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Einleitung

1 Einleitung

Die fur diese Dissertation verwendeten klinischen und molekularen Daten wurden im Rahmen
einer klinischen Phase Ila Studie der Arzneimittelzulassung (European union drug regulating
authorities clinical trials database (EudraCT)-Nummer:2016-00205-36)) erfasst. In dieser
Studie wurde ein neuartiger, medikamentdser Therapieansatz fiir Patienten mit chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen untersucht: ein selektiver IL-6 trans-signaling Inhibitor.
AusschlieRRlich, damit die Lesbarkeit der Dissertation flieRender ist, wurde auf
geschlechtsspezifische Formulierung verzichtet. Personenbezogene Bezeichnungen sind bitte

als geschlechtsneutral zu verstehen.

1.1 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen
Die folgenden Unterkapitel bieten eine Einflihrung in chronische entziindliche

Darmerkrankungen.

1.1.1 Krankheitsbild

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED) sind lebenslang andauernde Erkrankungen,
in denen schubartig Entziindungen des Gastrointestinaltrakts (GIT) auftreten. Es werden zwei
Hauptformen unterschieden: Morbus Crohn (MC) und Colitis ulcerosa (CU) (1). Sie ahneln sich
in vielerlei Hinsicht, sind aber dennoch als zwei unterschiedliche Krankheitsentitaten mit
unterschiedlichen Atiopathogenesen zu betrachten (2). Hauptsymptome bei CED sind
Bauchschmerzen, Durchfille, gastrointestinale Blutungen und Gewichtsverluste. Als
schwerwiegende Komplikationen kénnen bei MC Darmfisteln, Darmstenosen und Abszesse
sowie bei CU das Megakolon auftreten (3).

Bei MC kann der gesamte Gastrointestinaltrakt segmental von Mund bis zum Anus entziindlich
befallen sein; bei CU ist die Entzlindung kontinuierlich ausgebreitet und auf den Dickdarm
begrenzt (3, 4). AuRerhalb des Gastrointestinaltrakts konnen bei CED begleitende
Entziindungen der Augen, der Leber, der Gelenke und der Haut auftreten (5). AuBerdem liegt
ein erhohtes Risiko fir Darmkrebs vor (6). Die Patienten sind in ihrer Symptomatik je nach
Krankheitsverlauf unterschiedlich stark betroffen und dementsprechend in ihrer
Lebensqualitdt eingeschrankt. Neben milden Verlaufen mit dauerhafter Entziindungsfreiheit

ohne Therapiebedarf treten chronisch aktive Entziindungen oder gar lebensbedrohliche
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Verldaufe auf. Eine immunsuppressive Dauertherapie, Hospitalisationen oder chirurgische
Interventionen (z.B. Darmresektionen (7)) konnen notwendig werden (8). Die weltweit
hochsten Pradvalenzen liegen in den westlichen Nationen (Nordamerika und Europa),
allerdings steigen die Inzidenzen und Pravalenzen weltweit erheblich. Die Erkrankung tritt
meist zwischen der zweiten und vierten Lebensdekade auf (8, 9). Gesundheitsokonomisch
betrachtet, fiihren die steigenden CED-Fallzahlen zu einer hohen Kostenbelastung (9, 10). Da
die bisherigen Therapien nicht ganzlich zufriedenstellend sind, wurde und wird intensiv an

tiefergehendem Krankheitsverstandnis und an neuen Therapieansatzen geforscht (3).

1.1.2 Atiopathogenese

Obwohl MC und CU viele klinische Gemeinsamkeiten aufweisen, sind sie zwei verschiedene
Krankheitsentititen mit unterschiedlichen Immunpathogenesen (11). Die exakten
molekularen Mechanismen der Atiopathogenese von CED sind unverstanden. Es herrscht
Einigkeit darliber, dass die Ursachen multifaktoriell sind. Komplexe Interaktionen zwischen
der Genetik, der Umwelt, dem Mikrobiom und dem Immunsystem sind ursachliche
Komponenten (1, 3, 12, 13).

Als Schlisselereignisse in der Entstehung von CED werden fehlregulierte Immunantworten,
die Unterbrechung der Darmbarriere, eine beeintrachtigte intestinale Wundheilung sowie

eine mikrobielle Fehlbesiedlung des Darms (Dysbiose) beschrieben (14-17).

Normalerweise schiitzen entziindlich wirkende Immunreaktionen den menschlichen Korper
vor Infektionen und vor anderen Schadigungen. Durch die Freisetzung von Abwehrstoffen
wird auch das koérpereigene Gewebe geschadigt. Wenn der Ausléser flir die Immunreaktion
bestehen bleibt oder die Immunreaktion nicht beendet wird, entstehen chronische
Entziindungen (18, 19). Fir CED wurde eine unkontrollierte Aktivierung der intestinalen
Immunzellen bestatigt (17). Zudem zeigte sich eine abnormale Expression von pro - und
antiinflammatorischen Entziindungsbotenstoffen (Zytokine), die zu einem Ungleichgewicht
des Immunsystems fiihrte. So wurden erh6hte Konzentrationen von proinflammatorischen
Zytokinen wie Interleukin-1 (IL-1), IL-6, IL-12, IL-18, Interferon (IFN-a), IFN-B und Tumor-
Nekrose-Faktor-a (TNF-a)) fiir CED beschrieben. In therapeutischer, antientziindlicher Absicht

werden bereits einige dieser Zytokine gezielt blockiert (11).



Einleitung

Eine intakte Darmbarriere fungiert als Grenz- und Schutzschicht zwischen Darmschleimhaut
und AuBenwelt (Darmlumen mit Mikroorganismen) und verhindert somit, dass
Krankheitserreger oder andere schadlichen Substanzen in den Korper gelangen (20). Die
Darmbarriere besteht aus kommensalen Darmmikroben, einer Schleimschicht mit
Abwehrstoffen, epithelialen Zellverbindungen und Immunzellen. Wird die Darmbarriere
beschadigt, konnen Mikroorganismen und andere Antigene in tiefere Darmgewebsschichten
gelangen und dort aberrante Immunreaktionen sowie Gewebeschaden auslosen (16).

Reparaturen von Defekten in der Darmschleimhaut werden als intestinale Wundheilung
bezeichnet. Fir CED wurde eine gestorte intestinale Wundheilung festgestellt, welche von
Schleimhautulcera bis hin zu Fisteln, Blutungen, Darmdurchbriichen und dem toxischen

Megakolon flihren kann (15, 21).

Als Umweltfaktoren beeinflussen bspw. Antibiotikatherapien (v.a. im Sauglingsalter) oder die
Erndhrungsweise die Entstehung von CED. Die Stilldauer und eine ausgewogene
ballaststoffreiche Erndahrung schiitzen vor einer Erkrankung, eine fett- und zuckerreiche Kost
sowie Zusatzstoffe (z.B. Emulgatoren) erhéhen das Risiko an CED zu erkranken. Rauchen ist

ein protektiver Faktor flir CU, hingegen ein Risikofaktor fir MC (17, 22-24).

