als Antikoagulanz wurde sofort nach Abnahme zentrifugiert (10 min,
600 x g, 4 °C), das Plasma wurde abpipettiert und bei -80 °C eingefroren. Eine
zusatzliche Zentrifugation zur Gewinnung Plattchen-freien Plasmas wurde bei 10.000 x g
fir 10 min bei 4 ° C nach dem Auftauen vor Beginn des Assays durchgefihrt.

100 pl der Verdinnungslésung RD1-65 (Kitbestandteil) wurden in jedes Loch der ELISA-
Platte gegeben. Nach Zugabe von 100 ul der vorbereiteten Standards (Kitbestandteil) und
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Proben pro Loch wurde die Platte verschlossen und fiir 2 h bei Raumtemperatur auf
einem Schuttler bei 450 U/min inkubiert. AnschlieBend wurde die Platte viermal mit je
400 pl Waschpuffer (Kitbestandteil) pro Loch gewaschen. Danach wurden 200 pul des
Konjugates (Kitbestandteil) in jedes Loch pipettiert. Die Platte wurde bedeckt und fiir zwei
Stunden unter Schitteln (450 U/min) bei Raumtemperatur inkubiert. Nach viermaligem
Waschen wurden 200 pl der Substratlésung (Kitbestandteil) in jedes Loch gegeben. Es
erfolgte eine Inkubation fir 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur und anschlieend die
Zugabe von 50 pl Stopplésung (Kitbestandteil) in jedes Loch. Die Messung der optischen
Dichte erfolgte mit Hilfe eines ELISA-Readers (anthos htlll, anthos Mikrosysteme GmbH,
Krefeld, Deutschland) bei 450 nm.

3.3.5 Immunfluoreszenz

Nach Ende des Rezirkulationsversuches wurden einige Polyarylat-Resin-Kugeln aus dem
Minimodul entnommen und in einer 3 %igen Paraformaldehyd-Ldsung in PBS (phosphate
buffered saline) (Dulbecco’s PBS 1 x, PAA, Pasching, Osterreich) 10 min lang auf Eis
fixiert. Nach dreimaligem Waschen folgte eine Blockierung mit 2 % BSA (Bovine Serum
Albumin) in PBS bei Raumtemperatur fur 1 Stunde. Die Inkubation mit den primaren
Antikorpern erfolgte in 2 % BSA in PBS bei 4°C fiir 16 Stunden (Tab. 11).

Tab. 10: Primarantikérper fir die Immunfluoreszenz.

Antikorper Spezies Verdiinnung Firma
anti-human Maus, . L .
CD42b monoklonal 1:200 BD Biosciences, San Diego, USA
anti-human Kaninchen, . . . .
CD42b polyklonal 1:200 abcam, Cambridge, GroRbritannien
anti-human .
. Kaninchen, . . . .
Fibrinogen polyklonal 1:200 abcam, Cambridge, GroRbritannien

gamma Kette

Maus,

anti-human CD14 monoklonal 1:200 Immunotools, Friesoythe, Deutschland

L Tuch Maus, 1:200 Immunotools, Friesoythe, Deutschland
CD11b monoklonal ' ’ ’

anti-human CD3 Maus, 1:200 Immunotools, Friesoythe, Deutschland
monoklonal ' ’ ’

Die Proben wurden dreimal mit 0,2 % BSA in PBS gewaschen und dann mit dem
sekundaren Antikdrper in 2 % BSA in PBS im Dunkeln bei Raumtemperatur fur 1 Stunde

inkubiert. Danach wurden die Proben dreimal mit 0,2 % BSA in PBS gewaschen und in
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PBS uberfihrt. Ein Teil der Polyarylat-Resin Kugeln wurde auf spezielle Zellkulturschalen
mit Deckglaschen am Boden aufgetragen (Coverglass-bottom dish, SPL Life Sciences,
Co., Ltd. Korea). Die Analyse der Partikel erfolgte mit einem konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskop (Fluoview FV10i, Olympus America Inc., Center Valley, USA). Als Kontrollen
dienten Proben ohne Primarantikdrper sowie Partikel, die keinen Kontakt mit Blut hatten,

bei denen aber die vollstdndige Farbeprozedur durchgefihrt wurde.

Tab. 11: Sekundarantikorper fur die Immunfluoreszenz.

Antikorper Spezies Verdiinnung Firma
anti-Maus i i
Ziege 1:1000 Life Technologies GmbH, Darmstadt,
Alexa 546 Deutschland
anti-Kaninchen . . Life Technologies GmbH, Darmstadt,
Alexa 488 Ziege 1:1000 Deutschland

3.3.6 Hamatokrit-Korrektur
Aufgrund von Veranderungen des Hamatokrit-Wertes wahrend der Behandlungen wurden
Plasmakonzentrationen nach folgender Formel korrigiert [van Beaumont]:

Ceorr = C* (Hcto/Hetn)*(1-Het,)/(1-Hcto)
Far Vollblut-Messungen (Blutbild und Durchflusszytometrie) wurde die folgende Formel
angewendet:

Coorr = C*Hcto/Hct,

Hcty, = Hamatokrit vor Behandlung

Hct, = Hamatokrit zur Probenentnahmezeit n

3.3.7 Statistische Analysen

Die statistische Auswertung erfolgte mit Excel 2003 und SPSS Version 22 (IBM
Deutschland GmbH, Ehningen, Deutschland). Die Daten sind, wenn nicht anders
gekennzeichnet, als Mittelwert/Standardfehler des Mittelwertes dargestellt. Statistische
Analysen wurden mit dem Wilcoxon-Test (gepaarte Stichproben) oder mit dem Mann-
Whitney U-Test (ungepaarte Stichproben) durchgefiihrt. P-Werte von < 0,05 wurden als

statistisch signifikant betrachtet.
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v Ergebnisse

4.1 Das in-Vitro Rezirkulationsmodell
4.1.1 Wirkung auf Blutzellen

Das Rezirkulationsmodell bestand aus zwei getrennten Kreislaufen mit Blut vom gleichen
Spender. Zum einen wurde die Wirkung von Immunopure®-Adsorberkugeln auf Blutzellen

durch eine Passage mit Hilfe eines ,Minimoduls® untersucht. AuRerdem gab es einen

zweiten Kreislauf, in welchem das Blut durch eine leere Saule (,Leermodul®) floss. Wie in

der Anwendungsbeobachtung wurden in beiden Kreislaufen nach 15 min und nach 60 min

Blutproben vor und nach der Passage durch das Minimodul bzw. Leermodul enthommen.

4.1.1.1 Wirkung der Apherese mittels Immunopure®-Minmodul und Leermodul auf
das Blutbild
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Abb. 9 A - F: Wirkung der Module auf Hamoglobin (A), Hamatokrit (B), Thrombozyten (C),
Monozyten (D), Lymphozyten (E), Leukozyten (F) - gemessen in Ein- und Ausstrom nach 15 min

und 60 min im Minimodul und Leermodul. Es werden Durchschnittswerte und

Standartabweichungen aller sechs Probanden aufgefiihrt. Untersucht wurden die Ergebnisse im
Verlauf mit dem Ausgangswert in Minute 0 (100%) mittels Wilcoxon-Test (n=6)(*P<0,05) und mit
den Werten der Leermodule (n=6) mittels U-Test (# P<0,05).
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Abb. 9 G-I: Wirkung der Module auf neutrophile Granulozyten (G), eosinophile Granulozyten (H),
basophile Granulozyten (1) - gemessen in Ein- und Ausstrom nach 15 und 60 min im Minimodul und
Leermodul. Es werden Durchschnittswerte und Standartabweichungen aller sechs Probanden
aufgefihrt. Untersucht wurden die Ergebnisse im Verlauf mit dem Ausgangswert in Minute 0
(100%) mittels Wilcoxon-Test (n=6)(*P<0,05) und mit den Werten der Leermodule (n=6) mittels U-
Test (# P<0,05).

Die in den Abbildungen aufgefuhrten Graphen zeigen die Veradnderungen der einzelnen
Zellarten des Blutbildes wahrend der Rezirkulationsversuche. Hamoglobin und Hamatokrit
veranderten sich in dem Rezirkulationsmodell weder im Immunopure®-Minimodul noch im
Leermodul signifikant. Bei den Thrombozyten zeigte sich ein signifikanter starker Abfall
nach 15 min auf 23,7% und nach 60 min auf 56,6% des 0-Wertes im Ausstrom des
Minimoduls. Auch im Einstrom konnten signifikante Reduzierungen erhoben werden: auf
74,9 % des 0-Wertes nach 15 min und 66,7 % des 0-Wertes nach 60 min. Im Leermodul
gab es keine signifikanten Veranderungen im Vergleich zum 0-Wert. Die Zahl der
Monozyten wurde bei Zirkulation durch das Minimodul signifikant reduziert auf 36,8% des
0-Wertes nach 15 min im Ausstrom des Minimodules und auf signifikante 46,7% des O-
Wertes im Ausstrom des Minimodules nach 60 min. Auch im Einstrom war die Reduktion
der Monozyten nach 15min (81,8% des 0-Wertes) und 60min (58,5% des 0-Wertes)
signifikant. Im Leermodul gab es keine signifikanten Veranderungen im Vergleich zum 0-
Wert. Bei den Lymphozyten zeigte sich lediglich im Einstrom des Leermoduls nach 60 min
eine signifikante Reduzierung (90,2% des 0-Wertes). Die weiteren Messungen ergaben
nicht signifikante Veranderungen: im Minimodul zeigte sich nach 15 min verglichen mit
dem O-Wert eine Reduzierung auf 97,1% des 0-Wertes im Einstrom und 96,9% im
Ausstrom. Nach 60 min konnten im Einstrom 99,5% des 0-Wertes im Einstrom und 101,1

% im Ausstrom detektiert werden.
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Nur geringe, aber signifikante Veranderungen zeigten sich bei den Leukozyten: Hier
betrug die Zellzahl im Ausstrom des Minimoduls nach 15 min 70% des 0-Wertes und nach
60 min 79,4% des 0-Wertes. Im Einstrom des Minimoduls betrug die Anzahl der
Leukozyten nach 15 min 91,2 % und nach 60 min 85,3 % des 0-Wertes. Alle vier
Messungen ergaben signifikante Reduzierungen. Im Leermodul zeigten sich nach 15 min
weder im Einstrom (101,3% des 0-Wertes), noch im Ausstrom (100,9% des 0-Wertes)
signifikante Veranderungen im Vergleich zum 0-Wert. Nach 60 min stellten sich jedoch
signifikante Reduzierungen der Leukozytenzahl auf 91,8% des 0-Wertes im Einstrom und
93,5% des 0-Wertes im Ausstrom des Leermodules dar.

Die Zahl der Neutrophilen Granulozyten betrug im Einstrom des Minimoduls nach 15 min
90% und nach 60 min 81,1% des 0-Wertes. Durch die Passage des Minimoduls sank die
Anzahl der Neutrophilen Granulozyten nach 15 min auf 58,3% und nach 60min auf 71,5%
des 0-Wertes. Die Veranderungen waren dabei alle signifikant. Im Leermodul gab es
keine signifikanten Reduzierungen im Vergleich zum 0-Wert.

Die Zahl der eosinophilen Granulozyten wurde durch das Immunopure®-Minimodul
signifikant reduziert auf 39% des 0-Wertes nach 15 min und 66,4% des 0-Wertes nach
60min (gemessen im Ausstrom - ebenfalls signifikant). Im Einstrom des Minimoduls zeigte
sich eine Reduzierung auf 81,2% des 0-Wertes nach 15 min (nicht signifikant) und 79%
des 0-Wertes nach 60 min (signifikant). Im Leermodul gab es keine signifikanten
Reduzierungen im Vergleich zum 0-Wert. Die Anzahl der basophilen Granulozyten sank
nach 15 min im Ein- und Ausstrom des Minimodules nicht signifikant. Signifikant war
lediglich die Reduzierung der basophilen Granulozyten nach 60min im Ausstrom des
Minimodules im Vergleich zum 0-Wert (39,8% des 0-Wertes). Nach 15 min betrug die
Zellzahl 128,61% des 0-Wertes im Einstrom und 84,40% des 0-Wertes im Ausstrom des
Minimodules. Im Leermodul waren die Veranderungen nicht signifikant im Vergleich zum
0-Wert.
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4.1.1.2 Wirkung auf Oberflaichenmarker:

Verlauf: CD10+-Granulozyten Verlauf: CD14+- Monozyten / Makrophagen
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Verlauf: CD11b+-Zellen Verlauf: Mean CD11b (mean channel fluorescence)
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Abb. 10 A-H : Durchflusszytometrie-Analysen von CD10+-Granulozyten (A), CD14+-Monozyten /
Makrophagen (B), CD14+CD16+-Monozyten (C), CD62L+CD11b+-Leukozyten (D), CD62L+-Zellen
(E), Mean-CD62L-Zellen (F), CD11b+-Zellen (G) und MeanCD11b-Zellen (H) - gemessen in Ein-
und Ausstrom nach 15 und 60 min im Minimodul und Leermodul. Es werden Durchschnittswerte
und Standartabweichungen aller sechs Probanden aufgefiihrt. Untersucht wurden die Ergebnisse
im Verlauf mit dem Ausgangswert in Minute 0 (100%) mittels Wilcoxon-Test (n=6)(*P<0,05) und mit
den Werten der Leermodule (n=6) mittels U-Test (# P<0,05).

Bei den in vitro Versuchen zeigte sich eine eliminierende Wirkung des Immunopure®-
Minimoduls auf CD10+-Granulozyten und CD14+-Makrophagen/-Monozyten.
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CD10+-Granulozyten wurden in ihrer Anzahl signifikant durch die Adsorberpassage im
Ausstrom des Minimodues auf 65,5% des 0-Wertes nach 15 min und signifikant auf
77,6% des 0-Wertes nach 60 min reduziert. Im Einstrom zeigte sich lediglich nach 60min
eine signifikante Reduzierung auf 85,8% des 0-Wertes. Im Leermodul zeigten sich keine
signifikanten Veranderungen im Ein- und Ausstrom. CD14+-Makrophagen/-Monozyten
konnten sowohl im Einstrom des Minimoduls nach 15 min signifikant auf 84,5% und nach
60 min signifikant auf 63,3% des 0-Wertes reduziert werden. Nach Adsorberpassage
konnte die Anzahl der Zellen signifikant auf 39% des 0-Wertes nach 15 min und 52,5%
nach 60 min reduziert werden (gemessen im Ausstrom). Im Leermodul gab es keine
signifikanten Veranderungen. CD14+CD16+-Monozyten wurden durch das Minimodul im
Einstrom nach 15 min auf nicht signifikante 91,3% und nach 60 min auf signifikante 59,6%
des 0-Wertes reduziert. Die Messungen im Ausstrom erbrachten eine signifikante
Reduzierung auf 40,5% nach 15 min und 51,9% des 0-Wertes nach 60 min. Die Ver-
anderungen im Leermodul waren nicht signifikant. CD62L+-Zellen wurden signifikant auf
85,8% des 0-Wertes nach 15 min und 72,3% nach 60 min im Einstrom - sowie 63,7%
nach 15 min und 67,4% nach 60 min im Ausstrom des Minimoduls reduziert (alle
Messungen signifikant). Im Leermodul zeigten sich signifikante Reduzierungen nach 60
min im Ein- und Ausstrom auf 78,4% (Einstrom) und 78,1% (Ausstrom). Nach 15 min
zeigten sich im Leermodul keine signifikanten Veranderungen in Ein- und Ausstrom.

Die Reduzierung der Mean CD62L+-Zellen war bei allen Messungen im Ein- und
Ausstrom des Minimoduls signifikant. Im Einstrom nach 15 min auf 82,6% und nach 60
min auf 54,5% des 0-Wertes. Im Ausstrom betrug die Reduzierung nach 15 min 77,6%
und nach 60 min 57,2% des 0-Wertes. Im Leermodul waren die Veranderungen nach 60
min signifikant bei 62,9% des 0-Wertes im Einstrom und 65,3% des 0-Wertes im
Ausstrom. Nach 15 min zeigten sich im Leermodul keine signifikanten Veranderungen.

Bei den CD62L+CD11b+Leukozyten wurden im Minimodul sowohl im Einstrom nach 15
min (88,3% des 0-Wertes) und 60 min (65,8% des 0-Wertes), als auch nach
Adsorberpassage im Ausstrom (nach 15 min 57,3%, nach 60 min 57,7% des 0-Wertes)
signifikante Reduzierungen festgestellt. Im Leermodul zeigten sich nur nach 60 min
signifikante Verringerungen: im Einstrom 74,8% und im Ausstrom 74,6% des 0-Wertes.
Bei CD11b+-Zellen war nach 15min eine signifikante Verringerung im Ausstrom des
Minimoduls zu erheben auf 61,2% des 0-Wertes. Die Verringerungen nach 15min im
Einstrom (90,6%) als auch in Einstrom und Ausstrom des Leermoduls nach 15 min
(102,6% und 101,4% des 0-Wertes) waren nicht signifikant. Nach 60min war eine
signifikante Verringerung sowohl im Einstrom und Ausstrom des Minimoduls (82,2% und
74,3% des 0-Wertes), als auch des Leermoduls (88,8% im Einstrom und 93,3% im
Ausstrom) zu erheben. Die Anzahl Mean CD11b-Marker wurden durch die Zirkulation
sowohl mit Minimodul als auch mit Leermodul signifikamt erhéht: im Minimodul zeigte sich
nach 15 min ein signifikanter Anstieg auf 132,9% im Einstrom und 153,5% des 0-Wertes
im Ausstrom. Nach 60 min betrug der Anstieg signifikante 185,7% im Einstrom und
signifikante 181,7% im Ausstrom. Im Leermodul konnte nach 15 min ebenso ein
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signifikanter Anstieg auf 142,4% im Einstrom und 131,5% im Ausstrom erhoben werden.