Als auslosende Faktoren der CED riicken genetische Pradispositionen zunehmend ins
Zentrum. In genomweiten Assoziationsstudien wurden bereits mehr als 200 Risikogene (z.B.
ATG16L1, IL23R, IL6R (25-27)) identifiziert, die mit dem Auftreten von CED assoziiert sind. Die
Risikogene sind als veranderte Genvarianten in entscheidende Funktionsmechanismen der
angeborenen und adaptiven Immunitdt involviert und beeinflussen somit Ablaufe von
Immunantworten. Dabei (iberlappen einige Risikogene fir MC und CU, andere liegen
spezifisch bei MC oder bei CU vor (12, 16, 27-29). Interessanterweise liegen einige Risikogene
ebenfalls in anderen entziindlichen Erkrankungen wie Psoriasis vor (30). Bei CED kann eine
einzelne Genmutation fir die Erkrankung verantwortlich sein (z.B. IL-10 Rezeptor Defizienz),
in der Mehrheit der Falle liegen jedoch polygene Ursache vor. Die individuelle Risikogen-

Konstellation kann Hinweise fiir zielgerichtete Therapieansdtze bieten (31).

AbschlieBend soll betont werden, dass nur die Integration aller verursachender Komponenten
— von Genetik, Umwelt, Mikrobiom und Immunsystem - zu einem vollen

Krankheitsverstandnis und folglich zu kurativen Therapien fiihren kann (1).

3
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1.1.3 Initial- und Verlaufsdiagnostik

Es gibt bislang keinen Goldstandard fiir die Diagnosestellung von chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen. Die Diagnostik basiert auf der Zusammenschau von klinischen,
laborchemischen, bildgebenden und histologischen Untersuchungen. Dabei ist anfangs nicht
immer klar zwischen MC und CU differenzierbar, wobei eine ausfiihrliche Anamnese, die
korperliche Untersuchung, und o.g. Untersuchungen wegweisend sind (7, 32). In der Primar-
und auch in der Verlaufsdiagnostik ist es wichtig, die bestehenden Entziindungs- bzw.
Krankheitsaktivitaten im Patienten zu erfassen. Dabei werden die Krankheitsaktivitaten auf
verschiedenen Ebenen beurteilt: klinisch, biochemisch/laborchemisch, endoskopisch und
histologisch. Je nach Krankheitsaktivitat richtet sich anschlieRend die medikamentdse

Therapieanpassung.

Als klinische Parameter werden klinische Entziindungsaktivitatsindizes erhoben: Flir Morbus
Crohn gibt es den Crohn’s disease activity index (CDAI) und den Harvey-Bradshaw-Index (HBI);
fur Colitis ulcerosa den Mayo-Score. Unter Einbezug von klinischen Symptomen wie der
Stuhlfrequenz, dem Vorliegen von blutigem Stuhl, dem Allgemeinbefinden oder Fieber
werden diese Indizes bestimmt. Die fiir die Indizes einbezogenen Parameter sowie die

entsprechende Einstufung der Krankheitsaktivitat sind im Anhang 1 dargestellt (33—-43).

Als biochemische Parameter werden die Entziindungsmarker C-reaktives Protein (CRP) aus
dem Serum und fakales Calprotectin (FC) aus dem Stuhl bestimmt (7, 32, 44). CRP ist ein
Plasmaprotein der Akuten Phase Reaktion, das bei Entzlindungsreaktionen z.B. im Rahmen
von Infektionen oder bei Gewebeschadigungen freigesetzt wird. Als normwertiger
Referenzwert wird CRP <5 mg/l angegeben (45). Calprotectin ist ein intrazelluldres Protein aus
der Immunzellgruppe der Neutrophilen Granulozyten. Es wird bei intestinaler Entziindung
Uber den Stuhl ausgeschieden und weist sensitiv Entziindungen des Darmtrakts nach. Als
Referenzwert fiir Erwachsene gilt FC <50 mg/kg Stuhl. Sowohl CRP als auch Calprotectin sind
keine spezifischen Entziindungsparameter fir CED, wobei FC spezifischer fir
Darmentziindungen ist als CRP. CRP und FC gelten als objektive, valide, kostenglinstige und

minimalinvasive Entziindungsaktivitatsmarker fiir CED (7, 32, 44).
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Zur weitergehenden Diagnostik stehen bildgebende Verfahren zur Verfligung: die
hochauflésende abdominelle Sonographie, CT, MRT und endoskopische Untersuchungen (7,
32).

Darmspiegelungen mit Stufenbiopsien stellen eine invasive Standarduntersuchung in der
Diagnostik von CED dar. Mit ihr konnen die entziindlichen Befallsmuster (MC:
diskontinuierlich, multilokular vs. CU: kontinuierlich, diffus panmukosal), Komplikationen wie
Ulzerationen, Stenosen oder Fisteln und die endoskopische Entziindungsaktivitat beurteilt
werden. Als endoskopische Entziindungsaktivitatsindizes werden fiir MC der Simple
Endoscopic Score for Crohn’s Disease (SES-CD) und fiir CU der Mayo-Score bestimmt (7, 32).
Auch deren Parameter und Interpretation sind im Anhang 1 dargestellt.

Die entnommenen Darmgewebebiopsien werden histologisch untersucht. Fir MC ist dabei
eine transmurale Entzindung mit Granulomen charakteristisch, fir CU ist es eine
panmukosale Entziindung mit Abszessen in den Darmkrypten (7, 32). Als histologischen
Entziindungsaktivitatsscore fir CU gibt es den Nancy-Index und den Robarts histopathology
index, fir MC gibt es bislang keinen validen histologischen Krankheitsaktivitatsindex (7, 32,

46).

1.1.4 Therapieziele, Therapiemanagement und Therapieansatze

In der Therapie von CED kommt das Treat to target Prinzip zur Anwendung. Dies bedeutet,
dass bestimmte Therapieziele definiert werden und mit entsprechender Therapiewahl
zielgerichtet verfolgt werden. Hierfir missen Krankheitsaktivitaten frihzeitig durch ein
kontinuierliches Monitoring erkannt werden, um die jeweiligen Therapien rechtzeitig
anzupassen, sodass die Therapieziele erreicht werden kdnnen (47, 48). Die CALM-Studie
zeigte, dass als Entscheidungsgrundlage fir Therapieanpassungen ein intensiviertes
Verlaufsmonitoring unter Einbezug von sowohl klinischen Symptomen als auch von

biochemischen Entziindungsmarkern (CRP, FC) anzustreben ist (49).

Primédres Therapieziel ist es heutzutage, moglichst rasch Remission zu induzieren, also eine
Abwesenheit von Entziindungszeichen zu erreichen. Im weiteren Verlauf wird ein stetiger
Remissionserhalt angestrebt (7, 32). Remission wird mittlerweile in verschiedene Ebenen
unterteilt: So gibt es klinische Remission, die anhand der klinischen Indizes bestimmt wird,

biochemische Remission, die anhand von Biomarkern bestimmt wird, endoskopische
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Remission, die anhand von endoskopischen Untersuchungen bestimmt wird und histologische
Remission, die durch mikroskopische Untersuchungen bestimmt wird (50-52).

Als ein seit 20 Jahren an Bedeutung zunehmendes Therapieziel wird die mukosale
Wundheilung beschrieben, wobei eine exakt validierte Definition hierflir noch nicht vorliegt.
Am ehesten wird mukosale Wundheilung als Wiederherstellung der intestinalen
Barrierefunktion verstanden, was z.B. endoskopisch, radiologisch und histologisch beurteilt
werden kann. Mukosale Wundheilung ist mit einem besserem Langzeitergebnis verbunden
und geht mit einer geringeren Rate an Krankheitsriickfdllen, Hospitalisierungen,
Komplikationen und Chirurgie einher (51, 53) und wird daher zunehmend ein angestrebtes
Therapieziel.

Als kombiniertes Therapieziel ist das Erreichen von klinischer und biochemischer Remission
sowie mukosaler Wundheilung mit einer erhéhten Wahrscheinlichkeit fir Krankheitsfreiheit

verbunden (53) und damit fiir die Lebensqualitdt der Patienten entscheidend.