Nach 60 min zeigte sich der Anstieg weiterhin signifikant mit im Einstrom 176,1% und im
Ausstrom 159% des 0-Wertes.

Verlauf: CD42b+CD11b+-Zellaggregate
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Abb. 10 I-M: Durchflusszytometrie-Analysen von CD42b+CD11b+- (I), CD42b+CD3+- (J), CD42b
+CD14+- (K), CD42b+CD62P+- (L), CD42b+CD63+-Zellaggregaten (M) - gemessen in Ein- und
Ausstrom nach 15 und 60 min im Minimodul und Leermodul. Es werden Durchschnittswerte und
Standartabweichungen aller sechs Probanden aufgefiihrt. Untersucht wurden die Ergebnisse im
Verlauf mit dem Ausgangswert in Minute 0 (100%) mittels Wilcoxon-Test (n=6)(*P<0,05) und mit

den Werten der Leermodule (n=6) mittels U-Test (# P<0,05).

Des Weiteren wurde ex vivo die Wirkung der Minimodule auf sogenannte Plattchen-

Leukozyten Komplexe (Zellaggregate) untersucht. Bei CD42b+CD11b+-Zellkomplexen

fand sich lediglich nach 15min im Ausstrom des Minimoduls eine signifikante Reduzierung
von CD42b+CD11b+-Zellkomplexen auf 56,4% des 0-Wertes. Im Einstrom nach 15 min
(91,3% des 0-Wertes), sowie im Ausstrom nach 15 min (105% des 0-Wertes) und 60 min
(109,1% des 0-Wertes) zeigten sich keine signifikanten Veranderungen. Im Leermodul

zeigte sich ein signifikanter Zuwachs der CD42b+CD11b+-Zellkomplexe nach 15min im

Einstrom auf 123,50% des 0-Wertes. Die weiteren Veranderungen waren nicht signifikant
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(121,41% des 0-Wertes im Ausstrom nach 15min, nach 60 min im Einstrom 114,34% des
0-Wertes und im Ausstrom 121,1% des 0-Wertes). CD42b+CD3+-Zellaggregate konnten
durch die Adsorberpassage im Minimodul auf signifikante 34,2% des 0-Wertes nach 15
min und signifikante 67,6% nach 60 min reduziert werden (gemessen im Ausstrom).
Im Einstrom, sowie im Leermodul waren die Reduzierungen nicht signifikant. Die Zahl der
CD42b+CD14+-Zellaggregate reduzierte sich nach 15 min im Einstrom des Minimoduls
auf signifikante 88,08% des 0-Wertes. Nach Adsorberpassage zeigte sich eine
signifikante Reduzierung auf 36,9% des 0-Wertes. Nach 60 min konnten im Einstrom
85,5% des 0-Wertes (keine signifikante Reduzierung) dargestellt werden - nach
Adsorberpassage betrug die Zahl der CD42b+CD14+-Zellaggregate im Ausstrom 69%
des 0-Wertes (signifikante Reduzierung). Im Leermodul zeigte sich lediglich nach 15 min
eine signifikante Veranderung der Zellaggregate: es kam zu einem Anstieg auf 134,59%
des 0-Wertes. Durch die Rezirkulation im Minimodul erhéhte sich die Zellzahl von CD42b
+CD62P+-Zellaggregate im Minimodul als auch im Leermodul: Die Zahl der CD42b
+CD62P+- Zellaggregate betrug im Minimodul 584,4% des 0-Wertes nach 15min und
535,9% nach 60min im Einstrom - im Ausstrom 625,7% nach 15min und 509,9% nach
60min. Die Veranderungen in allen Messungen waren dabei signifikant. Im Leermodul
betrug die Zahl der Zellaggregate 292,8% des 0-Wertes im Einstrom nach 15 min und
481,6% nach 60 min, im Ausstrom 308,7% nach 15min und 377,1% nach 60min.
Hier waren ebenfalls alle Messungen signifikant. Die Zahl der CD42b+CD63+-
Zellaggregate betrug im Einstrom des Minimoduls nach 15 min 207,4%, und im Ausstrom
225,4% des 0-Wertes (signifikante Messergebnisse). Nach 60 min zeigten sich 310,5%
des 0-Wertes im Einstrom und 276,9% im Ausstrom (signifikante Veranderungen). Im
Leermodul stieg die Zahl der Zellen ebenfalls - im Einstrom auf nicht signifikante 158,43%
des 0-Wertes nach 15min und signifikante 313,51% des 0-Wertes nach 60min. Im
Ausstrom betrug die Zahl 187,22% nach 15min und 231,02% nach 60min. Die
Veranderungen im Ausstrom nach 60 min waren signifikant.

Verlauf: CD3+CD4+-Zellen Verlauf: CD3+CD8+-Zellen
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Abb. 10 N-O: Durchflusszytometrie-Analysen von CD3+CD4+- (N), CD3+CD8+-Zellaggregate (O)
- gemessen in Ein- und Ausstrom nach 15 und 60 min im Minimodul und Leermodul. Es werden
Durchschnittswerte und Standartabweichungen aller sechs Probanden aufgefiihrt. Untersucht
wurden die Ergebnisse im Verlauf mit dem Ausgangswert in Minute 0 (100%) mittels Wilcoxon-Test
(n=6)(*P<0,05) und mit den Werten der Leermodule (n=6) mittels U-Test (# P<0,05).
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Verlauf: CD3+TCRgd+-Zellen Verlauf: CD3+HLADR+-Zellen
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Abb. 10 P-Q: Durchflusszytometrie-Analysen von CD3+TCRgd+- (P), CD3+HLADR+-
Zellaggregate (Q) - gemessen in Ein- und Ausstrom nach 15 und 60 min im Minimodul und
Leermodul. Es werden Durchschnittswerte und Standartabweichungen aller sechs Probanden
aufgefiihrt. Untersucht wurden die Ergebnisse im Verlauf mit dem Ausgangswert in Minute 0
(100%) mittels Wilcoxon-Test (n=6)(*P<0,05) und mit den Werten der Leermodule (n=6) mittels U-
Test (# P<0,05).

Es konnte keine signifikante Wirkung der Immunopure®-Adsorberkugeln auf CD3+CD4+-,
CD3+CD8+-, sowie CD3HLADR+ oder CD3+TCRgd+-Zellaggregate im Ein- und
Ausstrom des Minimoduls festgestellt werden. Auch im Ein- und Ausstrom des
Leermoduls zeigten sich keine signifikanten Veranderungen. Bei der Messung der
CD3+CD4+-Zellaggregate zeigten sich nach 15 min im Einstrom des Minimoduls 95,35%
und im Ausstrom 97,12% des 0-Wertes. Nach 60 min konnten 91,67% des 0-Wertes im
Einstrom und 105,14% des 0-Wertes im Ausstrom detektiert werden. Beim Leermodul
betrug die Zahl der Zellaggregate im Einstrom nach 15 min 100,68% und im Ausstrom
98,41% des 0-Wertes. Nach 60 min zeigten sich im Einstrom 92,85% und im Ausstrom
88,97% des 0-Wertes. Die CD3+CD8+-Zellaggregate wurden im Minimodul nach 15 min
im Einstrom auf 93,76% des 0-Wertes reduziert und im Ausstrom auf 94,84%. Nach 60
min konnten im Einstrom 91,96% und im Ausstrom 103,09% des 0-Wertes detektiert
werden. Beim Leermodul zeigte sich nach 15 min eine leichte Reduktion auf 99,34% des
0-Wertes im Einstrom und 99,25% des 0-Wertes im Ausstrom. Nach 60 min konnte eine
Reduktion auf 92,43% des 0-Wertes im Einstrom und 91,47% des 0-Wertes im Ausstrom
erhoben werden. Die Zahl der CD3+TCRgd+-Zellaggregate zeigte sich nach 15 min leicht
reduziert bei 97,44% des 0-Wertes im Einstrom und 95,22% im Ausstrom. Nach 60min
stieg die Zahl der Zellaggregate auf 103,86% des 0-Wertes im Einstrom und 102,51% im
Ausstrom an. Im Leermodul war eine leichte Reduzierung nach 15min auf 97,41 % des 0-
Wertes im Einstrom und ein leichter Anstieg 103,01 % des 0-Wertes im Ausstrom zu
erheben. Nach 60 min war eine Reduzierung auf 96,14% des 0-Wertes im Einstrom und
92,51% im Ausstrom zu erheben. Bei der Messung der CD3+HLADR+-Zellaggregate
zeigte sich nach 15 min im Einstrom ein Anstieg auf 165,43% des 0-Wertes und im
Ausstrom auf 155,81% des 0-Wertes. Nach 60 min lie® sich im Einstrom 171,85% und im
Ausstrom 174,54% des 0-Wertes nachweisen. Im Leermodul zeigte sich ebenso eine
Zunahme der Zellaggregate: nach 15 min im Einstrom 181,4 % des 0-Wertes und im
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Ausstrom 163,76% - nach 60 min konnte weiterhin eine Zunahme auf 173,65 % des O-

Wertes im Einstrom und 153,93% im Ausstrom festgestellt werden.

4.1.1.3 Wirkung auf Mikropartikel

Thrombozyten assoziierte Mikropartikel
14 -

Hmmunopure
-Minimodule -"

OLeermodul

MP /uL

0 min
15 min
Einstrom
15 min
Ausstrom
60 min
Einstrom
60 min
Ausstrom

Abb. 11: Anzahl von Thrombozyten assoziierten Mikropartikel wahrend des
Rezirkulationsversuches - dargestellt in Zahl / pl - untersucht im Immunopure®-Minimodul und
Leermodul. Messungen wurden im Ein- und Ausstrom nach 15 min und 60 min erhoben. Es
werden Durchschnittswerte und Standartabweichungen aller sechs Probanden aufgefiihrt. Statistik:
untersucht wurden die Ergebnisse im Vergleich mit dem Ausgangswert in Minute 0 mittels
Wilcoxon-Test (n=6)(*P<0,05) und mit den Werten der Leermodule (n=6) mittels U-Test (# P<0,05).

Die Anzahl der Mikropartikel war im Einstrom des Minimoduls nach 15 min auf nicht
signifikante 133,8% des 0-Wertes gestiegen. Durch die Adsorberpassage konnte eine
deutliche und signifikante Reduzierung auf 78,9% des 0-Wertes im Immunopure®-
Kreislauf dargestellt werden (gemessen im Ausstrom). Nach 60 min betrugen die Werte
vor der Passage durch das Minimodul 133,7% und nach der Passage 145,9% des O-
Wertes. Die Messungen zeigten keine signifikante Veranderung mehr zum 0-Wert. Im Ein-
und Ausstrom des Leermoduls variierten die Werte in nicht signifikantem Ausmaf: 129%
des 0-Wertes im Einstrom und 106% des 0-Wertes im Ausstrom nach 15 min, sowie nach
60 min 133% des 0-Wertes im Einstrom und 145% des 0-Wertes im Ausstrom.

4.1.1.4 sP-Selektin

In Bezug auf die sP-Selektine konnte im in-vitro-Rezirkulationsversuch keine
eliminierende Wirkung im Ein- und Ausstrom des Minimoduls, als auch des Leermoduls
festgestellt werden. Es wurde ein signifikanter Anstieg der sP-Selektin Konzentration nach
60min nach Adsorberpassage im Vergleich Einstrom zu Ausstrom festgestellt (28,1ng/ml
auf 30,3ng/ml).Es wurde kein Einfluss auf beim Leermodul festgestellit.

51



40
35 1
30 1

20 |
15 1
10 1

[ng/ml]

0 min Einstrom 60 min | Ausstrom 60 min 0 min Einstrom 60 min | Ausstrom 60 min

Leermodul Immunopure-Minimodul

Abb. 12: Wirkung des in vitro-Rezirkulationsversuchs auf die sP-Selektin-Konzentration -
gemessen am 0-Wert im Leermodul und Immunupure-Minimodul im Ein- und Ausstrom nach
60min. Es werden Durchschnittswerte und Standartabweichungen aller sechs Probanden
aufgefihrt. Untersucht wurden die Ergebnisse im Verlauf mit dem Ausgangswert in Minute O mittels
Wilcoxon-Test (n=6)(*P<0,05) und mit den Werten der Leermodule (n=6) mittels U-Test (# P<0,05).

4.1.1.5 CD40 Ligand
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Abb. 13: Konzentration von CD40-Liganden beim in-vitro-Rezirkulationsversuch — gemessen im
0-Wert im Leermodul und Immunopure-Minimodul im Ein- und Ausstrom nach 60min. Es werden
Durchschnittswerte und Standartabweichungen aller sechs Probanden aufgefiihrt. Untersucht
wurden die Ergebnisse im Verlauf mit dem Ausgangswert in Minute 0 (100%) mittels Wilcoxon-Test
(n=6)(*P<0,05) und mit den Werten der Leermodule (n=6) mittels U-Test (# P<0,05).

Nach in-vitro-Rezirkulation durch das Immunopure®-Minimodul konnte eine signifikante
Erhéhung der CD40L-Konzentration im Vergleich zum 0-Wert in Einstrom und Ausstrom
gemessen werden. Der Anstieg der Konzentration zwischen Einstrom und Ausstrom nach
60 min war ebenfalls signifikant. Im Leermodul zeigte sich nach 60 min im Ausstrom ein
signifikanter Anstieg im Vergleich zum 0-Wert. Nach Rezirkulation durch das Minimodul
zeigten sich keine signifikanten Veranderungen.
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4.1.2 Untersuchung der Polyarylat-Resin-Kugeln mit dem konfokalem

Rastermikroskop

Abb. 14 A-l: Bilder eines konfokalen Laser-Scanning Mikroskopes von PAR-Kugeln des
Immunopure®-Adsorbers - A-D: nach Blutkontakt in der Zirkulation:
A: CD42b (griin), CD11b (rot); B: CD42b (griin), CD14 (rot); C: CD42b (rot), CD3 (rot);
D: Fibrinogen (griin), CD42b (rot); E-H: Kontrollen ohne Blut: E: CD42b (grin), CD11b (rot); F;
CD42b (griin); CD14 (rot); G: CD42b (rot), CD3 (rot), H: Fibrinogen (griin), CD42b (rot), I: Kontrolle
ohne primaren Antikorper - nach der Blutzirkulation

Um die Zelladsorption an den Polyarylat-Resin-Kugeln (PAR-Kugeln) zu untersuchen,
wurden einzelne Kugeln aus den Immunopure®-Minimodulen nach den Rezirkulations -
versuchen entnommen und in 3% Paraformaldehyd-Losung fixiert. Nach Immun-
markierung durch primare und sekundare Antikdrper wurden die Kugeln auf ein Deckglas
transferiert und mittels konfokalem Laser-Scanning Mikroskop untersucht. Kugeln ohne
Immunmarkierung, sowie ohne Kontakt zu Blut, dienten als Kontrolle. Auf den Bildern A-D
(Abb. 38) nach Kontakt mit Blut aus der Immunopure®-Zirkulation:

Hier sind die CD42b-Thrombozyten griin (A und B) bzw. rot (C und D) dargestellt. Auf Bild
A sind neben CD42b-Thrombozyten CD11b+-Zellen (auf Lymphozyten, Granulozyten,
Monozyten oder Makrophagen exprimiert) zu sehen. Auf Bild B sind neben CD42b-
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Thrombozyten CD14+-Monozyten. Bild C zeigt des Weiteren CD3+-Zellen (bspw. T-
Zellen), Bild D Fibrinogen. Letztlich demonstrieren die Bilder des konfokalen Laser-
Scanning Mikroskopes die Adsorption von Fibrinogen, CD42b+ Thrombozyten, CD11b+
tragenden Zellen, CD3+-Leukozten und CD14+-Monozyten auf der Kugeloberflache.

Auf den Bildern E-H werden Bilder der PAR-Perlen unter dem konfokalen Laser-Scanning
Mikroskop dargestellt, welche nicht mit Blut in Kontakt gekommen sind. Bild | stellt die
PAR-Perlen ohne vorherigen Kontakt mit primaren Antikdrpern dar - nach Kontakt mit der
Blutzirkulation.