Fiir CED gibt es derzeit keine kurativen Therapieoptionen. Die Wahl der Therapie adaptiert
sich stufenweise an der Krankheitsaktivitat und an patientenspezifischen Faktoren. Spontane
Remissionsraten von CU liegen ohne therapeutische Intervention bei <50 %. Dies verdeutlicht
die Notwendigkeit von medikamentdsen Therapien, durch welche héhere Remissionsraten
erzielt werden konnen (7, 32, 54).

Es wird zwischen remissionsinduzierenden Medikamenten im akuten Schub und
remissionserhaltenden Medikamenten im symptomfreien Intervall unterschieden (7, 32, 54).
Die effektivsten Interventionen sind allerdings nur fir ca. 30 % der Patienten geeignet (55).
Konventionelle Medikamente in der Behandlung von CED wirken unspezifisch
immunsuppressiv (56) und sind daher mit unglinstigen Nebenwirkungen wie schweren
(opportunistischen) Infektionen, Lymphomen und moglicherweise Krebsentstehung
verbunden (57). Eine neuere, spezifischere Wirkstoffgruppe stellen Biologika dar, die als
monoklonale Antikorper zielgerichtet auf entscheidende molekulare Entziindungssignalwege
einwirken. Sie blockieren entweder proentziindliche Zytokine oder verstdrken
antientziindliche Signalwege (14, 58). Die fiir CED zugelassenen Medikamente sind in Tabelle

1 aufgelistet.
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Remissionsinduktion  Remissionserhalt

Medikament MC Ccu MC Ccu
Aminosalicylate X v X v
Steroide v v X X

Immunsuppressiva

Thiopurine (V) X v v

Calcineurin-Inhibitor X (V) X (V)

Methotrexat (V) X v (V)
Biologika: v v v v
Anti-TNF v v v v
Anti-IL-12/-23 N4 X v X
Anti-Integrin v v v v
Pan-JAK-Inhibitor X v X v
JAK-1-Inhibitor X v X v
S1p-Inhibitor X v X v

Tabelle 1: Zugelassene Medikamente fiir chronisch entziindliche Darmerkrankungen

Die zugelassenen Medikamente sind nach Induktion oder Erhalt von Remission fiir Morbus Crohn (MC)

und fiir Colitis ulcerosa (CU) aufgelistet. v bedeutet Anwendung empfohlen, (v) bedeutet
eingeschrinkte Anwendung mdéglich und X bedeutet keine Anwendung empfohlen (7, 54, 59, 60).

Fiir die Remissionsinduktion im akuten Schub stehen Kortikosteroide (z.B. Cortison),
Immunsuppressiva, Biologika und die enterale Erndhrungstherapie (v.a. bei Kindern) zur
Auswahl (7, 54, 61).

Fir den langfristigen Remissionserhalt sind Dauertherapien mit Immunsuppressiva und
Biologika moglich. Kortikosteroide sind flir die Langzeitanwendung wegen ihrer
Nebenwirkungen ungeeignet (z.B. Immunsuppression, Osteoporose). Der schwerwiegende
Nachteil von immunsuppressiven Langzeittherapien sind die o0.g. ernstzunehmenden
Nebenwirkungen ((opportunistische) Infektionen oder Krebs). Aber auch wahrend der
Behandlung mit Biologika kdnnen als Nebenwirkung latente Infektionen wie Tuberkulose und
Hepatitiden reaktiviert werden (7, 32, 57).

Als nicht-medikament6se Therapieoption miissen bei Auftreten von Komplikationen wie
Fisteln oder Krebs chirurgische Interventionen erwogen werden (7, 54). In therapierefraktarer
CU kann als Ultima Ratio und als kurative Therapieoption der Dickdarm chirurgisch entfernt

werden (62).

Trotz der genannten Therapieoptionen gibt es Patienten, denen aufgrund von

Vorerkrankungen, Kontraindikationen, fehlenden Wirkeffekten, Wirkverlusten oder schweren
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Nebenwirkungen kaum Therapien fir einen langfristigen Remissionserhalt zur Verfligung
stehen. Bislang ist es noch nicht modglich, den Therapieerfolg von Medikamenten vor
Therapiebeginn vorherzusagen. Daher werden die Medikamente nach dem trial and error
Prinzip ausprobiert und je nach Therapieansprechen fortgefiihrt oder abgesetzt.
Erstrebenswert wadre eine individualisierte Therapiewahl auf Grundlage der personlichen
Krankheitsbiologie, bei der vorab anhand von Biomarkern eingeschatzt werden kann, ob die
Medikation beim jeweiligen Patienten effektiv wirken wird. Aus diesem Grund wird am
weiteren Verstandnis der komplexen und heterogenen Krankheitsbiologie von CED geforscht,
um daraus innovative, zielgerichtete Therapieansatzen zu entwickeln (55, 63, 64). Mit diesem

Hintergrund entstand das in dieser Studie erprobte Biologikum.

1.2 Die Rolle von Interleukin-6 (IL-6) und (p)STAT3 in intestinaler Entziindung
Interleukin-6 (IL-6) ist ein Zytokin, das an der Entstehung von MC und CU beteiligt ist (65).
Signifikant erhohtes IL-6 lag im Serum von Patienten mit aktiver CED gegenliber Patienten mit
inaktiver CED oder gegeniiber gesunden Probanden vor. Die erhdhten IL-6 Konzentrationen
konnten zwar nur in einem Teil der Patienten gemessen werden, bei diesen waren die
erhohten IL-6 Werte jedoch mit einer starken Krankheitsaktivitat assoziiert. Zudem korrelierte
die IL-6 Konzentration signifikant mit CRP und der Anzahl an Leukozyten (66). Auch in der
Darmmukosa von MC- und CU-Patienten wurden signifikant erh6hte Konzentrationen von IL-
6 gemessen (67). Physiologisch betragen die Konzentrationen von IL-6 im Serum 1-5 pg/ml;
bei Entziindung, Infektion und Krebs kann sich die IL-6 Konzentration 1000-fach bis in niedrige
ng/ml-Konzentrationen und im septischen Zustand 1.000.000-fach in den pg/ml Bereich
erhohen (68, 69). Dabei wird IL-6 aus Immunzellen (u.a. T- und B-Zellen, Monozyten),
Endothelzellen, Keratinozyten und Fibroblasten freigesetzt (69).

IL-6 vermittelt kontextabhangig vielseitige und wichtige Funktionen in Gesundheit und
Krankheit. Es erfillt unter Anderem physiologische Funktionen in Stoffwechselprozessen (z.B.
Blutzucker- und Knochenmetabolismus) und koordiniert wichtige Abwehrreaktionen gegen
infektiose Erreger. Es leitet die Akute Phase Reaktion ein, die als systemische Abwehrreaktion
des angeborenen Immunsystems gegen Infektion und Pathogene wichtig ist (69).
Fehlreguliertes IL-6 signaling wirkt proentziindlich und trdgt zu Autoimmunitat, der
Aufrechterhaltung von chronischen Entziindungen sowie zur Entstehung von Darmkrebs bei

(69-71).
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Als Chemokin lockt IL-6 weitere Immunzellen wie T-Zellen ins Gewebe. Es verhindert die
Differenzierung von antiinflammatorischen, regulatorischen T-Zellen (Tregs) und fordert die
Differenzierung von Makrophagen sowie von einigen T-Zellen (72). So fordert es die Bildung
von hochentzindlich wirkenden T-Helfer-17-Zellen (TH17), welche eine zentrale Rolle in
autoimmunen sowie chronisch entziindlichen Erkrankungen spielen (73, 74). Somit
beeinflusst IL-6 in CED das Gleichgewicht zwischen proinflammatorischen TH17-Zellen und

antiinflammatorischen regulatorischen T-Zellen hin zur proentziindlichen Seite (3, 67, 75).