4.2 In-Vivo - Die Anwendungsbeobachtung

4.2.1 Patientencharakteristika

In die Anwendungsbeobachtung wurden insgesamt sechs Patienten aufgenommen,
welche an einer mittel- bis schweren Form der Colitis ulcerosa litten. Das Geschlechter-
verhaltnis betrug 50:50. Die Patienten waren zwischen 27 und 52 Jahren alt bei einem
Durschnittsalter von 40,5 Jahren. Die Frauen waren im Schnitt 38 und die Manner 43
Jahre alt. Vor Beginn der Anwendungsbeobachtung und finf Wochen nach Therapieende
in Woche 10 wurde bei allen Patienten der klinische Aktivitatsindex nach Rachmilewitz
(CAl) [78] erhoben.

4.2.2 Therapieansprechen

Alle Patienten konnten alle Apheresebehandlungen und Untersuchungen protokollgemaf
absolvieren. Die Apherese wurde von allen Patienten gut vertragen. Relevante
Nebenwirkungen wurden nicht beobachtet. FUnf der sechs Patienten profitierten von der
Behandlung (83%), vier von sechs (67%) gingen sogar in Remission. Die Remission ist
definiert als ein Score-Wert vier Punkten oder weniger - das klinische Ansprechen als
Verringerung des Scores von mindestens drei Punkten. Am starksten profitierte eine
27jahrige Patientin mit einer Verringerung des CAl um neun Punkte. Im Durchschnitt
reduzierte sich der CAl der Patienten, sofern diese auf die Therapie ansprachen, um 6,4
Punkte.
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Tab. 12: Vorstellung der Patientencharakteristika, der bisherigen medizinischen Therapie sowie
des CAl nach Rachmilewitz vor Therapie, sowie finf Wochen nach Therapieende

Patient

Geschlecht Alter med. Therapie CAl vorher CAl danach Verbesserung
5-ASA,
Glukokortikoide,
Mannlich 52 Tacrolimus 6 1 5
Weiblich 27 Tacrolimus, 5-ASA 13 4 9
5-ASA,
Mannlich 30 Glukokortiokoide 7 3 4
Weiblich 35 5-ASA 13 5 8
5-ASA,
Glukokortikoide,
Mannlich 47 Tacrolimus 10 10 0
5-ASA,
Weiblich 52 Glukokortiokoide 8 2 6

4.2.3 Wirkung der Apherese
4.2.3.1 Vitalparameter

160

N
N
o

(o]
o

Q
O
Q

RR in mmHg /
Herzfrequenz in /min

N
o

O Systolischer Wert O Diastolischer Wert O Herzfrequenz

O\O/O\O/O\O/O\O/O\O

Behandlung 1 Anfang
Behandlung 1 Ende
Behandlung 2 Anfang
Behandlung 2 Ende
Behandlung 3 Anfang
Behandlung 3 Ende
Behandlung 4 Anfang
Behandlung 4 Ende
Behandlung 5 Anfang
Behandlung 5 Ende

Abb: 15: Mittelwerte der Vitalparameter der Patienten am Anfang und Ende jeder Behandlung

Vor allem zu Beginn der Anwendungsbeobachtung waren Blutdruck und Herzfrequenz zu

Beginn einer Apheresesitzung hdher als am Ende derselben. Diese Differenz wurde in

den folgenden Apheresesitzungen jedoch geringer (Vergeich Mittelwert 145/88 mmHg zu

Beginn der Apherese zu 120/75 mmHg zum Ende der Apheresesitzung 1, sowie 147/80
mmHg zu 144/70 mmHg in Apheresesitzung 5). Nach Einschatzung des betreuenden

Arztes waren dies keine klinisch relevanten Veranderungen.
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4.2.3.2 Blutbild
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Abb. 16 A-F: Veranderungen des Blutbildes (Hamoglobin (A), Hamatokrit (B), Thrombozyten (C),
Monozyten (D), Lymphozyten (E), Leukozyten (F)) im Ein- und Ausstrom nach 15 min und 60 min
im Rahmen der Apherese mit dem Immunopure®-Adsorber. Es werden Durchschnittswerte und
Standartabweichungen aller sechs Probanden aufgefiihrt. Untersucht wurden die Ergebnisse im
Verlauf mit dem Ausgangswert in Minute 0 (100%) mittels Wilcoxon-Test (n=6)(*P<0,05)

Im Rahmen der Anwendungsbeobachtung konnten sowohl beim Hamoglobin-Wert als
auch beim Hamatokrit zwar nur geringflgige, aber signifikante Reduzierungen festgestellt
werden. Der Hamoglobin-Wert sank signifikant nach 15 min von 8,2mmol/l auf 7,6mmol/l
im Ein- und Ausstrom. Wahrend der weiteren Apherese blieb der Hamoglobin-Wert bei
konstant 7,6mmol/l. Der Hamatokrit sank signifikant von 0,39 L/L auf 0,36 L/L im Ein- und
Ausstrom nach 15 min und verblieb auf diesem Wert. Die Anzahl der Thrombozyten wurde
im Verlauf der Apheresetherapie signifikant reduziert auf 97,14% des 0-Wertes im
Einstrom nach 15 min und konnte durch Adsorberpassage auf signifikante 32,5% des O-
Wertes reduziert werden. Nach 60 min waren 95% des 0-Wertes im Einstrom zu erheben
(signifikante Reduzierung). Nach Passage konnte eine Reduzierung der Thrombozyten
auf 93,1% des 0-Wertes erhoben werden (signifikante Reduzierung im Vgl. zum 0-Wert).
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Die Monozytenanzahl wurde durch die Apherese signifikant auf 87,9% des 0-Wertes nach
15 min im Einstrom und ebenso signifikant auf 32,5% nach 15 min im Ausstrom reduziert.
Nach 60 min Apherese konnte im Einstrom 82,3% und im Ausstrom 34,1% des 0-Wertes
nachgewiesen werden (signifikante Reduzierungen). Bei der Messung der Lymphozyten-
zahlen zeigte sich lediglich im Ausstrom nach 60min eine signifikante Reduzierung auf
92,5% des 0-Wertes. Die Messungen nach 15 min im Ein- und Ausstrom (97,1% und
96,2% des 0-Wertes), sowie nach 60 min im Einstrom (94,1% des 0-Wertes) stellten nicht
signifikante Reduzierungen dar. Die Anzahl der Leukozyten reduzierte sich nur nach
Adsorberpassage im Ausstrom signifikant: nach 15 min auf 61,8% des 0-Wertes und nach
60 min 62,76% des 0-Wertes. Die Messungen im Einstrom zeigten mit 98,9% des O-
Wertes nach 15 min und 96,4% des 0-Wertes nach 60min keine signifikante

Reduzierungen.

Neutrophile Granulozyten Eosinophile Granulozyten
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Abb. 16 G-I: Veranderungen des Blutbildes (Neutrophile Granulozyten (G), Eosinophile
Granulouyten (H), Basophile Granulozyten (1)) - im Ein- und Ausstrom nach 15 min und 60 min im
Rahmen der Apherese mit dem Immunopure®-Adsorber. Es werden Durchschnittswerte und
Standartabweichungen aller sechs Probanden aufgefiihrt. Untersucht wurden die Ergebnisse im
Verlauf mit dem Ausgangswert in Minute 0 (100%) mittels Wilcoxon-Test (n=6)(*P<0,05)

Die neutrophilen Granulozyten konnten durch die Adsorberpassage signifikant gesenkt
werden: So betrug die Zahl der neutrophilen Granulozyten nach Adsorberpassage im
Ausstrom nach 15 min 56,6% des 0-Wertes (im Vergleich zu nicht signifikante 100,22%
des 0-Wertes im Einstrom) und nach 60min 58,6% des 0-Wertes (Vgl: nicht signifikante
95,3% des 0-Wertes im Einstrom). Die Anzahl der eosinophilen Granulozyten sank nach
Adsorberpassage nah 15 min auf 57,2% des 0-Wertes im Ausstrom. Im Einstrom wurde
eine nicht signifikante Reduzierung auf 95,3% des 0-Wertes erhoben. Nach 60 min

57



zeigten sowohl die Messungen im Ein- als auch Ausstrom signifikante Reduzierungen. Im
Einstrom wurden 71,5% des 0-Wertes, im Ausstrom 59,8% des 0-Wertes erhoben.

Die basophilen Granulozyten konnten durch die Apherese ebenfalls reduziert werden.
Nach 15 min wurde die Zahl auf 57,1% des 0-Wertes im Ausstrom reduziert.

Vor Adsorberpassage stieg die Zellzahl nicht signifikant auf 106,62% des 0-Wertes an.
Nach 60 min konnte die Apherese die Zellmenge ebenfalls signifikant reduzieren: von
einem signifikanten Anstieg von 115,3% im Einstrom auf 86,6% im Ausstrom.

4.2.3.3 Veranderungen des Blutbildes iliber fiinf Wochen

Bei der Untersuchung des Blutbildes Uber funf Wochen konnte keine signifikante
Veranderung einzelner Zellpopulationen erhoben werden. Die Verlaufe der einzelnen
Zellen sind in Tab 14. graphisch dargestellt:

Tab. 13: Verdnderungen einzelner Zellsorten Uber fiinf Wochen. Es werden Durchschnittswerte
und Standartabweichungen aller sechs Probanden aufgefiihrt. Statistisch vergleichen wurden die
Ergebnisse mit dem Ausgangswert in Minute 0 (100%) mittels Wilcoxon-Test (n=6)(*P<0,05)

Woche 1 Woche 2 Woche 3 Woche 4 Woche 5
e 8,27 8,20 8,20 8,15 8,17
Hamatokrit (I/1) 0,39 0,39 0,39 0,39 0,39
9
Thrombozyten (10°/L) 311,67 288,00 322,17 325,83 309,17
FELCRET (L) 10,42 10,35 9,87 9,94 8,95
9

SERCE L 13,02 14,42 15,63 16,28 15,00
LEnEzEn (L) 6,64 7,00 6,82 5,98 7,03
Neutrophile

Granulozyten (109/L) 77,26 76,02 74,62 74,72 75,03
Eosinophile

Granulozyten (10°/L) 2,72 2,22 2,50 2,58 2,40
Basophile

Granulozyten (109/L) 0,40 0,35 0,40 0,45 0,60
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4.2.3.4 Anzahl der Oberflachenmarker
Die Wirkung der Apherese mittels Immunopure® auf verschiedene Zellen wurde wie in den

in vitro-Versuchen auch in vivo untersucht:
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Abb. 17 A-H: CD10+-Granulozyten (A), CD14+-Monozyten / Makrophagen (B), CD14+CD16+-
Monozyten (C), CD62L+CD11b+-Leukozyten (D), CD62L+-Zellen (E), Mean-CD62L-Zellen (F),
CD11b+-Zellen (G) und MeanCD11b-Zellen (H) - gemessen in Ein- und Ausstrom nach 15 und 60
min im Minimodul und Leermodul. Es werden Durchschnittswerte und Standartabweichungen aller
sechs Probanden aufgeflihrt. Untersucht wurden die Ergebnisse im Verlauf mit dem Ausgangswert
in Minute 0 (100%) mittels Wilcoxon-Test (n=6)(*P<0,05) und mit den Werten der Leermodule (n=6)
mittels U-Test (# P<0,05).
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Durch die Apherese konnte die Anzahl CD10+-Granulozyten im Ausstrom signifikant nach
15 min auf 51,7% des 0-Wertes (Vgl.: 100,4% im Einstrom) und nach 60 min auf 57,8%
des 0-Wertes (Vgl.: 97,2% im Einstrom) reduziert werden. Die Messergebnisse im
Einstrom zeigten keine signifikanten Unterschiede. Bei Messung der CD14+-Monozyten
konnten im Ausstrom nach 15 min (30,7% des 0-Wertes) und 60 min (37,4% des O-
Wertes) signifikante Reduzierungen erhoben werden. Signifikant war auch die gemessene
Veranderung im Einstrom nach 60 min bei 89,2% des 0-Wertes - Die Messung im
Einstrom nach 15 min (102,4% des O0-Wertes) zeigte hingegen keine signifikante
Reduzierung. CD14+CD16+-Monozyten konnten durch die Adsorberpassage signifikant
reduziert werden. Die Messungen im Ausstrom zeigten eine signifikante Reduktion nach
15 min auf 52,9% und nach 60 min 59,5% des 0-Wertes. Die Messungen im Einstrom
nach 15 min (113,4% des 0-Wertes) und nach 60 min (95,9% des 0-Wertes) waren nicht
signifikant verandert. CD62L+CD11b+-Leukozyten konnten ebenfalls durch die
Adsorberpassage signifikant reduziert werden. Nach 15 min wurden auf 49,8% des O-
Wertes im Ausstrom (signifikant - Vgl. 99,8% im Einstrom) und nach 60 min signifikante
52,3% des 0-Wertes (signifikant - Vgl 97,4% im Einstrom) gemessen. Die Messungen im
Einstrom zeigten keine signifikanten Veranderungen. Bei Untersuchung der Apherese-
wirkung auf CD62L+-Zellen zeigte sich eine signifikante Reduzierung im Ausstrom auf
56,6% des 0-Wertes nach 15 min (Vgl. 100,8% im Einstrom) und 57,7% des 0-Wertes
nach 60 min (Vgl. 99% im Einstrom). Im Einstrom waren die Veranderungen nicht
signifikant: Bei der Untersuchung Mean CD62L+-Zellen zeigte sich ein nur geringer Effekt:
Lediglich im Ausstrom nach 60min konnte eine signifikante Reduzierung auf 91% des 0-
Wertes dargestellt werden. Die Messungen im Einstrom (100,1% des 0-Wertes nach 15
min und 97,1% nach 60 min), sowie nach 15 min im Ausstrom (92,7% des 0-Wertes)
ergaben keine signifikanten Reduzierungen. CD11b+-Zellen wurden durch die Apherese
nach 15 min auf 98,9% des 0-Wertes im Einstrom (nicht signifikant) und 50,7% des 0-
Wertes im Ausstrom (signifikant) reduziert. Nach 60 min betrug die Reduktion 96,7% des
0-Wertes im Einstrom (nicht signifikant) und 55,7% des 0-Wertes im Ausstrom
(signifikant). Die Anzahl Mean CD11b+-tragender Zellen stieg durch die Passage des
Adsorbermolekils. So betrug die Anzahl der CD11b+-tragenden Zellen im Einstrom nach
15 min 103% des 0-Wertes (signifikant9 und nach 60 min 93,3% des 0-Wertes
(signifikant)— im Ausstrom stieg die Zahl der Zellen auf 145,7% nach 15 min und 175,2%
nach 60 min an. Die Messungen im Ausstrom ergaben im Vergleich zum O0-Wert
signifikant erhdhte Werte.
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Verlauf: CD42b+CD3+-Zellaggregate Verlauf: CD42b+CD14+-Zellaggregate
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Abb. 17 I-M : D Durchflusszytometrie-Analysen von CD42b+CD11b+- (1), CD42b+CD3+- (J),
CD42b+CD14+- (K), CD42b+CD62P+- (L), CD42b+CD63+-Zellaggregaten (M) - gemessen in Ein-
und Ausstrom nach 15 und 60 min im Minimodul und Leermodul. Es werden Durchschnittswerte
und Standartabweichungen aller sechs Probanden aufgefiihrt. Untersucht wurden die Ergebnisse
im Verlauf mit dem Ausgangswert in Minute 0 (100%) mittels Wilcoxon-Test (n=6)(*P<0,05) und mit
den Werten der Leermodule (n=6) mittels U-Test (# P<0,05).

Bei der Untersuchung der CD42b+CD3+-Zellaggregate konnten im Ausstrom nach 15 min
(29,9% des 0-Wertes) und Einstrom nach 60 min (81,5% des 0-Wertes) signifikante
Reduzierungen erhoben werden. Die Messergebnisse im Einstrom nach 15 min (90,2%
des 0-Wertes) und im Ausstrom nach 60 min (85,9% des 0-Wertes) erbrachten keine
signifikanten Veranderungen. Die Messergebnisse der CD42b+CD14+-Zellaggregate
zeigten sowohl nach 15 min im Einstrom (78,6% des 0-Wertes), als auch im Ausstrom
(29% des 0-Wertes) eine signifkante Wirkung der Apherese. Nach 60 min konnten
ebenfalls signifikante Reduzierungen im Einstrom (83,5% des 0-Wertes) als auch im
Ausstrom (71% des 0-Wertes) erhoben werden.

Die gemessene Anzahl der Thrombozyten mit den Zellaggregaten CD42b+CD62P+- als
auch CD42b+CD63+ stieg durch die Adsorberpassage signifikant. Bei den CD42b
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+CD62P+-Zellaggregaten zeigte sich nach Passage des Absorbers nach 15min ein
signifikanter Anstieg von 102,5% des 0-Wertes im Einstrom auf 207,5% im Ausstrom.
Nach 60min konnte ein signifikanter Anstieg von 170,3% des 0-Wertes im Einstrom auf
1753% im Ausstrom detektiert werden. Die Zahl CD42b+CD63+-Zellaggregate stieg durch
die Adsorberpassage nach 15 min und 60 min signifikant. Im Einstrom zeigten sich nach
15 min 102,5% des 0-Wertes (nicht signifikant), im Ausstrom 207,5% des 0-Wertes
(signifikant). Nach 60 min konnte ein Anstieg der Zellaggregate von 102,5% des 0-Wertes
(nicht signifikant) auf 285,2% des 0-Wertes (signifikant) im Ausstrom dargestellt werden.
Bei der Untersuchung der CD42b+-CD11b+-Zellaggregate zeigte sich nur im Ausstrom
nach 15 min eine signifikante Reduzierung auf 28,6% des 0-Wertes. Die Messungen im
Einstrom nach 15 min (92,3% des 0-Wertes), als auch die Messungen nach 60 min
(89,5% des 0-Wertes im Einstrom und 91,5% im Ausstrom) zeigten keine signifikanten

Reduzierungen.
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Abb. 17 N-Q: Durchflusszytometrie-Analysen von CD3+CD4+- (N), CD3+CD8+- (O), CD3+TCRg+-
(P), CD3+HLADR-Zellen (Q) - gemessen in Ein- und Ausstrom nach 15 und 60 min im Minimodul
und Leermodul. Es werden Durchschnittswerte und Standartabweichungen aller sechs Probanden

aufgefihrt. Untersucht wurden die Ergebnisse im Verlauf mit dem Ausgangswert in Minute O
(100%) mittels Wilcoxon-Test (n=6)(*P<0,05) und mit den Werten der Leermodule (n=6) mittels U-
62Test (# P<0,05).

Es konnte kein signifikanter Einfluss der Aphrese auf CD3+CD4+-, CD3+CD8+-,
CD3+TCRgd+- und CD3+HLADR+-Zellaggregate festgestellt werden. Die Zahl
CD3+CD4+-Zellaggregate betrug nach 15 min im Einstrom 105,1% des 0-Wertes (nicht
signifikant) und im Ausstrom 103,2% des 0-Wertes (nicht signifikant). Nach 60 min wuchs
die Anzahl der Zellen leicht von 102,9 des 0-Wertes im Einstrom (nicht signifikant) auf
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103,3% des 0-Wertes im Ausstrom (nicht signifikant). Die Zahl CD3+CD8+-Zellaggregate
betrug nach 15 min im Einstrom 98,4% des 0-Wertes (nicht signifikant) und im Ausstrom
97,2% (nicht signifikant).; nach 60 min im Einstrom 93,0 % des 0-Wertes (nicht signifikant)
und im Ausstrom 94,0 % des 0-Wertes (nicht signifikant). CD3+TCRgd+-Zellaggregate
wurden nach 15 min auf 81,0% des 0-Wertes im Einstrom (nicht signifikant) und 77,7%
des 0-Wertes im Ausstrom (nicht signifikant) signifikant reduziert. Nach 60 min betrug die
Zahl der Zellaggreagte 72,3 % im Einstrom (nicht signifikant) und 74,0 % im Ausstrom
(nicht signifikant). Die Zahl der CD3+HLADR+-Zellaggregate betrug nach 15 min im
Einstrom 111,0% des O0-Wertes (nicht signifikant) und im Ausstrom 110,5% (nicht
signifikant). Nach 60 min wurden 98,9% im Einstrom (nicht signifikant) und 101,5% im

Ausstrom (nicht signifikant) gemessen.

4.2.4 Wirkung auf Mikropartikel
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Abb. 18: Wirkung der Apherese auf Thrombozyten assoziierte Mikropartikel - gemessen im 0-Wert,
sowie im Ein- und Ausstrom nach 15min und 60min. Es werden Durchschnittswerte und

Standartabweichungen aller sechs Probanden aufgefiihrt. Verglichen wurden die Ergebnisse im
Verlauf mit dem Ausgangswert in Minute 0 (100%) mittels Wilcoxon-Test (n=6)(*P<0,05)

Die Anzahl der Thrombozyten-assoziierten Mikropartikel im Einstrom stieg nach 15 min
auf signifikante 185,7% des 0-Wertes an. Durch die Adsorberpassage wurde die Zahl der
Mikropartikel signifikant zum Vorwert auf 146,4% des 0-Wertes reduziert (*E/A). Nach 60
min wurden im Ein- und Ausstrom im Vergleich zum 0-Wert signifikant mehr Mikropartikel
gemessen (247,8% im Einstrom und 223,4% im Ausstrom). Die Passage durch den
Immunopure®-Adsorber konnte die Mikropartikel zwar reduzieren - der Unterschied

zwischen der Anzahl im Einstrom und Ausstrom war jedoch nicht signifikant.
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4.2.5 Wirkung auf sP-Selektin

sP-Selektin
45 1
40 A
35 1
- 30 A
g, 25 1
20 4
15
10 A
5 -
0
Omin nach 60m|n Omin nach 60m|n Omin nach 60min
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Abb. 19: Wirkung der Apherese auf die sP-Selektinkonzentration im Plasma im Rahmen
der Behandlung mit Immunopure® - gemessen im 0-Wert sowie nach 60min in der 1., 3. und 5.
Woche. Es werden Durchschnittswerte und Standartabweichungen aller sechs Probanden
aufgefuihrt. Verglichen wurden die Ergebnisse im Verlauf mit dem Ausgangswert mittels Wilcoxon-
Test (n=6)(*P<0,05)

Auf die sP-Selektin-Konzentration im Plasma konnte die Apheresetherapie keine
eliminierende Wirkung ausuben. In der dritten Woche stieg die Konzentration der sP-
Selektine im Vergleich zum Startwert der Woche sogar signifikant an: von 27,6 ng/ml auf
35,8 ng/ml.

4.2.6 Wirkung auf CD40-Ligand
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Abb. 20: Wirkung der Apherese auf die CD40-Liganden-Konzentration in der ersten, dritten und
flinften Woche der Behandlung mit Immunopure® - gemessen im 0-Wert sowie nach 60min. Es
werden Durchschnittswerte und Standartabweichungen aller sechs Probanden aufgefihrt.
Untersucht wurden die Ergebnisse im Verlauf mit dem Ausgangswert mittels Wilcoxon-Test (n=6)
(*P<0,05)

Die CD40-Liganden-Konzentration stieg im Verlauf der Apherese bei den Messungen in

der ersten, der dritten und der funften Woche nach 60min im Vergleich zum 0-Wert
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signifikant an. So stieg die Konzentration in Woche eins von 88,13 pg/ml auf 507,8 pg/ml
an. In Woche drei war ein Anstieg von 93,4 pg/ml auf 648,2 pg/ml, in Woche finf von
108,8 pg/ml auf 602,62 pg/ml zu verzeichnen. Die Messergebnisse nach 60 min waren
signifikant verandert im Vergleich zum 0-Wert der jeweiligen Woche.

4.2.7 Technische Durchfiihrbarkeit
Die technische Durchfiihrbarkeit der Anwendungsbeobachtung betrug 100%. Alle
Behandlungen konnten protokollgemafd ohne Zwischenfalle beendet werden.

4.2.8 Evaluierung der Anwendungsbeobachtung

Alle sechs Patienten beteiligten sich an einer schriftlichen Evaluation und sendeten einen
Fragebogen ca. anderthalb bis zwei Jahre nach Ende der Anwendungsbeobachtung
ausgefiillt zurtick. Alle Patienten beschrieben ihren Gesundheitszustand nach der AWB im
Vergleich zum Zustand vor der AWB als subjektiv ,verbessert® - sogar Patient 5, dessen
CAI vor und nach Studienteilnahme unverandert zehn Punkte betrug. Zwei Patienten
bezeichneten ihn als ,wesentlich verbessert, drei als ,verbessert und ein Patient als
Jeicht verbessert“. Keiner der Patienten beschrieb den Gesundheitszustand als ,nicht
verandert®, ,geringfligig schlechter oder ,wesentlich schlechter. Alle Patienten
profitierten subjektiv von der Teilnahme an der Anwendungsbeobachtung. Zwei Patienten
empfanden den Ertrag der Therapie im Vergleich zum Therapieaufwand als sehr
lohnenswert, drei als lohnenswert und eine Person als gering lohnenswert.

Die Auswabhloptionen ,neutral®, ,nicht lohnenswert® oder ,eine Zumutung“ wahlte kein
Patient. Sofern die Remission gemal des klinischen Aktivitatsindex nach Rachmilewitz
erreicht wurde, hielt diese im Schnitt fanfeinhalb Monate, wobei die langste
Remissionsdauer zehn Monate und die kiirzeste zweieinhalb Monate betrug.

Der Median betrug sechs Monate. Vier der sechs Patienten wirden wieder an einer
Apheresetherapie teilnehmen und dabei einen Rhythmus von 3-4x / Monat oder 5-10x /
Jahr akzeptieren. Fir die zwei Ubrigen Patienten ist die Apherese aufgrund einer
Kolektomie keine Option mehr.

Tab. 14: Subjektiver Zustand der Patienten im Vergleich vor- und nach Apherese

Wesentlich | Verbessert Leicht keine geringfiigig wesentlich
verbessert verbessert | Veranderung | verschlechtert | verschlechtert
Zustand vor |2 Pat. 3 Pat. 1 Pat. 0 Pat. 0 Pat. 0 Pat.
der ersten /
nach der
letzten AWB
Zustand 1 Jahr |2 Pat. 1 Pat. 0 Pat. 1 Pat. 1 Pat. 0 Pat.
nach der
letzten AWB -
im Vgl. zur Zeit
vor AWB
Sonstiges 1 Pat.(Z.n.
Operation)

65



B'\Wesentlich verbessert “Verbessert  Leicht verbessert

Abb. 21: Wie erging es Ihnen nach der AWB-Teilnahme im Vergleich zum vorherigen
Befinden? Antwortmdglichleiten: ,wesentlich verbessert’, ,besser®, ,leicht verbessert, ,keine
Veranderung®, ,geringfligig schlechter” oder ,wesentlich schlechter*

Bsehr lohnenswert  ®lohnenswert  “gering lohnenswert

Abb. 22: Als wie lohnenswert empfanden Sie das Ergebnis der Therapie im Angesicht des
erforderlichen Aufwandes wie Anfahrt, Punktion, zeitlicher Aufwand?

Antwortméglichkeiten: ,sehr lohnenswert”, ,lohnenswert‘, ,gering lohnenswert®, ,neutral®, ,nicht
lohnenswert” oder ,Zumutung®.
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4.3 Die Kasuistiken

Aufgrund der geringen Zahl an Probanden lohnt es sich, die Patientenhistorien detaillierter
anzuschauen, um so moglicherweise neue Erkenntnisse zu generieren. Die Probanden
stammen aus Mecklenburg-Vorpommern und haben auf eine bisherige konventionelle
Therapie nicht angesprochen, waren nicht mehr sensibel bzw. wiesen Kontraindikationen
fir eine solche auf. Aufgrund der individuell sehr unterschiedlichen Krankheits- und
Therapieverlaufe stellten die Patienten ein sehr heterogenes Kollektiv dar.

4.3.1 Patient 1

Der 51jahrige mannliche Patient litt neun Jahre nach Erstdiagnose zum Zeitpunkt der
AWB an einer Pankolitis. Er war mit 5-ASA, Glukokortikoiden und Tacrolimus eingestellt.
Der Patient beschrieb seine Beschwerden als dauerhaft. Die medikamentdse Therapie
erbrachte dabei nur einen mafigen Erfolg. Etwa drei Wochen nach der Apherese war der
Patient das erste Mal seit acht Jahren beschwerdefrei. Der CAl sank von sechs auf einen
Punkt und die Verbesserung hielt ca. 75 Tage an. Auch den Aufwand empfand der Patient
als ,lohnenswert®. Die Anzahl der Thrombozyten konnte effektiv nach 15 min im Ausstrom
auf 17,2% des O0-Wertes reduziert werden. Am Ende der Apherese betrug die
Thrombozytenanzahl 101,3% des 0-Wertes.

Tab. 15: Patient 1: Mittelwerte von Zellverlaufen von Thrombozyten, Granulozyten (neutrophil und
eosinophil), Monozyten - Hk-Korrigiert

0-Wert Einstrom Ausstrom Einstrom Ausstrom Ende

15 min 15 min 60 min 60 min
Thrombozyten 100 % 106,26 % 17,2% 102,04 % 108,15 % @ 101,03 %
Leukozyten 100 % 99,11 % 44,36 % 96,45 % 65,72% 102,93 %

Neutrophile

Granulozyten 100 % 97,86 % 36,17 % 97,27 % 62,35% 105,09 %

Eosinophile
Granulozyten

Monozyten 100 % 95,76 % 22,07 % 102,38 % 43,93 % 107,9 %

100 % 94,24 % 27,24 % 78,16 % 62,82 % 81,91 %

4.3.2 Patient 2

Die Patientin war 26 Jahre alt und zum Zeitpunkt der Anwendungsbeobachtung seit 16
Jahren an Colitis ulcerosa erkrankt. Sie litt an einer Pankolitis und war mit Tacrolimus und
5-ASA eingestellt. Die Patientin empfand die Therapie als ,lohnenswert* und beschrieb ihr
Befinden nach der Apherese als ,verbessert®. Der CAl verbesserte sich um neun Punkte
von 13 auf vier Punkte. Damit war sie die Patientin, deren CAIl sich am starksten
verbesserte. Auffallig war die uUberdurchschnittliche effektive Reduzierung der
Thrombozytenanzahl. So reduzierte sich die Zahl der Thrombozyten durch die Apherese
nach 15 min im Ausstrom im Durschnitt auf 13,74 % des Ausgangswertes. Am Ende
konnten 98,7% des 0-Wertes nachgewiesen werden. Da die Patientin mittlerweile, ohne
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die Moglichkeit einer erneuten Apheresetherapie kolektomiert wurde, kann Sie an keiner
weiteren Apheresetherapie teilnehmen.

Tab. 16: Patient 2: Mittelwerte von Zellverlaufen von Thrombozyten, Granulozyten (neutrophil und
eosinophil), Monozyten - Hk-Korrigiert

0-Wert Einstrom Ausstrom Einstrom Ausstrom Ende

15 min 15 min 60 min 60 min
Thrombozyten | 100 % 103,84 13,74 99,93 104,98 98,71
g‘::rtlﬁ’lggy&n 100 % 104,50 90,74 105,69 99,88 105,53
Granulosyten | 100% 10055 69,30 84,73 38,54 20,94
Monozyten 100 % 101,60 55,27 111,07 67,48 108,56

4.3.3 Patient 3

Der Patient ist mannlich, zum Zeitpunkt der Apheresetherapie 29 Jahre alt und erhielt die
Diagnose der Colitis ulcerosa funf Jahre zuvor. Er litt an einer mittelschweren Form, die
auf eine Linkskolitis beschrankt und medikamentds mit 5-ASA und Glukokortikoiden
eingestellt war. Seit der Diagnose im Jahr 2006 konnte keine medikamenttse Therapie
die rektalen Blutungen des Patienten stoppen. Der Patient nahm bereits zuvor an einer
Anwendungsreihe mit Immunopure® teil, die eine Remission flir die Dauer von einem Jahr
und zehn Monaten induzierte. Die Teilnahme an dieser Anwendungsbeobachtung flihrte
zu einer Minderung der Stuhlfrequenz und einer Verbesserung im CAl von sieben auf drei
Punkte. Thrombozyten konnten effektiv auf 19,9% im Ausstrom nach 15 min reduziert
werden. Am Ende der Apherese konnten noch 91,3% nachgewiesen werden. Der Patient
empfand die Apheresetherapie als ,sehr lohnenswert® und wirde wieder an einer
Apheresebehandlung teilnehmen.

Tab. 17: Patient 3: Mittelwerte von Zellverlaufen von Thrombozyten, Granulozyten (neutrophil und
eosinophil), Monozyten - Hk-Korrigiert

0-Wert Einstrom Ausstrom Einstrom Ausstrom Ende

15 min 15 min 60 min 60 min
Thrombozyten | 100 % 97,91 19,90 97,29 98,51 91,29
g‘::rtl':’lgg;,'&n 100 % 114,56 102,64 113,37 106,76 110,20
g‘r’:rilrl‘:l’g:;'tzn 100 % 108,21 72,66 79,52 90,17 75,89
Monozyten 100 % 79,96 38,06 84,74 49,64 89,29
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4.3.4 Patient 4

Die 33jahrige Patientin war elf Jahre zuvor an Colitis ulcerosa erkrankt und litt an einer
Pankolitis. Da Sie nach elf Jahren medikamentéser Therapie auf keine Steroide mehr
reagierte, war sie medikamentds nur auf 5-ASA eingestellt. Die Patientin empfand die
Apherese als ,lohnenswert®, der CAl verbesserte sich von 13 auf finf Punkte und der
klinische Effekt hielt ein halbes Jahr an. Genau wie bei Patient 2, der ahnlich gut auf die
Apherese reagierte, war auch bei Patient 4 die Reduzierung der Thrombozytenzahl durch
die Apherese Uberdurchschnittlich: Im Mittelwert wurde die Thrombozytenzahl nach 15
min im Ausstrom auf 14,6% des 0-Wertes reduziert. Im Endwert konnte die
Thrombozytenzahl auf 86% gesenkt werden. Des Weiteren konnten bei Patient 4 die
Monozytenanzahl (nach 15 min auf 27,2% des Ausgangswertes im Ausstrom und nach
60 min auf 36,2% des Ausgangswertes im Ausstrom) und die Leukozytenkonzentration
(auf 31,9% des Ausgangswertes nach 15 min im Ausstrom und 49,7% nach 60 min im
Ausstrom) am starksten reduziert werden. Im Interview empfahl die Patientin die
Apherese ,als eine gute Sache. Sollte als Behandlung zugelassen werden® [203].