1.2.1 IL-6 Signalwege: classic signaling, trans-signaling und trans-presentation

IL-6 kann auf unterschiedliche Weisen auf seine Zielzellen einwirken: {iber , Classic signaling”,
,Trans-signaling” und , Trans-presentation” (Abbildung 1). Beim classic signaling bindet IL-6 an
einen membrangebundenen IL-6 Rezeptor (mIL-6R) und anschliefend an das Glykoprotein
130 (gp130). gp130 ist auf jeder Korperzelle exprimiert, wohingegen der mIL-6R nur auf
Leberzellen, auf einigen Epithelzellen und auf einigen Leukozyten vorzufinden ist. Daraus folgt,
dass IL-6 via classic signaling nur auf diejenigen Zellen einwirken kann, die einen
membrandsen IL-6R besitzen (76).

Im Gegensatz dazu kann IL-6 trans-signaling jede Koérperzelle stimulieren. Dies geschieht
mithilfe des im Blut zirkulierenden, I6slichen IL-6 Rezeptors (soluble IL-6R, sIL-6R). Dieser slL-
6R kann durch zwei Wege entstehen: a) indem der membrangebundene IL-6R proteolytisch
gespalten wird oder b) indem er durch alternatives Splicen de novo von Zellen produziert wird
(70).

Als Resultat zirkuliert der 16sliche IL-6R frei im Blut und kann an IL-6 binden, wodurch ein IL-
6/sIL-6R-Komplex gebildet wird. Dieser Komplex wiederum kann an das ubiquitar
vorkommende gp130 binden und dadurch eine intrazelluldre Signalkaskade einleiten. Dieser,

alle Korperzellen beeinflussende IL-6 Signalweg wird als IL-6 trans-signaling bezeichnet (76).
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Abbildung 1: IL-6 Signalwege: classic signaling, trans-signaling, trans-presentation

Abb. 1 in Anlehnung an Kang und Kishimoto, Nature, 2021 (77):

(A+B): Interleukin-6 (IL-6) bindet an den membrangebunden IL-6 Rezeptor (mIL-6R) (classic signaling)
(A) oder an den l6slichen IL-6 Rezeptor (sIL-6R) (trans-signaling) (B). Der IL-6/IL-6R - Komplex bindet an
gp130, wodurch intrazelluldr die Signalkaskade (iber die Januskinase (JAK) und den signal transducer
and activator of transcription (STAT3) (JAK/ STAT3-Signalkaskade) aktiviert wird. Dabei phosphoryliert
das Enzym JAK das intrazelluldre Signalmolekiil STAT3 zu phosphorylared STAT3 (pSTAT3), woraufhin
dieses dimerisiert und als Transkriptionsfaktor in den Zellkern wandert. Hier werden die spezifischen
Zielgene transkribiert (fiir classic signaling bspw. die Akute Phase Reaktion). (C): IL-6 trans-presentation
wird (ber dendritische Zellen vermittelt. Sie prdsentieren einen IL-6/IL-6R - Komplex auf ihrer
Oberflidche, welcher wiederum an gp130 binden kann und dariiber intrazelluldre Signalkaskaden
einleitet.

IL-6 classic signaling wird eine antientziindliche und protektive Wirkung zugeschrieben. Es ist
wichtig fur die Verteidigung gegeniber bakteriellen Infektionen und initiiert die Akute Phase
Reaktion. IL-6 trans-signaling wird hingegen als entziindungsfordernd eingestuft und kann zu
chronischen Entziindungen sowie zur Krebsentstehung beitragen (72, 78). Es unterdrickt die
erste, von Neutrophilen Granulozyten gepragte Immunantwort, indem es die Gewebeinvasion
von diesen einschrankt. Gleichzeitig leitet es die zweite, spezifische Immunantwort ein, indem
es die Einwanderung von mononuklearen Zellen (T-Zellen, Makrophagen) férdert. IL-6 trans-

signaling wird somit eine entscheidende Funktion fiir den Ubergang von der akuten zur

10



Einleitung

chronischen Immunantwort zugeschrieben (72, 79, 80). Zudem unterdrickt IL-6 trans-
signaling die Differenzierung von antientzlindlich wirkenden, regulatorischen T-Zellen und
vermittelt in mukosalen T-Zellen eine Resistenz gegeniber dem natirlichen Zelltod
(Apoptose). Dadurch kénnen langerlebige Immunzellen entziindliche Prozesse im Darm
aufrechterhalten (72, 81).

IL-6 trans-signaling hat intestinal zudem eine proliferative Wirkung und dysreguliertes IL-6
trans-signaling fiihrte in Mdusen zu Darmkrebs (82). Interessanterweise hatten nur IL-6 trans-
signaling und IL-22 einen proliferativen Einfluss auf epitheliale Darmzellen, wahrend IL-6
classic signaling widererwarten keinen Einfluss auf intestinale Wundheilung zeigte (83).
Experimentell konnte IL-6 trans-signaling in epithelialen Darmzellen in Abhdngigkeit von den
vorliegenden Umstanden regenerativ, wachstumshemmend oder gar zellschadigend wirken.
Regenerativ wirkte es bei einzelnen IL-6 trans-signaling Stimulationen. Wachstumshemmend
wirkte IL-6 trans-signaling in Kombination mit zusatzlichen Zellstressreizen. Zelluntergang trat
bei langer andauernden, wiederholten IL-6 trans-signaling Stimulationen in Kombination mit
Zellstress auf. Sowohl die regenerative, als auch die wachstumshemmende und die
zellschadigende Wirkung von IL-6 trans-signaling konnte durch eine medikamentdse IL-6
trans-signaling Blockade unterbunden werden (84). Zusammengefasst wird IL-6 trans-
signaling einerseits eine entziindungsférdernde und -chronifizierende Wirkung
zugeschrieben, andererseits konnte es experimentell in Abhangigkeit von Umweltfaktoren

wundheilungsfordernd, wachstumshemmend oder zellschadigend wirken.

Uber einen dritten Signalweg, die IL-6 trans-presentation, tragt IL-6 zur Differenzierung der
hochinflammatorischen TH17 - Zellen bei (73, 74). Dendritische Zellen prasentieren auf ihrer
Zelloberflache einen membrangebundenen IL-6 / IL-6R - Komplex. Wenn dieser Komplex einer
T-Zelle prasentiert wird, kann sie durch ihr membrangebundenes gp130 mit dem Komplex
interagieren. Folglich wird eine intrazelluldre Signalkaskade mit pathogenen Zielprogrammen

eingeleitet (69).

1.2.2 Das intrazellulare Signalmolekiil STAT3
Sowohl IL-6 classic als auch trans-signaling induzieren intrazellular verschiedene
Signalkaskaden. Darunter ist der intrazelluldre Signalweg Uber die Januskinase/signal

transducer and activator of transcription 3 (JAK/STAT3) sehr bekannt. Dieser JAK/STAT3
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Signalweg ist in entziindlichen Zustanden oft aktiviert. JAK ist ein intrazelluldares Enzym und
STAT3 ein intrazellulares Signalmolekil. Nach der extrazellularen Zellstimulation durch IL-6
phosphoryliert JAK die Tyrosinreste von STAT3, sodass die aktivierte Form, phosphoryliertes
STAT3 (pSTAT3), entsteht. Daraufhin dimerisieren zwei pSTAT3-Molekiile, die in den Zellkern
wandern, um dort als Transkriptionsfaktor zu fungieren. Dabei bindet das pSTAT3-Dimer an
die DNA und induziert spezifisch die Expression von Zielgenen wie z.B. mit Proliferation
assoziierten Genen (69, 85, 86). STAT3 wird in intestinalen Epithelzellen sowohl durch IL-6 via

classic und via trans-signaling, kann aber auch von IL-11 und IL-22 aktiviert werden (84, 87).