Tab. 18: Patient 4: Mittelwerte von Zellverlaufen von Thrombozyten, Granulozyten (neutrophil und
eosinophil), Monozyten - Hk-Korrigiert

0-Wert Einstrom Ausstrom Einstrom Ausstrom Ende

15 min 15 min 60 min 60 min
Thrombozyten 100 % 97,90 14,63 89,57 77,97 86,01
gf:rtﬁg::,'tin 100 % 105,16 41,14 102,27 72,04 106,19
g‘:::\';‘l’g:;'tin 100 % 115,77 25,26 95,37 121,63 76,82
Monozyten 100 % 98,81 27,17 98,14 36,18 92,33

4.3.5 Patient 5

Bei dem 45-jahrigen mannlichen Patienten wurde die Colitis ulcerosa ein Jahr vor der
Anwendungsbeobachtung diagnostiziert. Er litt an einer Linkskolitis und war mit
Glukokortikoiden, 5-ASA und Tacrolimus eingestellt. Die Apheresetherapie im Rahmen der
Anwendungsbeobachtung begann bei einem einsetzenden akuten Schub und konnte
diesen nicht verhindern. Der CAIl betrug vor und nach Studienteilnahme zehn Punkte.
Patient 3 war der Patient, bei dem die Thrombozytenzahl im geringsten Ausmal gesenkt
werden konnte: So betrug die Absenkung nach 15 min im Ausstrom 49,4% des 0-Wertes.
Die Endkonzentration betrug 96,2%. Nichtsdestotrotz wirde der Patient an weiteren
Apheresetherapien gern teilnehmen, empfand sein Befinden durch die Therapie subjektiv

als ,verbessert” und den Aufwand ,lohnenswert".
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Tab. 19: Patient 5: Mittelwerte von Zellverlaufen von Thrombozyten, Granulozyten (neutrophil und
eosinophil), Monozyten - Hk-Korrigiert

0-Wert Einstrom Ausstrom Einstrom Ausstrom Ende

15 min 15 min 60 min 60 min
Thrombozyten 100 % 97,43 49,43 96,07 102,83 96,15
Neutrophile
Granulozyten 100 % 107,04 104,14 108,56 104,56 107,49
Eosinophile
Granulozyten 100 % 98,90 107,14 96,05 94,13 89,92
Monozyten 100 % 102,16 84,20 83,76 68,40 93,00

4.3.6 Patient 6

Die 50jahrige Patientin litt an einer Linkskolitis und erhielt die Diagnose Colitis ulcerosa
funf Jahre zuvor im Jahr 2006. Sie erhielt zum Zeitpunkt der Anwendungsbeobachtung 5-
ASA und Glukokortikoide. Der CAl verbesserte sich von acht auf zwei Punkte und die
Remission hielt knapp drei Monate an. Die Thrombozytenanzahl konnte nach 15 min im
Ausstrom auf 47,1% des 0-Wertes reduziert werden. Am Ende betrug die Konzentration
95,4%. Die Patientin empfand ihr Befinden durch die Therapie als ,leicht verbessert®, den
Aufwand als gering lohnenswert und wirde aufgrund einer stattgehabten Kolektomie an
keinen weiteren Apheresetherapien teilnehmen.

Tab. 20: Patient 6: Mittelwerte von Zellverlaufen von Thrombozyten, Granulozyten (neutrophil und
eosinophil), Monozyten - Hk-Korrigiert

0-Wert Einstrom Ausstrom Einstrom Ausstrom Ende

15 min 15 min 60 min 60 min
Thrombozyten 100 % 87,88 47,12 94,71 106,83 95,40
gﬁ::ﬁig;‘;{'& 0 100 % 117,50 116,57 116,78 113,06 115,96
Eosinophile 0 67,88 71,76 50,37 59,52 52,37
Granulozyten 100 % ' ’ ' ' ’
Monozyten 100 % 89,99 52,29 70,11 48,73 69,23
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\" Diskussion

Bei der vorliegenden Arbeit wurde ein neuartiges Apherese-Verfahren in einem
Rezirkulationsmodell in vitro in Bezug auf Wirkungsweise und Effektivitadt und in einer
prospektiven Anwendungsbeobachtung in vivo an sechs Colitis ulcerosa-Patienten
untersucht. In der Anwendungsbeobachtung wurden die teilnehmenden Patienten Uber
funf Wochen lang mit einer Therapieeinheit pro Woche behandelt. In Woche zehn wurde
die Effektivitat der Apherese evaluiert. Ein Jahr nach Ende der Anwendungsbeobachtung
erfolgte eine Evaluierung der Patientenerfahrungen mittels Fragebogen und

Telefoninterview.

5.1 Das Immunopure® Verfahren: Wirkung und Wirksamkeit

5.1.1 Diskussion: Effektivitat der Apherese

Die Zytapherese-Behandlungen mit Immunopure®wurden von den Patienten gut toleriert
und verminderte ihre Krankheitsaktivitat. 67,7% erzielten eine Remission, 83,3% haben
nach Re-Evaluierung in Woche 10 auf die Therapie angesprochen.

Die Remission war dabei definiert als das Erreichen eines CAl von weniger als vier
Punkten — klinisches Ansprechen als eine Verbesserung von mindestens drei Punkten.
Eine endoskopische Evaluierung zur Verlaufsbeurteilung der Mukosa erfolgte nicht.
Am meisten profitierte eine 27-jahrige Patientin mit einer Verbesserung des CAl um neun
Punkte. Im Durchschnitt verbesserte sich der CAl der Patienten, sofern diese auf die
Therapie ansprachen, um 6,4 Punkte. Funktionsstérungen etwaiger Organe oder des
Kreislaufsystems wurden nicht beobachtet. Dies bestatigt die Ergebnisse, welche in einer
ersten Studie von Ramlow et al. erhoben werden konnten [1].

Im Vergleich zu anderen Verfahren wirkte Immunopure® besonders effektiv bei der
Eliminierung von Thrombozyten. Nachfolgend werden die Effekte von Immunopure® auf
verschiedene Zellen erldutert. Zusammenfassend zeigt die Tabelle Nr. 4 in Kapitel
1.2.2.5. ,Ubersicht - Vergleich der Apherese-Verfahren“ auf Seite 23 und 24 die Wirkung
von Immunopure® auf verschiedene Zellen im Vergleich zu anderen auf dem Markt

erhaltlichen Zytapherese-Systemen.

5.1.2 Wirkung auf Thrombozyten

Verschiedene Studien konnten bereits den Zusammenhang zwischen einer effektiven
Thrombozytenelimination und dem Therapieerfolg einer Apherese belegen [204, 205].

Bei einer aktiven Colitis ulcerosa ist nicht nur die Anzahl der Thrombozyten im Blut erhdht
- sie korreliert auch mit der Krankheitsaktivitdt [53]. Des Weiteren geht mit einer

Vermehrung der Thrombozyten auch eine vermehrte Bildung von Mikropartikeln, anderen
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inflammatorischen Zellen (CD40/CD40L, sCD40L) [73] sowie Zelladhasionsmolekilen wie
sP-Selektinen [64] einher — mitsamt einer verstarkten Entziindungsreaktion.

Immunopure® konnte sowohl in den in vitro-Versuchen als auch in vivo die
Thrombozytenanzahl signifikant reduzieren. Auffallig ist, dass die Thrombozytenanzahl
nach 15 Minuten durch die Adsorberpassage sowohl in vitro als auch in vivo am starksten
reduziert werden konnte, sich die Anzahl der Thrombozyten in den in vivo-Versuchen (und
schwacher auch in den in vitro-Versuchen) zum Ende einer Apheresetherapie jedoch
wieder dem Ausgangswert naherte. Brubaker erklart diesen Effekt, der bereits in anderen
Studien beobachtet wurde, durch einen erhdhten Nachstrom von Zellen aus
Endothelium, Milz oder Knochenmark [206]. Auf3erdem muss ein Sattigungseffekt der
PAR-Kugeln diskutiert werden. Die starke Adsorption von Thrombozyten an Immunopure®
wurde auch in den elektronenmikroskopischen Bildern der PAR-Kugeln deutlich (siehe
Abbildungen 14 A-l). Zwischen den einzelnen Apheresebehandlungen wurde keine
dauerhafte Reduzierung und somit eine mdgliche klinisch kritische Thrombozytopenie
beobachtet. Wahrend Immunopure® bis zu 80% der Thrombozyten eliminiert, zeigen
andere Verfahren eine deutlich geringere oder gar keine Wirkung auf Thrombozyten [1,
151, 164]. Auch im Rezirkulationsmodell zeigte sich eine Erholung der
Thrombozytenanzahl im Verlauf der Apherese, obwohl hier kein erhdhter Nachstrom von
Zellen aus anderen Kompartimenten mdéglich ist. Dies ist vermutlich auf eine Sattigung der
Adsorbersaule zuriickzufihren. Bei Analyse der einzelnen Kasuistiken fallt auf, dass die
Patienten 2 und 4, bei denen die Thrombozyten am effektivsten eliminiert werden
konnten, am starksten von der Apheresetherapie profitierten. Bei Patient 5 wurde die
Thrombozytenzahl im geringsten MalRe reduziert. Bei diesem Patienten begann die
Apherese bei einem einsetzenden akuten Schub und konnte diesen nicht verhindern. Der
CAl betrug vor und nach Teilnahme an der Anwendungsbeobachtung zehn Punkte.
Maoglicherweise hatte der Patient von einer intensivierten Form einer Apherese besser

profitiert.

5.1.3 Wirkung auf Vitalparameter

Blutdruck und Puls der Patienten waren zum Ende einer Apheresebehandlung, im
Vergleich zu den Messdaten zu Beginn der Apherese, erniedrigt. Dies ist vermutlich auf
verschiedene Faktoren zurlUckzufuhren, wie beispielsweise die erneute Messung in
liegender Position und einer bei extrakorporalen Verfahren wiederholt beobachteten
Hypotonie. Die Differenz in der Herzfrequenz und Blutdruckamplitude verminderte sich im
Zeitraum der Anwendungsbeobachtung und ist daher moglicherweise auch auf
Anspannung und Nervositat der Patienten bei Therapiebeginn zuriickzufiihren.

Die klinischen Ergebnisse bestatigten die Erfahrungen bei der ersten Anwendung des

Immunopure®-Verfahrens durch Ramlow et al. [1].
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5.1.4 Wirkung auf weitere Target-Zellen

Das Immunopure®Verfahren wird zu den Zytapherese-Verfahren gezahlt und konnte
Target-Zellen in vivo und in vitro effektiv eliminieren. In der akuten Entzindungsphase der
Colitis ulcerosa wird die Mukosa durch Zellen wie Granulozyten und spater auch mit T-
und B-Lymphozyten als Reaktion des intestinalen Immunsystems infiltriert. Vor allem in
der Lamina propria befinden sich im akuten Schub zahlreiche Granulozyten, die durch die
Freisetzung von u.a. proinflammatorischen Zytokinen und Mediatoren
Gewebsschadigungen hervorrufen und die Entzindungsreaktion weiter férdern [207].
Target-Zellen der Apherese mittels Immunopure®waren daher neben Thrombozyten auch
weitere Zellen wie Monozyten, eosinophile und neutrophile Granulozyten.

Wir untersuchten des Weiteren CD-Marker, um die Ergebnisse des Blutbildes zu
verifizieren und weitere Zellpopulationen zu analysieren. Vor allem die CD14+CD16+-
Monozyten waren aufgrund ihrer proinflammatorischen Komponente und als bekannte
TNF-a Quelle [209] von Interesse. Monozyten konnten durch Immunopure® effektiv
eliminiert werden: In den in vitro-Versuchen zeigte sich im Blutbild eine Reduzierung um
bis zu 70%. In der Anwendungsbeobachtung bestéatigten sich die Ergebnisse. So konnte
die Zahl der Monozyten nach 60 min um durchschnittlich 66% reduziert werden.

Die Analyse der CD14+-Monozyten und CD14+CD16+-Monozyten in der
Durchflusszytometrie bestatigten diese Ergebnisse. CD14+Monozyten sind Fdrderer
autoreaktiver T-Zellen, welche im Verdacht stehen, die Entziindung der Colitis ulcerosa zu
beeinflussen [209]. CD16+ tragende Monozyten sind eine der wichtigsten Quellen des
proinflammatorischen TNF-a [152]. Beide Zellsorten konnten durch die Apherese mittels
Immumopure® wirksam eliminiert werden: CD14+ Monozyten konnten in vitro um 61%
und in vivo um 69,3% reduziert werden. CD14+CD16+tragende Monozyten wurden in
vitro um 59,5% und in vivo um 47,1% gesenkt. Eine eliminierende Wirkung auf
CD14+CD16+ tragende Monozyten wurde zuvor auch durch Adacolumn® beobachtet
[210]. Wahrend Immuloc® und Adacolumn®in der Wirkung auf Monozyten Immunopure®
beim Vergleich mit Daten unterschiedlicher Patientengruppen unterlegen sind, kann
Cellsorba®in Studien bis zu 90% der Monozyten entfernen [147, 164].

Letztlich ist lediglich Cellsorba® effektiver in der Eliminierung von Monozyten als
Immunopure®. Bei den Granulozyten miissen vor allem neutrophile Granulozyten als
wesentliche Produzenten entziindungsférdernder Zytokine genannt werden [207]. In den
in vitro-Versuchen konnte eine Reduktion der neutrophilen Granulozyten durch
Immunopure® um 30% nachgewiesen werden. In der Anwendungsbeobachtung wurde
sogar eine Reduktion um 40% beobachtet. Zwar werden nach der Eliminierung neue
neutrophile Granulozyten gebildet - diese haben jedoch weniger inflammatorische
Eigenschaften als ausgereifte neutrophile Granulozyten [142]. Die basophilen

Granulozyten konnten in vitro durch die Apherese um 60% reduziert werden. Diese
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Ergebnisse lielken sich in der Anwendungsbeobachtung nicht reproduzieren: Zwar sank
die Anzahl basophiler Granulozyten temporar um ca. 40% - zum Ende der Apherese
konnte jedoch nur eine Reduktion um 15% verifiziert werden. CD10 wird von
Granulozyten, unreifen B-Zellen und lymphoiden Vorlduferzellen exprimiert und durch
Immunopure® um ca. 50% reduziert. CD11b+ ist ein Zelladh&sionsprotein, welches v.a.
von Monozyten, Makrophagen und Granulozyten gebildet wird. Immunopure® senkte die
Zahl von CD11b+-Zellen um die Halfte. Des Weiteren reduzierte Immunopure®die Anzahl
von Zellen, welche sowohl CD11b+ als auch CD62L+ tragen. CD62L vermittelt als
Adhasionsmolekul zwischen Blutplatichen und weiteren Zellen, wirkt prothrombogen und
korreliert in der Anzahl bei Colitis ulcerosa-Patienten mit der Krankheitsaktivitat [211].
CD62L+-Zellen konnten ebenfalls durch Immunopure® reduziert werden. Die eosinophilen
Granulozyten konnten sowohl in vitro als auch in vivo um ca. 40% reduziert werden.

Die vermehrte Aktivierung der T- und B-Lymphozyten bei CED-Patienten zeigt sich
sowohl in der Lamina propria, als auch im peripheren Blut und fihrt zur
proinflammatorischen Kaskade [207]. Immunopure® eliminierte in vitro und in vivo nur ca.
10% der Lymphozyten. CD3+ und CD4+ Marker werden von T-Helferzellen exprimiert und
sind im entziindeten Gewebe bei Colitis ulcerosa Patienten in wesentlich héherem Malle
nachweisbar als bei Nicht-Erkrankten [212]. Immunopure® beeinflusste weder in den in
vitro- noch in den in vivo-Versuchen die Anzahl der CD3+CD4+- oder CD3+CD8+-Zellen.
CD3+HLA-DR+ und TCRgd+ werden auf aktivierten T-Zellen exprimiert, sind vor allem in
der Mukosa des Darmes zu finden und konnten als besonders aktiv [213] bzw. in erhdhter
Anzahl bei Colitis ulcerosa-Patienten dargestellt werden [214]. Auf diese Zellpopulationen
[215] zeigte sich weder in den in-vivo-Versuchen noch in vitro im Immunopure® Minimodul
oder im Leermodul eine eliminierende Wirkung von Immunopure®. Wahrend Adacolumn®
und Immuloc® gar keine Wirkung auf Lymphozyten erzielen, eliminiert Cellsorba® bis zu

70% der Lymphozyten.

5.1.5 Wirkung auf Leukozyten-Thrombozyten-Aggregate

Leukozyten-Thrombozyten-Aggregate bilden sich beim Menschen bspw. im Rahmen von
Entzindungen oder thrombotischen Ereignissen. Auch gesunde Menschen stellen
Leukozyten-Thrombozyten-Aggregate her - bei CED-Patienten wurden jedoch deutlich
erhdohte Zahlen dieser Zellaggregate im Vergleich zu nicht erkrankten Menschen
festgestellt [216]. Erhohte Aggregatanzahlen wurden bspw. im mesenterialen
Gefalkendothel von Colitis ulcerosa-Patienten gefunden. Dies unterstlitzt die Hypothese,
dass aktiviertes GefalRendothel die Bildung der Aggregate fordert [217]. Die Aggregate
werden durch die Bindung der Leukozyten am P-Selektin der Thrombozyten gebildet und
triggern die Expression von Transkriptionsfaktoren wie NF-kB, welche wiederum die

Transkription proinflammatorischer Molekile férdern [218]. V.a. CD42b+- und

74



CD42b+CD11b+- Leukozyten-Thrombozyten-Aggregate scheinen zur Pathogese
mukosaler L&sionen und zum erhdhten Risiko systemischer Thrombosen bei Colitis
ulcerosa beizutragen [217]. Das Verhindern dieser Aggregatbildung ist fur die Therapie
der CED vermutlich von Nutzen. Auf Thrombozyten-Monozyten-Aggretate
(CD42b+CD14b+) wirkte Immunopure®stark eliminierend, wahrend auf Thrombozyten-T-
Zell-Aggregate (CD42b+CD3+) und Thrombozyten-CD11b-Aggregate zwar nach 15
Minuten eine gute Wirkung dargestellt werden konnte, diese sich jedoch zum Ende der
Apherese nicht mehr zeigte. Dennoch kdnnte auch eine voribergehende Elimination von
Zellaggregaten aufgrund der proinflammatorischen Eigenschaften von Thrombozyten und
Monozyten modulierende Effekte haben. Eine eliminierende Wirkung kam im
Rezirkulationsmodell dabei nur in den Immunopure®- Minimodulen zur Darstellung — im
Leermodul zeigte sich kein eliminierender Effekt. Neben der Apherese kann eine
eliminierende  Wirkung auf Leukozyten-Thrombozyten-Aggregate auch  durch
Thrombozytenaggregationshemmer wie Clopidogrel und Prasugrel sowie durch
Abciximab beobachtet werden [218].

5.1.6 Wirkung auf Aktivierungsmarker

Weiterhin wurden Aktivierungsmarker auf Zellen und Thrombozyten untersucht. CD62P+
und CD63P+ werden von aktivierten Thrombozyten exprimiert und dienen u.a. der
Interaktion von Thrombozyten und Endothelzellen. CD62P+ Marker wurden bei Colitis
ulcerosa Patienten in hoherer Anzahl nachgewiesen [215] und konnten in einer
vorhergehenden Studie durch die Leukozytenapherese reduziert werden [205].

Fukunaga und Mitarbeiter konnten bei Respondern auf eine Apheresetherapie einen
signifikanten Abfall der CD63+- und CD62-P-Thrombozyten als pradiktive Parameter der
klinischen Remission nachweisen [205]. Auf CD42b+CD62P+- und CD42b+CD63P+-
Thrombozyten zeigte Immunopure® keine eliminierende Wirkung — die Anzahl der
aktivierten Thrombozyten stieg sogar durch die Apherese in den in vitro- und in vivo-
Versuchsreihen. In vivo war ein Anstieg der Aktivierungsmarker im Immunopure®-
Minimodul als auch im Leermodul zu erheben. Die Aktivierung von Zellen ist vermutlich
durch den Kontakt mit kinstlichen Oberflachen wie den Blutschlduchen oder der
physikalischen Wirkung der Blutpumpe zu erklaren. Aufgrund dieser Wirkungen der
Scheinapherese muss postuliert werden, dass eine Scheinapherese nicht mit einem
Placebo verglichen werden und eine starkere therapeutische Wirkung als diese haben
kann [217]. Die Expression des CD62L-Markers wurde durch die Aktivierung der Zellen im
Rahmen der Apherese und Scheinapherese reduziert. CD11b-Marker hingegen wurde
durch die Zellaktivierung deutlich mehr exprimiert. Bei einer Reihe Aktivierungsmarker, die
nach Zellaktivierung exprimiert oder herunterreguliert werden, sind bedingt durch

Zellaktivierung die gleichen Effekte sowohl in den gefillten Modulen als auch in den
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Leermodulen beobachtet worden (bspw. CD42b+CD63+-Zellen, CD42b+CD62P+-Zellen,
CD3+HDLA-DR+-Zellen, MeanCD11b+-Zellen). Abschlielend kann geurteilt werden,
dass sich die Ergebnisse der Anwendungsbeobachtung im Rezirkulationsmodell
weitestgehend reproduzieren lieRen. Das Modell war daher dafir geeignet,
Adsorptionsprozesse am Adsorber zu analysieren. Bei der Untersuchung der Leermodule
war bei den meisten Zellen nur eine geringe Wirkung im Rahmen einer Scheinapherese
oder gar keine Wirkung zu erheben. Wechselwirkungen mit anderen Elementen wie
Organen oder Medikamenten waren im Rezirkulationsmodell ausgeschlossen.

Ein auffalliger Unterschied des Rezirkulationsmodelles im Vergleich zur
Anwendungsbeobachtung besteht darin, dass die Anzahl einzelner Zellen zum Ende der
in vivo-Versuche meist deutlich héher war, als am Ende der in vitro-Versuche. Dies ist,
wie bereits erwahnt, sowohl durch einen Sattigungseffekt der PAR-Kugeln als auch durch

zusatzlichen Nachstrom neuer Zellen aus anderen Kompartimenten in vivo bedingt.

5.1.7 Wirkung auf Mikropartikel, sP-Selektin und CD40L

Neben Thrombozyten spielen auch von Thrombozyten sezernierte Faktoren und Partikel
wie Mikropartikel, sP-Selektin [64] und CD40L [72, 70] eine relevante Rolle in der
Initiierung und Aufrechterhaltung der Entziindungskaskade der Colitis ulcerosa.

Obwohl es nur wenige Studien zur Wirkung der Mikropartikel auf die
Entziindungskaskasde in Colitis ulcerosa Patienten gibt, wird davon ausgegangen, dass
diese proinflammatorisch und prothombogen wirksam sind [64]. Sowohl in vitro als auch in
vivo wurde ein Anstieg der Anzahl der Mikropartikel nach 15 min festgestellt, welche dann
durch die Apherese nach 15 min im Ausstrom signifikant reduziert werden konnten.

Dies ist vermutlich auf eine verstarkte Plattchenaktivierung zurtickzufihren.

Die Endmessungen nach 60 min zeigten jedoch keine signifikante Reduzierung der
Mikropartikel. Die Ursache der Reduktion nach 15 min - nicht aber nach 60 min - bleibt
unklar. Letztlich hat Immunopure® vermutlich keinen groRBen Einfluss auf Mikropartikel.
Eventuell spielt auch hier eine Sattigung des Sdulenmaterials eine Rolle - mdglicherweise
werden auch weitere Mikropartikel im Verlauf durch aktivierte Thrombozyten nachgebildet.
Inwieweit sich diese neueren Mikropartikel von zuvor produzierten Mikropartikeln
unterscheiden, sollte Gegenstand zukunftiger Untersuchungen sein. In den in vitro-
Untersuchungen zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den mit PAR-Kugeln
gefillten Minimodulen und der Scheinapherese. Die hohe Expression der
Thrombozytenaktivierungsmarker CD63 und CD62P ging einher mit einer verstarkten
Sezernierung von CD40L in vitro und in vivo, sowohl im Einstrom, in starkerem Male aber
im Ausstrom. Ein Anstieg des Plasma-CD40 wurde auch im Leermodul beobachtet -

jedoch um den Faktor 2-3 geringer als im gefullten Modul.
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CD40L, oder CD154 genannt, ist ein kostimulatorisches Molekul und wird primar auf
aktivierten T-Zellen exprimiert, kann aber auch von Thrombozyten sezerniert werden.

Es bindet an CD40 auf Antigen-prasentierenden Zellen und I8st damit in Abhangigkeit von
der Zielzelle viele Effekte aus, die insgesamt zu einer verstarkten Inflammation fihren
kénnen [219]. In der experimentellen Kolitis vermittelt der CD40/CD40L Signalweg die
Adhasion von Thrombozyten und Leukozyten an das GefaRendothel [220]. Ob jetzt die
erhdhten CD40L-Spiegel nach Immunopure®-Apherese inflammatorische Auswirkungen
haben kénnten oder aber den Einstrom an Thrombozyten und / oder Thrombozyten-
Leukozyten Aggregaten in den Darm verhindern, sollte in weiteren Studien untersucht
werden. Durch Expression von Adhasionsmolekiilen wie Selektinen auf Endothel und
Zellen wie Thrombozyten oder Leukozyten wird eine verstarkte Extravasation dieser
Zellen in das entziindete Gewebe hervorgerufen. Hierdurch entstand die Idee, durch
Elimination dieser Adhasionsmolekile den Entziindungsprozess zu limitieren.

Weder in den in in vitro- noch in den in-vivo-Versuchen zeigte sich eine Reduktion der
Konzentration von P-Selektinen. Neben Thrombozyten exprimieren auch andere Zellen
wie Leukozyten Selektine (L-Selektine). Bei anderen Adsorbern wie Adacolumn® [144]

oder Immuloc® [164] konnte eine Wirkung auf L-Selektine nachgewiesen werden.

5.1.8 Bilder mittels konfokalem Laser-Scanning-Mikroskop

Auf den Bildern des konfokalen Laser-Scanning Mikroskops kann man die Zelladhasion
an PAR-Kugeln und die starke Bindung von Thrombozyten erkennen. Es zeigt sich eine
Adsorption von Fibrinogen, CD42b+, Thrombozyten, CD11b+, CD14 und CD3+
Leukozyten auf der Kugeloberflaiche. Aus diesen Beobachtungen lasst sich fur den
Mechanismus der Adsorption folgendes Modell postulieren: Thrombozyten aus dem
Blutstrom initiieren nach Kontakt mit den kinstlichen Oberflachen des Adsorbers die
Koagulationskaskade. Durch das entstehende Fibrin bilden Thrombozyten Komplexe mit
Leukozyten, die so aus dem peripheren Blut GUber das Adsorbermaterial entfernt werden.
Die Adhésion von Fibrin, Thrombozyten und Leukozyten auf der Adsorberoberflache ist

auch auf den elektronenmikroskopischen Bildern erkennbar (Abb. 87).
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Abb: 23: PAR-Oberflache mit anhaftenden Leukozyten und Thrombozyten [221]

Ferner ist bekannt, dass Immunkomplexe an zellulosische Oberflaichen gebunden
werden, an welche Monozyten, Makrophagen und neutrophile Granulozyten durch den
Fc-Gamma Rezeptor gebunden werden [217].
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Abb: 24: Postulierte Wirkung der Adsorption von Platichen-Leukozyten-Komplexen an Fibrin und
weiterer Zellen wie Monozyten, Makrophagen und neutrophilen Granulozyten sowie der Adsorption
von Zellen / Zellaggregaten an dem Adsorber Giber Komplement-/ Immunkomplexe [217]
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5.1.9 Sicherheit

In der Anwendungsbeobachtung konnten alle Patienten 100% der geplanten
Apheresebehandlungen mit Immunopure® absolvieren. Die Apherese wurde dabei von
allen Patienten gut vertragen. Auch eine Re-Evaluierung mittels eines Fragebogens und
telefonischer Nachsorge ein Jahr spater bewertete die Studiendurchfihrung und die
Apherese als Therapie durchgehend positiv [203]. Dies bestatigt die guten Ergebnisse,
die in der erstmaligen humanen Anwendung von Immunopure®durch Ramlow et al. sowie
auch in Tierversuchen erhoben werden konnten [1, 217]. Auch den anderen auf dem
Markt erhaltlichen Systemen wurden in bisherigen Studien gute Sicherheitsprofile
bescheinigt: Eine Cochrane-Analyse von neun Studien von Yoshino et al. [187] aus dem
Jahr 2018 bewertete die Granulozyten/Monozyten Apherese als sichere und effektive
Behandlungsmethode. Eine Post-hoc-Analyse einer groRen Studie an 116 japanischen
Krankenhausern mit 847 Patienten konnte die Sicherheit auch der Leukozytenapherese
bestatigen [222].

5.2 Die Apheresetherapie im Vergleich mit - sowie unter Einbeziehung der
konventionellen Therapie

Vielen Patienten kann mit einer konventionellen Therapie gut geholfen werden.
Insbesondere die Einfihrung der neuen Immunsuppressiva stellt eine enorme
Verbesserung der Therapiemoglichkeiten dar. Jedoch gibt es weiterhin Bedenken in
Bezug auf die langfristige Wirkung und Toxizitat dieser Medikamente. Die medikamentdse
Therapie kann bei mehr als 10% der Patienten keine langfristige Remission etablieren
[223]. Daruber hinaus ist die konventionelle Therapie bei steroidrefraktdren und -
abhangigen Verldufen haufiger wirkungsarm und fihrt durch die oft hohe
Nebenwirkungsrate in der Langzeittherapie zu therapeutischen Problemen.

Letztendlich nimmt man diese Nebenwirkungen jedoch aus Mangel an Alternativen zur
Remissionsinduktion und —erhaltung in Kauf. Als Ultima Ratio hilft solchen Patienten oft
nur die Kolektomie. Nach einer Studie aus dem Jahr 2015 geben zwar 84% der Patienten
eine Verbesserung der Lebensqualitat im Vergleich zum Befinden vor der Operation an,
jedoch beschreiben auch 81% Probleme in Bezug auf Depressionen, Arbeitsproduktivitat,
Diatrestriktionen, Korperbild und/oder sexueller Funktion [224]. Letztendlich ist die
Kolektomie eine grof’e chirurgische Intervention mit einhergehenden Risiken und einem
Einschnitt in die Lebensqualitat und Gewohnheit des Patienten. Die moderne Medizin
verfolgt das Ziel, durch immer bessere Therapiemdoglichkeiten bei niedrigeren Risiken und
Nebenwirkungen Menschen zu helfen. Daher ist es bemerkenswert, dass die
Apheresetherapie meist nur spat, additiv und als Ultima ratio zum Einsatz kommt.

Wahrend die Apheresetherapie fir die Behandlung von Patienten mit Colitis ulcerosa und

79



Morbus Crohn in Japan seit vielen Jahren etabliert ist, wird die Apherese in der 66 Seiten
langen aktuellen Leitlinie der deutschen Gesellschaft fiir Gastroenterologie, Verdauungs-
und Stoffwechselkrankheiten (DGVS) zur Therapie der Colitis ulcerosa [94] sowie in den
Guidelines der europaischen Organisation fiir Colitis und Crohn (ECCO) aus dem Jahre
2017 [10] nicht erwahnt. Lediglich das ECCO-Konsenspapier zur Behandlung der Colitis
ulcerosa in der Padiatrie erwahnt die Apherese. In den Empfehlungen aus dem Jahre
2012 wird die Apherese als umstrittene Therapie beschrieben, welche bei Kindern mit
mildem bis moderatem Erkrankungsstatus erwogen werden kann, wenn keine andere
Option zur Verfuigung steht [225]. Das aktuelle ECCO-Konsensuspapier fir Padiatrie aus
dem Jahr 2018 erwahnt die Apherese als mdglichen Therapieversuch bei
steroidabhangigen oder -resistenten Kindern [226]. Der geringe Beachtungs- und
Empfehlungsgrad ist v.a. auf die uneinheitliche Studienlage zurickzufihren. So wurden
die bisher tiberwiegend positiven Erfahrungen im Rahmen kleinerer Studien gewonnen, in
denen doppelblind bzw. randomisiert erhobene Vergleichsdaten fehlen. Dem gegenliber
stehen bisher zwei doppelblinde, randomisierte Studien entgegen. Wahrend eine Studie
von Sawada et al. aus dem Jahre 2005 bei 19 Patienten in der Apheresegruppe mit einer
Remissionsrate von 80% gegenuber 33% in einer Scheinapheresegruppe positive
Ergebnisse darstellen konnte [149], zeigte die Studie von Sands et al. aus dem Jahr 2008
keinen signifikant positiven klinischen Effekt der Zytapherese im Vergleich zur
Scheinapherese [159]. Diese Studie hat bei vielen europaischen Arzten den Eindruck
erweckt, die Apherese habe keinen relevanten Nutzen in der Therapie der Colitis ulcerosa
[227] und stellt die positiven Ergebnisse vorheriger Studien an ber 20.000 Patienten in
Frage. Nach Veréffentlichung der Studienergebnisse wurden mehrere Kritikpunkte an der
Studiendurchfiihrung laut: So wurde erstmals der Mayo-Score angewandt, der in bisher
noch keiner derartigen Studie verwendet wurde. Auflerdem wurden die variabel
gehaltenen Einschlusskriterien, eine sehr heterogene Studienpopulation mit wenig aktiv
erkrankten Patienten und die fehlende Erfahrung der Behandlungszentren, kritisiert. So
konnte eine Subgruppenanalyse innerhalb dieser Studie aus Daten von 63 Patienten mit
erosiven und/oder ulzerativen Veranderungen der Darmschleimhaut eine signifkante
Uberlegenheit der Zytapherese gegeniiber der Scheinapherese in Bezug auf eine
klinische Remission sowie klinisches Ansprechen belegen [159]. Dennoch hat die
Apherese das Potential, nicht nur additiv in der konventionellen Therapie zu agieren,
indem sie Dosierungen und somit Nebenwirkungen minimiert, sondern auch chirurgische
Interventionen hinauszogert bzw. sogar vermeidet. Diverse Studien konnten dabei zeigen,
dass die Apheresetherapie einer Therapie mit Steroiden sogar uberlegen sein kann.