STAT3 kommt in jeder Zellart im Darm vor und hat je nach Zellart vielseitige Einflisse. Es
scheint zentral fir die molekulare Koordination der mukosalen Immunantwort zu sein. Im
angeborenen Immunsystem tragt STAT3 zur Infektionsabwehr bei und bspw. brauchen
regulatorische T-Zellen STAT3 fiir ihre antientziindlichen Funktionen (86). Lovato et al. zeigten,
dass STAT3 in intestinalen T-Zellen von MC gegeniiber Gesunden wesentlich aktiviert war (88).
Im Epithel unterdriickte STAT3 Immunantworten und forderte epitheliale Regeneration (86).
IL-6 und STAT3 forderten Proliferation und dariber epitheliales Zelliiberleben und
andererseits Colitis-assoziierten Darmkrebs (71). Aden et al. konnten in intestinalen
Epithelzellen experimentell zeigen, dass IL-22 und IL-6 trans-signaling (hingegen nicht IL-6
classic signaling) hauptverantwortlich fiir die Expression von STAT3-Zielgenen waren und dass
sie signifikant intestinale Wundheilung forderten (83). IL-6 trans-signaling konnte epithelial
allerdings ebenfalls zellschdadigend wirken und zwar in Anwesenheit von zelluldren
Stressfaktoren und langandauernden IL-6 trans-signaling Stimulationen (84).

Mitsuyama et al. zeigten in einem Colitis - Mausmodell, dass STAT3 via IL-6 trans-signaling
aktiviert wurde und die Krankheitsaktivitat verstarkte. Eine medikamentdse Blockade von IL-
6 trans-signaling konnte die STAT3-Aktivitat erfolgreich reduzieren und den intestinalen
Entziindungsgrad verbessern. Somit scheint eine medikamentése Blockade von IL-6 trans-

signaling ein vielversprechender Therapieansatz zu sein (89, 90).

1.2.3 Medikamentose IL-6 Blockade
Eine medikamento6se, ganzliche IL-6 Blockade und damit einer Blockade aller IL-6 Signalwege
(classic, trans-signaling, trans-presentation) Uber einen monoklonalen IL-6R Antikorper

(Tocilizumab) ist z.B. fiir die chronisch entziindliche Erkrankung Rheumatoide Arthritis in mehr
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als 100 Landern zugelassen (69). Bei MC war eine globale IL-6 Blockade durch Tocilizumab
zwar effektiv und entziindungsmindernd, sorgte allerdings zugleich fir schwere
Komplikationen: So traten intestinale Wundheilungsstérungen mit Abszessbildung oder
Darmperforationen auf und die Studie wurde vorzeitig abgebrochen (91, 92). In klinischen
Studien bei anderen Krankheiten fihrte die medikamentdse IL-6 Inhibition zu ansteigenden
Zahlen von schweren und/oder opportunistischen Infektionen (76). Demnach waéren
entziindungsmindernde, effektive IL-6 modulierende Therapieansatze mit weniger schweren

Nebenwirkungen erstrebenswert.

1.3 Das Medikament Olamkicept

Das in dieser Studie erprobte Biologikum Olamkicept (FE 999301, TJ 301) wurde entwickelt,
um selektiv entziindungsforderndes IL-6 trans-signaling zu blockieren. IL-6 classic signaling
und dessen Funktionen bleiben dabei unbeeintrachtigt. Olamkicepts praklinisches
Vorgangermodell heil3t sgp130-Fc (soluble glykoprotein 130 - fragment crystallizable region).
Olamkicept und sgpl30-Fc sind rekombinant hergestellte Proteine. Dabei wurden der
extrazellulare Anteil vom membranen Glykoprotein gp130 mit der fragment crystallizable
region (Fc-Region) von humanem Immunglobulin IgG1 fusioniert (Abbildung 2). Olamkicept
bindet selektiv den IL-6/sIL-6R - Komplex, jedoch nicht freies IL-6 oder den freien sIL-6R. Somit

kann Olamkicept selektiv IL-6 trans-signaling inhibieren (78).

Extrazelluldrer Teil von
gpl30

Fc-Teil von
Immunglobulin 1gG1

Abbildung 2: Olamkicept in Anlehnung an Rose-John, 2017 (78)

In dieser Abbildung ist die Struktur von Olamkicept bzw. sgp130-Fc in Anlehnung an Rose-Johnl (78)
dargestellt. Das Protein ist aus dem extrazelluléren Anteil von Glykoprotein gp130 und dem Fragment
- crystallizable region (Fc-Region) vom humanen Immunglobulin G1 IgG1 fusioniert.

Naturlicherweise gibt es im humanen Serum das Protein soluble glykoprotein 130 (sgp130).

Dieses bildet ein natirliches Puffersystem, welches IL-6 trans-signaling entgegenwirken

kann. Dabei bindet der IL-6/sIL-6R - Komplex an sgp130 und wird dadurch neutralisiert (93).
13
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Im menschlichen Blut liegen die Konzentrationen von IL-6 bei 2-6 pg/ml, von sIL-6R bei 40-80
ng/ml und von sgp130 bei 250-400 ng/ml. IL-6 kann in entzlindlichen Stadien 1000-fach
ansteigen (68, 69, 93). Da sgp130 hoher konzentriert als der sIL-6R ist, wurde postuliert, dass
sIL-6R der limitierende Faktor fir die Pufferkapazitdt von IL-6 trans-signaling darstellt. In
infektiosen Zustanden kann die sIL-6R Konzentration jedoch filinffach ansteigen, wahrend
sgp130 in unveranderter Konzentration bleibt. Der in entziindlichen Stadien resultierende
,Uberhang” von freiem IL-6 und sIL-6R fiihrt Giber die Bildung von IL-6/sIL-6R - Komplexen zu
vermehrt stattfindendem IL-6 trans-signaling. Diesem vermehrten IL-6 trans-signaling soll
Olamkicept bzw. sgp130-Fc entgegenwirken (78, 93). Es wurde gezeigt, dass rekombinant

hergestelltes sgp130-Fc zehnfach so stark inhibitorisch wie korpereigenes sgp130 wirkt (72).

Praklinische Studien zeigten in vivo, dass sgp130-Fc die Colitis - Aktivitat mindern konnte und
Apoptose in T-Zellen induzierte (90). Colitis-assoziierte Vorstufen von Krebs konnten durch
sgp130-Fc in Mausen signifikant reduziert werden (82). Mitsuyama et al. zeigten in
Tiermodellen, dass die durch IL-6 trans-signaling vermittelte STAT3-Aktivierung effektiv durch
sgp130-Fc unterdriickt werden konnte und sich zudem die Colitis-Aktivitat minderte (89). Le
Mao et al. zeigten in epithelialen Darmzellen, dass sgp130-Fc sowohl die regenerative als auch
die wachstumshemmende und die zellschadigende Wirkung von IL-6 trans-signaling
unterbinden konnte (84). Diese Ergebnisse unterstreichen die potentielle Eignung von
Olamkicept als Therapieansatz bei CED.