In dieser Anwendungsbeobachtung konnten 83% der Patienten von der Apherese
profitieren (finf von sechs Patienten), 67% gingen sogar in Remission (vier von sechs

Patienten). Die technische Durchfihrbarkeit dieser Anwendungsbeobachtung lag bei
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100%. Relevante Zwischenfalle oder Nebenwirkungen wurden nicht erhoben — damit
entspricht Immunopure® dem guten Sicherheitsprofil anderer Aphereseverfahren. Die
Ergebnisse entsprechen den guten Erfahrungen mit Immunopure®, welche zuvor Ramlow
et al. bereits in einer Pilotstudie mit 10 Patienten und einer Remissionsrate von 80%
erheben konnte [1]. Eine Studie aus dem Jahr 2019 von Kruis et al. konnte ebenfalls ein
gutes Ansprechen (75%) bei jedoch nur geringer Remissionsrate (25%) erzielen. Dabei
verglichen Kruis et al. erstmals die Apherese mit Immunopure® mit einer
Vergleichsgruppe, in der Patienten mit therapierefraktarer Colitis ulcerosa mit Steroiden
behandelt wurden. Sowohl bzgl. des Therapieansprechens als auch der Remissionsrate
war die Apherese der Steroidtherapie Uberlegen [228]. Wenn man nun die Ergebnisse der
bisher veroffentlichten Studien Uber Immunopure®, inklusive dieser
Anwendungsbeobachtung, zusammenfasst, zeigt sich bei 29 Patienten ein
durchschnittliches Ansprechen von rund 78%. Wie in Kapitel 1.2.2.5 auf Seite 24
aufgefiihrt, wurden in bisherigen Studien fiir Adacolumn® Ansprechraten von ca. 75% und
fir Cellsorba® von ca. 70% beschrieben. Im Vergleich mit anderen auf dem Markt

erhaltlichen Apheresesystemen zeigt Inmunopure® daher ahnlich gute Ergebnisse.

Tab 21: Ubersicht Uber bisherige Studien / AWB mit Immunopure®

Autor Jahr Indikation Patienten in Generelles

finaler Analyse Ansprechen

Ramlow [1] (2013 Moderat- bis schwere,|10 80% (8/10)

therapierefraktare CU

Kruis [228] 2019 aktive CU trotz 5-ASA-|13 75% (9/12)
Therapie
Diese AWB 2013 Moderat- bis schwere, |6 80% (5/6)

therapierefraktare CU

Besonders profitierten mit den Patienten 2 und 4 diejenigen von der Apheresetherapie,
bei denen die Zahl der Thrombozyten am effektivsten reduziert werden konnte.

Bei Patient 5, der in einem akuten Schub therapiert wurde, wurden die Thrombozyten in
geringstem Male reduziert. Der Patient konnte als einziger nicht von der Apherese
profitieren. Dies bestatigt die bisherigen Erfahrungen anderer Studien, die einen
Zusammenhang zwischen einer effektiven Thrombozytenelimination und dem
Therapieerfolg einer Apherese darstellten [204, 205]. Des Weiteren stlitzen diese

Ergebnisse die These, dass die Thrombozyten als wichtiger Bestandteil in der
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Pathogenese der Colitis ulcerosa ein Target in der Therapie sein sollten und durch
Immunopure® effektiv therapiert werden kénnen. Die Nachsorge ein Jahr nach Ende der
Anwendungsbeobachtung erbrachte eine positive Ruckmeldung der Patienten.

So profitierten alle Patienten  subjektiv. von der Teilnahme an der
Anwendungsbeobachtung. Mit Bezug zum organisatorischen Aufwand einer
Apheresetherapie mit An- und Abreise sowie dem zeitlichem Aufwand empfanden zwei
Patienten den Ertrag der Therapie im Vergleich zum Therapieaufwand als sehr
lohnenswert, drei als lohnenswert und nur eine Person als gering lohnenswert. So sind die
grolkeren Therapieumstande einer Apheresetherapie sicherlich als Nachteil gegenlber
der konventionellen Therapie zu nennen. Patienten sind wahrend der Therapie an der
Erhaltung ihres Alltages und einer moglichst hohen Lebensqualitat, auch in aktiven
Phasen der Erkrankung, interessiert. Fir viele Patienten mag eine tagliche
Medikamenteneinnahme, die bei Wohlbefinden oft nicht entsprechend erfolgt,
angenehmer erscheinen, als der Aufwand einer extrakorporalen Blutreinigung.

Die Bereitschaft fiir eine solche Therapieform scheint sich erst bei intensiveren
Symptomen und tiefgreifenden Einschnitten in die Lebensqualitat zu entwickeln. Vor allem
dringliche Symptome wie rektale Inkontinenz mindern die Lebensqualitdt und lassen
aufwendigere Therapiekonzepte attraktiv werden [229]. In der Nephrologie gab es in den
letzten Jahren groRe Bemuhungen und Fortschritte in der Entwicklung eines tragbaren
Dialysegerates [230]. Ein solches mobiles Apheresegerat — mdglicherweise im Rahmen
einer ,Heim-Apherese® - kdnnte auch hier einen Losungsansatz darstellen. Ein weiterer
Nachteil der praktischen Umsetzung der Apheresetherapie besteht darin, dass die
betreuenden Gastroenterologen meist Uber wenig Expertise im Umgang mit
extrakorporalen Blutreinigungsverfahren verfigen. Somit sind Aphereseverfahren primar
nur in groRen Kliniken und Zentren, in denen Hamatologen und Gastroenterologen
interdisziplindr zusammenarbeiten kdnnen, zu realisieren. Des Weiteren sind bei Kindern
und angstlichen Patienten Probleme beim Umgang mit groRlumigen Punktionsnadeln zu
erwarten. Wie schon Conrad darstellte, winschen sich viele Patienten mehr
Therapieoptionen in der Therapie der Colitis ulcerosa [2]. Eine solche Option stellt die

Apherese dar und sollte Patienten als mdgliche Alternative vorgestellt werden.

5.3 Diskussion: Wie kann die Apheresetherapie moglichst sinnvoll im
Therapieregime der Colitis ulcerosa angewandt werden?

Die bisherigen Studienergebnisse bzgl. der Apherese selbst, als auch bzgl. Immunopure®,
zeigen in Wirkung und Remissionsinduktion ein unheitliches Bild. Dies lasst darauf
schlieBen, dass die Apherese nicht bei allen Patienten gleichermalRen wirkt und
moglicherweise nur ein gewisses Patientenkollektiv von der Apherese profitiert. Um den

moglichst idealen Standpunkt der Apheresetherapie im Therapieregime der Colitis
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ulcerosa zu umreif3en, sollte zunachst einmal herausgestellt werden, in welcher Weise die

Apheresetechnologie noch optimiert werden

kann und somit auch, welchen

Forschungsschwerpunkt zukiinftige Studien haben kénnten. Wie die folgende Tabelle

darstellt, unterscheiden sich derzeitige Verfahren in Funktion und Anwendung von einer

optimalen Wirkungsweise noch sehr:

Tab. 22: Das ideale Aphereseverfahren vs. den derzeitigen Stand

Das ideale Verfahren

Derzeitige Verfahren

kommt frihzeitig im Krankheitsverlauf zum
Einsatz

kommen spéat, innerhalb von Studien
zum Einsatz

wird selektiv bei Patienten angewandt, die
davon profitieren kdnnen

kommen unselektioniert bei Patienten
zum Einsatz

mildert effektiv den akuten Schub und repariert
bestehende Schaden

wirken sehr unterschiedlich in Bezug auf
Effektivitdt und Therapie bestehender
Schaden

ist nebenwirkungsarm

sind nebenwirkungsarm

selektioniert intelligent die schadigenden Zellen
in einem zu beeinflussendem Ausmaf

selektionieren nicht beeinflussbar und in
unterschiedlichem Ausmaf}
verschiedene Zellen

kommt ohne andere Medikamente aus

kommen ohne weitere Medikamente
aus und sparen Dosierungen in der
Standarttherapie ein

beeinflusst den Patienten in seiner Freiheit und
Mobilitat nicht

zwingen den Patienten temporar zur
Immobilitat

wird von der Krankenkasse bezahlt

werden nicht von der Krankenkasse
bezahlt

ist Arzten und Patienten bekannt und wird im
Therapieregime angeboten

sind auf Patientenseite sehr unbekannt
und kommen nur selten zur Diskussion

Um die Verfahrens- und Anwendungsweise zu optimieren, sollte es in Zukunft grof3ere

Studien mit einem gréferen und

homogeneren

Patientenkollektiv  geben.

Bedauerlicherweise konnte die bisher grof3te durchgefiihrte doppelblind randomisierte

Multicenter-Studie von Sands et al. die bisherigen positiven Erfahrungen nicht bestatigen

[159]. Die meisten Daten wurden bisher aus Studien mit anderen Apheresesystemen wie

Adacolumn® und Cellsorba® gewonnen.

Rickschliisse auf das

Immunopure®-

Apheresystem sind daher nur unter Vorbehalt zu ziehen. In zukinftigen Studien sollte

unter anderem ermittelt werden, in welchem Krankheitsstadium die Zytapherese die

bestmdgliche Wirkung hat. Die Kasuistiken der Patienten 2 und 4 zeigen, dass

Immunopure® vor allem bei langdauernden Krankheitsepisoden effektiv ist.
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Die Patienten waren schon seit 11 bzw. 16 Jahren erkrankt. Den geringsten Effekt erzielte
Immunopure® bei Patient fiinf, bei dem die Apherese bei einem akuten Schub eingesetzt
wurde und letztlich bei einem CAIl von 10 Punkten vor und nach Apheresetherapie keinen
Erfolg zeigte. Bei diesem Patienten wurde die Diagnose der Colitis ulcerosa erst ein Jahr
zuvor gestellt. Ein akuter Verlauf kénnte demnach eine hohere Therapiefrequenz
bedingen. Takayama et al. zeigten bestatigend in einer Metaanalyse mit 114 Patienten,
die entweder mit LCAP oder GMA behandelt wurden, dass der Therapieerfolg mit einem
jungeren Patientenalter, einem langeren Krankheitsverlauf und einer mdglichst
frihzeitigen Einsatz der Therapie assoziiert ist [231]. Die Ergebnisse der
Anwendungsbeobachtungen bestatigen diese Beobachtung vor allem in Bezug auf die
Krankheitsdauer. Patienten im ersten Schub der Erkrankung sowie steroidnaive Patienten
profitieren ebenfalls haufig von der Apherese [158].

Des Weiteren war die Rate an Operationen und Ruckfallen signifikant niedriger bei
Patienten, die auf die Zytapherese ansprachen. Prinzipiell haben dabei Patienten, die auf
eine erste Apheresetherapie gut ansprechen, eine héhere Chance, auch auf eine weitere
Therapie gut anzusprechen, selbst wenn der klinische Zustand verschlechtert ist [231].

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen zeigen andere Studien, dass der Erfolg der
Apherese bei Patienten mit einer kurzen Krankheitsdauer am erfolgreichsten war [232,
158]. Patienten mit einer schwachen Krankheitsaktivitat, tiefen Mukosalasionen, einem
erheblichen Verlust intestinalen Gewebes und einer Therapierefraktivitat gegeniber der
bisherigen medikamentdésen Therapie profitieren meist weniger von der Apherese [158].
Dies lasst darauf schlielen, dass die Apherese nicht unreflektiert, sondern bei einem
ausgewahlten Patientenkollektiv erfolgen und hierbei individuell auf die Krankheitsverlaufe
eingestellt werden sollte. Auch die optimale Therapiefrequenz ist aktuell noch Gegenstand
intensiver Diskussionen. Ein Standardtherapieschema skizziert eine Frequenz von einer
Therapie pro Woche Uber 60 Minuten und Uber einen Zeitraum von finf Wochen. Ein
klinisches Ansprechen wird oft schon nach drei Aphereseeinheiten generiert, eine
klinische Remission nach sechs Einheiten [167].

Prinzipiell sollte je nach Krankheitsverlauf und Gesundheitszustand eine angepasste
Therapie-Frequenz angewandt werden. Hanai und Mitarbeiter fanden heraus, dass
steroid-naive Patienten besser auf funf Behandlungen reagierten, wahrend steroid-
refraktare Patienten besser auf zehn Behandlungen reagierten [154]. Vor allem zu Beginn
eines akuten Schubes oder bei akuten Verldufen bietet sich eine intensivierte
Therapieform an, da auch ein frihzeitiges Erreichen einer Remission mit einem l&ngeren
Erhalt dieser verbunden ist [233]. Sakuraba und Mitarbeiter [234] konnten darstellen, dass
eine intensivere GMA-Apherese mit zwei Therapieeinheiten pro Woche die Remission in
einer kurzeren Zeit und signifikant hdheren Rate induziert. Sogar eine Therapieform mit

einer taglichen Therapieeinheit Gber funf Tage wurde mit positiven Ergebnissen erprobt
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[235]. Die Verlangerung der Apheresedauer von 60 auf 90 Minuten sowie ein gréleres
therapiertes Blutvolumen scheinen ebenfalls mit einer erhdhten Remissionsrate assoziiert
zu sein [172, 236]. Eine mogliche klinische Umsetzung dieser Ergebnisse konnte in einer
zu Therapiebeginn intensivierten Therapieform in den ersten zwei bis drei Wochen und
einer nachfolgend gemilderten Apheresefrequenz sein. Zur besseren Beurteilung sollten
Dosisfindungsstudien in Bezug auf die Frequenz sowie bzgl. der Langzeitwirkung der
Aphereseform - auch in Bezug auf die Kostenwirksamkeit avisiert werden. Um ein
moglichst effektives Therapieregime fir jeden Patienten zu generieren, ware es
wunschenswert, diejenigen Patienten pratherapeutisch zu erkennen, bei denen die
Therapie wirksam ist. Hier ware die Evaluierung einfach anwendbarer pradiktiver
Parameter auferst hilfreich [237]. Da Daten zu solch positiv pradiktiven Parametern sehr
rar sind, kdnnten zukulnftige Studien die Erhebung eines Scores zum Auftrag haben. Teil
dieses Scores konnten u.a. der klinische Aktivitdtsindex nach Rachmilewitz zur
Darstellung des Schweregrades der Erkrankung [78], genetische und epigenetische
Komponenten sowie der Calprotectin-Wert, als Surrogatparameter der entzindlichen
Aktivitat des Darmes, beinhalten [237]. Costa und Mitarbeiter konnten nachweisen, dass
Patienten bei einem fakalen Calprotectin-Wert > 150 pg/g ein 14-fach erhdhtes Risiko
haben, innerhalb des nachsten Jahres einen Schub zu erleiden [238]. Auch die
Thrombozytenanzahl kénnte in diesen Score einflieBen. Takemoto konnte darstellen,
dass die Effizienz einer Apherese mit der Abnahme der Thrombozytenanzahl korreliert
[204]. Ebenfalls sollte eine endoskopische Untersuchung erfolgen. Patienten mit
ausgedehnten Ulcera und einem deutlichen Verlust des mukosalen Gewebes profitieren
weniger von einer Apherese [158]. Da, wie schon erldutert, steroidnaive Patienten besser
auf Apherese reagieren, sollte auch die bisherige Medikation und Therapiehistorie Teil
eines Scores sein. Da therapierbare Patienten bereits nach drei Wochen auf die Therapie
ansprechen, ist dies ein guter Zeitpunkt fir eine Evaluierung der Apheresetherapie.
Takemoto konnte in einer Studie als einzigen pradiktiven Faktor ein klinisches
Ansprechen nach drei Behandlungen feststellen [204]. Durch einen solchen Score
kénnten scheiternde Therapieversuche und Unkosten vermieden werden.

Um die Apherese zu einer mdglichst effektiven Therapieoption zu machen, sollte das
Verfahren in multiple Punkte der Pathogenese eingreifen. Neben den schon anvisierten
Targetzellen kénnten verbesserte Apherese-Verfahren auch Mikropartikel, sP-Selektin
und CD40-Liganden und Aspekte der Epigenetik beeinflussen. Immunopure® konnte
sowohl bei den Mikropartikeln, sP-Selektin als auch der CD40-Liganden keine
eliminierende Wirkung erzielen. Die gute Wirkung auf Thrombozyten und weitere Target-
Zellen wie Monozyten bei einer guten Remissonsinduktion sind Argumente fur den
Einsatz bei CED-Patienten — v.a. bei Patienten mit einer hohen Thrombozytenzahl und

Koagulationsproblemen.
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Vi Schlussfolgerung

Die Behandlung der Colitis ulcerosa stellt fir Arzte und Patienten stets eine
Herausforderung dar. Jeder sollte dabei die fir ihn und seinen Krankheitsverlauf

bestmdgliche Therapie erhalten.