Olamkicept vollendete 2013/2014 die klinischen Phase | der Arzneimittelzulassung erfolgreich
(78). AnschlieBend wurde die klinische Phase lla der Arzneimittelzulassung initiiert, welche
Gegenstand dieser Dissertation ist. In Asien wurde eine groRere, randomisierte, doppelblinde
Placebo-kontrollierte Phase Ilb Studie (NCT03235752) mit CU-Probanden (n=91)
durchgefihrt. Kurz nach Studienende im Mai 2021, wurde berichtet, dass unter Olamkicept-
Therapie signifikant mehr Probanden sowohl klinische Response als auch klinische Remission
sowie mukosale Heilung erreichten. Dabei wurde Olamkicept gut vertragen (94).

Praklinisch konnte sgp130-Fc experimentell auch in anderen entziindlichen Erkrankungen
Wirkeffekte hervorrufen. In zahlreichen Entziindungsmodellen wie bei z.B. Sepsis,
Rheumatoider Arthritis, Lupus erythematodes, Neuroinflammation sowie in einigen
entziindlich assoziierten Krebsarten konnte sgpl30-Fc IL-6 trans-signaling erfolgreich

blockieren (78). In Sepsis-Modellen wurde ein liberlegener Effekt der selektiven (Olamkicept
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und sgp130-Fc) gegenliber der globalen (z.B. Tocilizumab) IL-6 Hemmung beobachtet (95).
Somit scheint die selektive IL-6 trans-signaling Inhibition durch Olamkicept ein
vielversprechender Therapieansatz fiir CED und méglicherweise auch fiir andere entziindliche

Erkrankungen zu sein.

1.4 Zielsetzung und Fragestellung
Olamkicept wurde im Rahmen der Arzneimittelzulassung in einer Phase lla Studie erstmals an

Patienten mit aktiven chronisch entziindlichen Darmerkrankungen verabreicht.

Primares Ziel dieser Phase lla Studie war es, Sicherheit und Vertraglichkeit von Olamkicept zu
beurteilen. Zudem wurde das target engagement, also die zielgerichtete Inhibition von IL-6

trans-signaling untersucht.

Ziel dieser Dissertation war es, das therapeutische Ansprechen von Olamkicept bei chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen anhand von verschiedenen Entziindungsparametern zu
beurteilen. Es wird zunehmend wichtig, die Krankheitsaktivitat auf verschiedenen Ebenen zu
evaluieren, um eine zufriedenstellende Krankheitskontrolle zu erreichen und aufrecht zu
erhalten. Im Detail wurden in dieser Dissertation klinische, biochemische, histologische und
insbesondere immunhistochemische Entziindungsaktivitatsparameter retrospektiv
hinsichtlich antientzlindlicher Veranderungen und hinsichtlich eines Remissions- bzw.
Responseverhaltens untersucht. Der Hauptfokus dieser Dissertation lag dabei auf der
immunhistochemischen Analyse der Darmbiopsien und damit auf einer Untersuchung der

entzlindlichen Prozesse direkt an der chronisch entziindlich betroffenen Darmmukosa.

In einem zweiten Schritt wurde in Assoziationsanalysen untersucht, in welcher Weise
klinische, biochemische und histologische Parameter mit den mukosalen Veranderungen aus
der Immunhistochemie korrelieren. Die Korrelationsanalysen sollen die jeweiligen
Entziindungsparameter hinsichtlich ihrer Verwendbarkeit bei chronisch entziindlichen

Darmerkrankungen unter Olamkicept-Therapie validieren.
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2 Methoden

Fiir diese Studie wurden verschiedene Methoden angewendet, zu denen klinische,
biochemische, histologische und immunhistochemische Analysen sowie statistische

Auswertungen zahlen. Diese werden in diesem Abschnitt nacheinander ndher erldutert.

2.1 Studiendesign

Die Phase lla Studie war eine einarmige, prospektiv organisierte Open-Label Studie ohne
Untersuchung von Placebo- oder Kontrollgruppen. Open-Label bedeutet, dass Patient und
Arzt Gber die Medikationsgabe informiert waren, wodurch keine Verblindung und ebenfalls
keine Randomisierung moglich ist (96). Die Studie verlief Giber einen Zeitraum von 21 Monaten
von 2016 bis 2019. An der Studiendurchfiihrung beteiligten sich das Universitatsklinikum
Schleswig-Holstein (UKSH), Campus Kiel und das Asklepios Westklinikum, Hamburg.

Das Ethikkomitee der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel und das Paul Ehrlich Institut
beflirworteten die Durchfiihrung dieser Studie (EudraCT Nr. 2016-000205-36). Die ethischen
Anforderungen nach der Deklaration des Weltarztebundes von Helsinki/Tokio 1964/1965
wurden befolgt. Wahrend des Studienverlaufes erhielten die Probanden liber insgesamt 12
Wochen in zweiwdchentlichen Intervallen intraventse Gaben von 600 mg Olamkicept.

AnschlieBend wurden sie 42 Tage lang nachbeobachtet (Abbildung 3).

Screening Dlamkiceptolomegiy. Nachbeobachtung
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Abbildung 3: Studienablauf als Zeitstrahl
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Darstellung der drei Studienphasen: Screening, 12-wéchige Medikationsgabe von Olamkicept im
zweiwdchigen Intervall, 42-tdgige Nachbeobachtungszeit. Die Studienbesuche sind als
Studienzeitpunkte (Visit = Besuch VO bis V19) mit zugehériger Zeitangabe (Tage, Wochen) angegeben.
Die Pfeile markieren die Medikationsgaben.

Nachdem die Ein- und Ausschlusskriterien flir die Studienteilnahme (Anhang 2) Gberprift und
die Probanden aufgeklart wurden, stimmten sie ihrer Teilnahme in schriftlicher Form zu. Von
initial 34 rekrutierten Probanden wurden 20 in die Screening-Phase aufgenommen. Am
Startpunkt 0 h = Baseline = V2.1 wurden 16 Probanden in die Studie eingeschlossen. Hier
erhielten die Probanden die erste Dosis von 600 mg Olamkicept intravends. Bereits vier
Stunden spater (V2.2 = +4 h) erfolgte die erste Datenerhebung mit im Korper verteilten
Medikament. An den folgenden Besuchen (+24 h, +3d, +2w, +4w, +6 w, +8 w, +10 w, +12 w)
wurde die Verabreichung von Olamkicept unter Beobachtung von Nebenwirkungen und eine
umfassende Datenerhebung fortgefiihrt. Diese Datenerhebung wurden anhand eines
standardisierten Studienprotokolls, der Case Report Form erhoben. Das Studienprotokoll

wurde vom Zentrum fiir klinische Studien (Kiel) sowohl erstellt als auch ausgewertet.

Um Therapieansprechen und molekulare Mechanismen zu untersuchen, wurden Uber den
Studienzeitraum zum einen klinische Symptome erhoben, zum anderen wurden Proben aus
Stuhl, Blut und Darm (Sigmoid) entnommen und nach Studienende auf multimodale Weisen
analysiert. Verschiedene laborchemische Parameter wurden im Zentrallabor des UKSH (Kiel),
im Institut fiir klinische Molekularbiologie (Kiel) und in der Arbeitsgemeinschaft Laudes (Kiel)

anhand von Routineprotokollen bestimmt.

2.2 Olamkicept

Olamkicept soll den Komplex aus IL-6/sIL-6R selektiv binden, wodurch IL-6 trans-signaling als
chronischer Entziindungsvermittler inhibiert werden soll. Fiir diese Studie wurde die bisherige
Variante von sgp130-Fc bzw. Olamkicept um stabilisierende Modifikationen (EP1873166B1)
erweitert. Olamkicept wurde von der Firma Ferring Arzneimittel GmbH in Kollaboration mit
Lonza hergestellt. Uber den gesamten Studienzeitraum wurden die Probanden beziiglich
unerwinschter Wirkungen (anhand des Medical Dictionary for Regulatory Activities, Version

21.0) engmaschig beobachtet.
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2.3 Beschreibung der Kohorte

16 Patienten (CU: n=9, MC: n=7) wurden in die prospektive Interventionsstudie
eingeschlossen. Die mediane Erkrankungsdauer betrug fiir die MC-Probanden sechs und bei
CU-Probanden vier Jahre. Das Alter der Kohorte lag im Durchschnitt bei 26 Jahren (21 bis 66
Jahre). Es waren elf weibliche und fiinf mannliche Teilnehmer, ein Raucher und drei ehemalige
Raucher. Komplikationen waren bisher bei einem Patienten in Form von Fisteln aufgetreten
und drei Probanden wurden bereits chirurgisch behandelt (Darmresektion, Abszessspaltung).
Als bisherige Behandlungsversuche wurden Lokaltherapien (n=6) oder Therapien mit
Azathioprin (n=8) sowie mit Biologika (n=7) durchgefiihrt. Fiinf Probanden wurden bereits mit
einem Biologikum, ein Patient mit zwei verschiedenen und ein Teilnehmer mit drei

unterschiedlichen Biologika vorbehandelt (Tabelle 2).

Charakteristikum Anzahl
Morbus Crohn (MC) (n) 7
Colitis ulcerosa (CU) (n) 9
Mediane Erkrankungsdauer (a) | MC: 6; CU:4
medianes Alter (a) 26
Geschlecht (n) ?:11; &5
Ex-Nikotinabusus 3
Raucher/innen (n) 1
Fisteln (n) 1
Chirurgische Intervention (n) 3
Lokaltherapie (n) 6
Immunsuppression (n) 8
Biologika (n) 7

Tabelle 2: Charakteristika der Kohorte am Ausgangspunkt der Studie.

Wahrend des Studienzeitraumes war die Einnahme von Glukokortikoiden auf 20 mg
Prednison-Aquivalent pro Tag limitiert. Patienten, welche dauerhaft Immunsuppressiva oder
Aminosalicylate einnahmen, nahmen diese (iber den gesamten Studienzeitraum in fester
Dosierung weiter ein.

Bei Studienbeginn prasentierten die Probanden moderat bis schwer aktive
Darmentziindungen. Finf Probanden befanden sich in einem aktiven Krankheitsrezidiv,

wahrend die anderen an chronisch aktiven Darmentziindungen litten.
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2.4 Pharmakokinetik und STAT3-Assay
Um zu untersuchen, ob und in welchen Konzentrationen Olamkicept im Blut nachweisbar ist,

wurden pharmakokinetische Analysen lber den Studienzeitraum durchgefiihrt.

Mit dem pSTAT3/STAT3 - Assay wurde untersucht, ob die STAT3-Aktivierung in Blutzellen tber
die zielgerichtete Hemmung von IL-6 trans-signaling durch Olamkicept reduziert werden kann.
Dafiir wurden peripher monozytare Blutzellen (peripheral blood monocyte cells, PBMC)
verwendet. PBMC sind aus dem Blut isolierte Immunzellen mit runden Zellkernen (z.B.
Lymphozyten, Monozyten, Natirliche Killerzellen, Dendritische Zellen). Rote Blutzellen und
Granulozyten zahlen hingegen nicht zu den PBMC (97). Fir den STAT3-Assay wurden an O h,
+4 h, +4 w und +14 w Blutproben entnommen. Der Assay war in zwei Testserien unterteilt:

In der ersten Testreihe sollte untersucht werden, ob Olamkicept mit der Inhibition von IL-6
trans-signaling einen Einfluss auf die pSTAT3/STAT3 - Expression in PBMC hat. Dafiir wurde
das native (naturliche) Konzentrationsverhaltnis der pSTAT3/STAT3 - Expression in PBMC Uber
den Studienzeitraum quantifiziert.

In der zweiten Testreihe sollte in vitro das target engagement, also die zielgerichtete
biologische Wirksamkeit von Olamkicept Uberprift werden. Es wurde untersucht, ob
Olamkicept in humanen PBMC die STAT3-Phosphorylierung von kinstlich evoziertem IL-6
trans-signaling spezifisch hemmen kann. Hierfir wurden die Blutproben in vitro mit
rekombinant hergestellten IL-6/sIL-6R - Komplexen (hyper-IL-6) stimuliert und daraufhin die
pSTAT3/STAT3 - Konzentrationen bestimmt. Hyper-IL-6 (hIL-6) initiiert trans-signaling 100 bis

1000-fach potenter als kérpereigene IL-6/sIL-6R - Komplexe (98).

Beide Testreihen wurden mittels Anweisungen der Standard Operating Procedure vom
Conaris Versuchsinstitut AG (Kiel) im IKMB mit Duplikaten als Kontrolle durchgefiihrt. Zuerst
wurde eine der Versuchsreihen mit hyper-IL-6 stimuliert. Die PBMC wurden durch mehrfache
Zentrifugation und Behandlung mit phosphate buffered saline (Gibco / ThermoFisher,
Weltham, Massachusetts, USA) aus dem Blut isoliert. Daraufhin wurden die isolierten Zellen
lysiert und zentrifugiert, um die intrazelluldaren Proteine zu separieren. Dieses intrazellulare
Proteingemisch wurde in einem Sandwich-Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
analysiert (Mikrotiterplatten: PathScan ELISA for P-STAT3/STAT3: a) 7300 S, PathScan P-Stat3
(Y705) Sandwich ELISA Kit; b) 7305 S PathScan Total Stat3 Sandwich ELISA Kit (Cell Signaling

19



Methoden

Technology, Danvers und Bosten, USA)). Sandwich-ELISAs ermoglichen die Quantifizierung
von Molekiilen, indem sie Antigene durch eine spezifische Antigen-Antikdrper-Reaktion
detektieren (99).

Fir die Konzentrationsbestimmung von den Antigenen a) pSTAT3 und b) STAT3 wurden
jeweils primare Antikorper hinzugefiigt, welche a) an pSTAT3 banden (Phospho-STAT3
(Tyr705) Mouse Monoclonal Antibody, Cell Signaling Technology) und b) an STAT3 banden
(STAT3 Mouse Detection Antibody, Cell Signaling Technology). Im nachsten Schritt wurden
sekundare Antikorper hinzugefiigt, welche an die primadren Antikorper banden. An den
sekundaren Antikorpern ist ein Enzym gebunden, welches durch eine Enzymreaktion einen
sichtbaren Farbumschlag bewirkt. Dariiber wurden mittels optischer Absorption (bei 450 nm)

die Konzentrationen von pSTAT3 und STAT3 in PBMC bestimmt.

2.5 Bestimmung von Entziindungsaktivitaten

Um ein antientziindliches Therapieansprechen von Olamkicept moglichst umfassend
einschatzen zu kénnen, wurden Untersuchungen von entziindlich assoziierten Parametern
durchgefihrt. Dazu zahlen klinische, biochemische, endoskopische, histologische und

immunhistochemische Analysen.