In der multifaktoriellen Pathogenese der Erkrankung spielen sowohl die Kolonmukosa,
aufgrund eines gestorten Verhaltnisses zwischen zelluldren Entzindungsvorgangen und
der UberschieRenden Immunantwort, sowie die erhdhte Konzentration an zirkulierenden
und mukosabehafteten Entziindungszellen eine wichtige Rolle. Diese komplexe
Pathogenese als auch das auferst variable klinische Bild mit extraintestinalen
Manifestationen und das breite Therapieangebot, mit jeweils unterschiedlichen
Nebenwirkungen, machen die Diagnose und Therapie der Colitis ulcerosa zu einer
diffizilen Aufgabe. Die Zytapherese stellt hier eine im deutschen Raum bisher
vernachlassigte Therapieoption fir Arzte und Patienten dar. Die Behandlungen mit
Immunopure® zeigte in dieser und in vorhergehenden unkontrollierten Studien gute
Ergebnisse, verbunden mit einem sehr guten Sicherheits- und Nebenwirkungsprofil.
So profitierten in dieser Anwendungsbeobachtung 83% der Patienten von der Therapie,
67% gingen in Remission. Die durchschnittliche Verbesserung des klinischen
Aktivitdtsindex von Rachmilewitz betrug 5,3 Punkte. Es traten keine unerwunschten

Ereignisse oder Nebenwirkungen auf. Die technische Durchfuhrbarkeit lag bei 100%.

Letztlich muss das Immunopure®Verfahren lberzeugen und die Frage beantworten,
wieso es neben drei bisher auf dem Markt erhéltlichen Systemen ein viertes
Apheresesystem bendtigt. Neben der Adsorption von Entzindungszellen wie Monozyten
und Granulozyten ist Immunopure® zusétzlich in der Lage, Thrombozyten und
Thrombozytenaggregate zu entfernen. Da Forschungsdaten einen Zusammenhang
zwischen der Colitis ulcerosa und Thrombozyten postulieren, sollte dessen Eliminierung
mehr Beachtung geschenkt werden. So konnten mehrere Studien die Korrelation
zwischen dem Schweregrad der Colitis ulcerosa und der Blutkonzentration von abnormen
Thrombozyten darstellen. Auffallig in der Auswertung der Ergebnisse war, dass die
Apherese bei den Patienten 2 und 4, die besonders von der Therapie profitiert haben, die
Thrombozytenzahl am starksten reduzieren konnte. Die Thrombozytenkonzentration
konnte wahrend der Apherese auf durchschnittlich 32,5% des Startwertes reduziert
werden. Diese in vivo in einer Anwendungsbeobachtung erhobenen Ergebnisse konnten

in vitro anhand eines Rezirkulationsmodells bestatigt werden.

Des Weiteren adsorbiert Immunopure® verschiedene proinflammatorische Zellen wie
CD14+CD16+ Monozyten, CD14+-Monozyten und CD10+-Granulozyten effektiv und wirkt

somit multimodaler, als es vergleichbare Verfahren tun.
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Diese Arbeit und die Veréffentlichung von Ramlow [1] kdnnten darauf hinweisen, dass
Immunopure® den etablierteren Apheresesystemen (iberlegen sein kann. Einschrankend
mussen jedoch die geringen Probandenzahlen genannt werden, an welchen
Immunopure® bisher klinisch eingesetzt wurde. So umfasste die Verdffentlichung von
Ramlow nur zehn Patienten, wahrend in dieser Anwendungsbeobachtung sechs
Patienten behandelt wurden. Die positiven Ergebnisse an gréReren Gruppen zu
bestatigen, sollte Gegenstand zukunftiger Studien sein. Das Aphereseverfahren, als auch
die Therapie der Colitis ulcerosa im Allgemeinen, sollte jede Moglichkeit der Intervention
in den Pathomechanismus der Erkrankung nutzen. Um hier eine groRere
Interventionsbreite zu generieren, muss der Pathomechanismus der Colitis ulcerosa final
entschlisselt werden. So ist doch auffallend, dass die Apheresetherapie bei

unterschiedlichen Verlaufsformen der Erkrankungen unterschiedlich wirkt.

Es sollte daher Ziel zuklnftiger Studien sein zu entschlisseln, inwieweit diverse
Pathomechanismen fiir unterschiedliche Verlaufsformen verantwortlich sind und wie die
Apherese hier eingreifen kann. Solange die Pathogenese der Colitis ulcerosa nicht final
verstanden ist und somit keine kurativer Therapieansatz besteht, sollte ein multimodaler
Therapieansatz gewahlt werden. Hierfir ist die Apherese eine vielversprechende, wenn
auch nicht voll elaborierte Therapieoption, die bisher auferhalb Japans zu wenig beachtet
wurde. Auf Basis der zugrunde liegenden Daten und der diskutierten soziobkonomischen
Begebenheiten sollte der Behandlung mit Apherese mehr Beachtung geschenkt werden.
Auch wenn die Apheresetherapie initial teurer erscheint, macht das Sicherheits- und
Nebenwirkungsprofil die Apherese zu einem sicheren und kosteneffektiven Verfahren bei
Risikopatienten. Den guten klinischen Erfahrungen mit Immunopure® und anderen
Aphereseverfahren zum Trotz muss konzediert werden, dass es bisher keine
doppeltblind-randomisierte Studie gibt, die die Wirkung und Uberlegenheit der Apherese

oder speziell von Immunopure®bewiesen hat.

Unter Berucksichtigung der genannten Ergebnisse sollte derzeit eine Apherese vor allem
bei Risikopatienten wie bspw. Kindern oder Schwangeren in Betracht gezogen werden.
Auch bei Patienten, die aufgrund von Nebenwirkungen, Intoleranz oder Wirkungslosigkeit
von einer medikamentdsen Therapie nicht oder nicht ausreichend profitieren, kénnte die
Apherese eine nutzliche Behandlungsoption darstellen. Bei Patienten, bei denen die
Apherese besonders erfolgsversprechend ist (jingeres Patientenalter, kurzer oder
intermitierender Krankheitsverlauf, Steroidnaivitat) ware wie in Japan ein mdglichst
frihzeitiger Einsatz in einem Therapiekonzept denkbar. Die Apherese mit Immunopure®
sollte in diesem Rahmen v.a. bei Patienten mit erhdhten Thrombozytenzahlen und / oder

Koagulationsproblemen gewahlt werden.
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Thesen

Der Anstieg von Inzidenz und Pravalenz der Colitis ulcerosa verdeutlicht, dass diese weltweit
als Volkskrankheit einer immer starkeren Wahrnehmung bedarf.

Die Erkrankung trifft Menschen in den produktivsten und aktivsten Jahren ihres Lebens - dies
bedeutet sowohl grof3e personliche Einschneidungen und Kosten fir den Patienten, als auch
fur die Gesellschaft und damit folgend dem Gesundheitssystem.

Die medikamentdse Standardtherapie basiert auf einer unspezifischen Entzindungshemmung
und einer immunsuppressiven Therapie. Eingesetzt werden Aminosalizylate, Steroide, anti-
TNF-a-Antikérpern (Infliximab, Adalimumab, Golimumab) oder Calcineurin-Inhibitoren wie
Tacrolimus oder Ciclosporin A

Die medikamentdse Therapie kann bei mehr als 10% der Patienten keine langfristige
Remission etablieren.

CED-Patienten haben ein grofles Interesse an neuen und nebenwirkungsarmen
Therapiestrategien.

Die Apherese ist eine nebenwirkungsarme und sichere Therapiemethode, die singular oder
additiv im Therapiekonzept eingesetzt werden kann und somit Medikamente und deren
Nebenwirkungen verringern sowie chirurgische Interventionen hinauszégern bzw. vermeiden
kann.

Bei der vorliegenden Arbeit wurde das neuartige Apherese-Verfahren Immunopure® in einem
Rezirkulationsmodell in vitro in Bezug auf Wirkungsweise und Effektivitat und in einer
prospektiven Anwendungsbeobachtung in vivo an sechs Colitis ulcerosa-Patienten untersucht.
Das Verfahren gewahrleistet ein hohes Mal an Sicherheit dadurch, dass keine weiteren
Substanzen bendtigt werden, die Nebenwirkungen oder andere unerwiinschte Ereignisse
verursachen konnten.

Die Apherese ist ein kosteneffektives Therapieverfahren

Verschiedene Studien haben bewiese, dass die Apherese einer Therapie mit Steroiden bzgl.
der Remissionsinduktion Uberlegen sein kann.

Thrombozyten sind zu beachtende Target-Zellen in der Therapie der Colitis ulcerosa.

« Thrombozyten, als auch von Thrombozyten produzierte Zellen und Partikel wie
Mikropartikel, Selektine oder der CD40-Ligand wirken proinflammatorisch in der
Pathogenese der Colitis ulcerosa.

% Der Zusammenhang zwischen einer effektiven Thrombozyteneliminierung und dem Erfolg
einer Apherese ist durch Studien belegt.

% Thromboembolismus ist einer der Hauptgriinde fur Morbiditat und Mortalitat bei Patienten

mit chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen.



Immunopure® kann bis zu 80% der Thrombozyten eliminieren, wahrend andere Verfahren nur
eine deutlich geringere oder gar keine Wirkung auf Thrombozyten zeigen

Die Behandlung mittels Immunopure® konnte sowohl in den in vitro-Versuchen als auch in vivo
die Thrombozytenanzahl signifikant reduzieren.

In dieser AWB war die Apherese am wirksamsten bei Patienten, bei denen die Thrombozyten
am effektivsten eliminiert werden konnten.

Die Thrombozytenanzahl konnte nach 15 Minuten durch die Adsorberpassage sowohl in vitro
als auch in vivo am starksten reduziert werden und erholt sich durch einen erhdhten

Nachstrom aus anderen Kompartimenten und aufgrund eines Sattigungseffektes der PAR-
Kugeln im Verlauf wieder

Eine dauerhafte Reduzierung der Thrombozyten und somit eine mégliche klinisch kritische
Thrombozytopenie wurde nicht beobachtet

V.a. bei Patienten mit erhéhten Thrombozytenzahlen und / oder Koagulationsproblemen sollte
Immunopure® in einer Apheresetherapie bedacht werden.

Immunopure® kann auch weitere proinflammatorische Zellen wie CD14+tragende Monozyten,
CD14+CD16+tragende Monozyten, @ CD10+-Granulozyten und neutrophile Granulozyten
effektiv eliminieren und wirkt somit multimodaler, als es vergleichbare Verfahren tun.

Auch sog. Leukozyten-Thrombozyten-Aggregate scheinen zur Pathogese mukosaler Lasionen
und zum erhdéhten Risiko systemischer Thrombosen bei Colitis ulcerosa beizutragen

Auf Thrombozyten-Monozyten-Aggretate (CD42b+CD14b+) wirkte Immunopure® stark
eliminierend, wahrend auf Thrombozyten-T-Zell-Aggregate (CD42b+CD3+) und Thrombozyten-
CD11b-Aggregate nur nach 15 Minuten eine eliminierende Wirkung dargestellt werden konnte.
Im Vergleich mit anderen erhaltlichen Apheresesystemen zeigt Immunopure® ahnlich gute
(Adacolumn®) oder héhere Remissionsraten (Cellsorba®, Immuloc®).

In dieser AWB konnte ein Ansprechen von 83% und eine Remissionsrate von 67% erhoben
werden.

Hindernd an der Anwendung von Aphereseverfahren im klinischen Alltag sind Unwissenheit,
initial gréRere Kosten und der fur alle Seiten erforderliche Aufwand einer extrakorporalen
Blutreinigung

Auf Mikropartikel, Selektine oder CD40-Liganden hat Immunopure® keine eliminierende
Wirkung

In Bezug auf weitere Zielzellen wie Granulozyten oder Lymphozyten zeigte sich bei der
Apherese durch Immunopure®keine bessere Wirkung als bei anderen Apheresegeriten.

Die Ergebnisse in der Anwendungsbeobachtung lieRen sich im Rezirkulationsmodell
weitestgehend reproduzieren. Das Modell war daher dafir geeignet, Adsorptionsprozesse am
Adsorber zu analysieren. Wechselwirkungen mit anderen Elementen wie Organen oder

Medikamenten waren dabei jedoch ausgeschlossen.



Die Apherese sollte nicht unreflektiert, sondern bei einem ausgewahlten Patientenkollektiv
erfolgen und hierbei individuell auf die Krankheitsverldufe eingestellt werden.

V.a. in einem erfolgsversprechenden Patientenklientel (jingeres Patientenalter, langerer
Krankheitsverlauf, frihzeitiger Einsatz nach Diagnose, Steroidnaivitat) als auch bei
Risikopatienten (Kindern oder Schwangeren, sowie Patienten die aufgrund der
Nebenwirkungen, der Intoleranz oder Wirkungslosigkeit von einer medikamentdsen Therapie
nicht profitieren kdnnen) sollte die Apherese moglichst frih in einem Therapiekonzept diskutiert
werden.

Patienten mit einer schwachen Krankheitsaktivitat, tiefen Mukosal&sionen, einem erheblichen
Verlust intestinalen Gewebes und einer Therapierefraktivitdit gegentber der bisherigen
medikamentdsen Therapie profitieren meist weniger von der Apherese.

Ein Standarttherapieschema skizziert eine Frequenz von einer Therapie pro Woche Uber 60
Minuten und Uber einen Zeitraum von finf Wochen. Prinzipiell sollte je nach Krankheitsverlauf
und Gesundheitszustand eine individuell angepasste Therapie-Frequenz angewandt werden.
Durch Scheinapherese werden Zellen aktiviert — daher muss postuliert werden, dass eine
Scheinapherese nicht mit einem Placebo verglichen werden und eine starkere therapeutische
Wirkung als diese haben kann.

Den guten klinischen Erfahrungen mit Immunopure® und anderen Aphereseverfahren zum
Trotz muss konzediert werden, dass es bisher keine doppeltblind-randomisierte Studie gibt die
die Wirkung und Uberlegenheit der Apherese oder speziell von Immunopure® bewiesen hat.
Die genaue Positionierung der Zytapherese in der Therapie der aktiven chronisch-
entzindlichen Darmerkrankungen ist aufgrund der unterschiedlichen Studienergebnisse

gegenwartig umstritten.
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Fragebogen — Cytapherese bei Colitis ulcerosa

Name:
Geschlecht:
Geburtsdatum:

Wie erging es lhnen nach der Studienteilnahme im Vergleich zum vorherigen Befinden?
O Wesentlich besser O leicht verbessert O geringfiigig schlechter
O besser O keine Verdnderung O wesentlich schlechter
O Sonstiges:

Sofern Sie eine eine Verbesserung gespiirt haben, wie lange hielt diese an?

Wie geht es Ihnen heute im Vgl. zum Zeitpunkt nach der Studienteilnahme?

O Wesentlich besser O leicht verbessert O geringfligig schlechter
O besser O keine Verdnderung O wesentlich schlechter
O Sonstiges:

Als wie lohnenswert empfanden Sie das Ergebnis der Therapie im Angesicht des erforderlichen
Aufwandes (Anfahrt, Punktion, Zeitlicher Aufwand):

O Sehr lohnenswert Ogering lohnenswert O nicht lohnenswert
O lohnenswert O neutral O als Zumutung

O Sonstiges:

Wirden Sie an weiteren Apheresebehandlungen teilnehmen?
O Ja - Warum?
O Nein — Warum nicht?

O Unentschlossen
Wenn ja, in welchem Rhythmus?

O mehrmals pro Woche O mehrmals im Monat (3-4x) O mehrmals im Jahr (5-10x)
O mehrmals im Monat (1-2x) O mehrmals im Jahr (1-5x) O sonstig:

Was flr eine medikamentdse Therapie haben Sie seit der Studie erhalten und in welchem
Zeitraum?

- O Therapie 1:
von/bis

O abgebrochen, weil: /O nicht abgebrochen

- O Therapie 2: von/
bis

O abgebrochen, weil: /O nicht abgebrochen

- O Therapie 3: von/
bis

O abgebrochen, weil: /O nicht abgebrochen

- O Therapie 4: von/
bis




O abgebrochen, weil: /O nicht abgebrochen

- O keine Therapie

haben, kénnen Sie diesen auch kopieren und beilegen)

Wie und von Wem werden Sie zum aktuellen Zeitpunkt arztlich betreut? Seit wann?
O Allgemeinarzt:
O weitere Betreuung:

Schildern Sie bitte kurz Ihre Erwartungen, mit denen Sie an die Apheresetherapie herangetreten
sind: Welche Fortschritte/ Wirkung der Apherese haben Sie sich erhofft?

Haben Sie noch weitere Anmerkungen zu lhrer Teilnahme an der Studie?

Bei weiteren offenen Fragen wiirden wir Sie sehr gern kontaktieren. Sind Sie damit einverstanden
und auf welchem Wege dirften wir dies tun?

O Telephonisch:
O E-Mail:
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