2.5.1 Klinische Entziindungsparameter

Um die klinische Symptomatik im Verlauf beurteilen zu kdnnen, wurden die in der Einleitung
erwahnten klinischen Indizes zur Einschatzung der Krankheitsaktivitat bestimmt. Fiir MC
wurden der CDAI und der HBI bestimmt, fiir CU der Mayo-Score. Eine Auflistung der fir die
Indizes verwendeten Parameter ist im Anhang 1 ersichtlich. Anhand dieser CED-Indizes wurde
die Kohorte hinsichtlich klinischer Remission und Nicht-Remission sowie klinischer Response

und Non-Response eingeteilt (siehe Kapitel 2.7).

2.5.2 Biochemische Entziindungsparameter

Um die biochemischen Entzlindungsaktivitdit im Verlauf beurteilen zu kdénnen, wurden
verschiedene Entziindungsmarker aus biologischen Proben bestimmt. Aus Stuhlproben wurde
fakales Calprotectin quantifiziert und aus Blutproben wurden CRP, Interleukin-6 und die

Anzahl der Leukozyten (weil3e Blutkérperchen) bestimmt.
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2.5.3 Endoskopische Entziindungsparameter

Um die mukosale Entziindungsaktivitat im Darm makroskopisch zu beurteilen, wurden
endoskopische Untersuchungen durchgefiihrt. Fiir MC wurde der SES-CD erhoben, bei CU ist
im Mayo-Score eine endoskopische Untersuchung mitenthalten. Der Mayo-Score wird in
dieser Dissertation bei den klinischen Parametern aufgefiihrt, da er fiir Zielpunkt klinische
Remission verwendet wurde. Eine direkte Vergleichbarkeit der endoskopischen

Entziindungsaktivitat von MC und CU ist somit leider erschwert.

2.5.4 Histologische und immunhistochemische Entziindungsparameter

Um den Einfluss von Olamkicept auf entziindliche Prozesse in der Darmmukosa mikroskopisch
zu beurteilen, wurden histologische und immunhistochemische Analysen durchgefiihrt.
Histologisch wurde fir CU der Nancy-Index bestimmt. Fiir MC gibt es leider keinen validierten
histologischen Index (46). Aus diesem Grund wurde fiir Patienten mit MC der endoskopische
SES-CD und fiir CU der Nancy-Index bestimmt.

Um die intestinale Entziindungsaktivitat bei MC und CU moglichst genau zu beurteilen,
wurden verschiedene entziindlich assoziierte Biomolekiile immunhistochemisch angefarbt
und mikroskopisch quantifiziert. So wurden das Vorliegen von aktiviertem STAT3 (pSTAT3),

von Proliferation und von drei Immunzellgruppen in der Darmmukosa beurteilt.

Die fiur die histologischen und immunhistochemischen verwendeten Darmproben wurden aus
dem Sigmoid an zehn Studienzeitpunkten endoskopisch entnommen und standardgemal in
zehn-prozentigem Formalin fixiert. Sobald alle Proben gesammelt waren, wurden sie mit
freundlicher Unterstiitzung des Pathologischen Instituts des UKSH (Prof. Rocken, Campus Kiel)
anhand standardisierter Routineprotokolle zu den gewiinschten histologischen und
immunhistochemischen Farbungen verarbeitet.

Im Institut fiir Pathologie wurde zunachst die Fixierungslosung aus den Biopsien gewaschen,
um sie daraufhin mit einer in der Konzentration ansteigenden Alkoholreihe (50 %, 70 %, 96 %,
100 % Ethanol) zu dehydrieren. Nachdem die Gewebeproben in Xylol inkubiert wurden,
wurden sie in Paraffin eingebettet und auf einer Kiihlungsplatte (COP 30, MEDITE Burgdorf,
Deutschland) gekihlt. AnschlieRend wurden die Paraffinblécke mit dem halbmotorischen
Rotationsmikrotom (Leica RM 24245, Wetzlar, Deutschland) zu diinnen Schnitten geschnitten.

Diese wurden bei 57 °C fir zwolf Stunden in einem Brutschrank (BINDER, Tuttlingen,
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Deutschland) inkubiert, um am Folgetag sechs verschiedene Farbungen pro Biopsie

herzustellen: eine Hamatoxylin-Eosin- (HE) und fiinf immunhistochemische Farbungen (100).

Die HE-Schnitte wurden in einem vollautomatisierten Farbeautomaten (Varistain 24-4,
Shandon, Thermo Scientific, Schwerte, Deutschland) angefertigt. Als Farblosung wurden eine
Hamalaunlosung nach Mayer aus kristallisiertem Hamatoxylin (C.I. 75290, Merck KGaA,
Darmstadt) und aus einer Eosinlosung (25g Eosin G (C.l. 45380, Merck KGaA)) in funf Liter 96
prozentigem Alkohol hergestellt (100). Die histologischen Untersuchungen der HE-Praparate
wurden in der Routinediagnostik des Instituts flr Pathologie des UKSH, Campus Kiel mittels
histopathologischer Bewertungskriterien beurteilt. Hier wurde der Nancy-Index fir die

Patienten mit CU bestimmt.

2.6 Immunhistochemie

Im Prinzip beruht die Immunhistochemie (IHC) auf einer Antigen - Antikérper - Reaktion und
ermoglicht eine spezifische Darstellung bestimmter Molekille in Gewebeproben. An
darzustellende Strukturen (Antigene) binden spezifische Antikorper (Antigen-Antikorper-
Bindung). Nach erfolgter Bindung des Antikorpers wird das Antigen durch eine Farbreaktion
sichtbar gemacht (101).

Mithilfe der Immunhistochemie wurden in dieser Studie verschiedene entziindlich assoziierte
Molekiile im Darm dargestellt. Es wurden immunhistochemische Farbungen mit flinf
verschiedenen Antikorpern angefertigt, welche die Antigene pSTAT3, Kiel-67 (Ki-67), Cluster
of Differentiation 3 (CD3), Cluster of Differentiation 68 (CD68) und die Myeloperoxidase
(MPO) anfarbten. Die zelluldre Expression, also die Ausbildung dieser Molekiile/Antigene in
oder auf den Zellen, wurde Uber den Therapiezeitraum quantifiziert. Damit sollen die
mukosalen  Entziindungsprozesse und mogliche antientziindliche Prozesse bei

Therapieansprechen auf Olamkicept beurteilt werden.

2.6.1 Immunhistochemisch dargestellte Molekiile: pSTAT3, Ki-67, CD3, CD68, MPO
(p)STATS3 ist das benannte Zielmolekiil, auf das Olamkicept tiber die Hemmung von IL-6 trans-

signaling einwirken soll und damit der Aktivierung von STAT3 zu pSTAT3 entgegenwirken soll.
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Ki-67 ist ein intrazelluldres Protein, welches von proliferierenden Zellen im Zellkern exprimiert
wird. Somit ist Ki-67 ein Marker fir Zellteilung und steht im Zusammenhang mit
Geweberegeneration und Wundheilung sowie auch mit Tumorwachstum (102, 103). Ki-67
wird von Herwig et al. als Marker fiir proliferative Aktivitdt an Orten der Entziindung

beschrieben (104).

CD3 ist ein Oberflichenmolekil von T-Lymphozyten (T-Zellen), die eine Untergruppe von
Entziindungszellen der erworbenen Immunabwehr darstellen. Es gibt T-Helferzellen und T-
Effektorzellen mit jeweils weiteren Untergruppen, welche unterschiedliche Funktionen in der
erworbenen Immunantwort einnehmen und alle das Molekiil CD3 auf ihrer Oberflache

exprimieren (105, 106).

CD68 ist ein Glykoprotein in der Zellmembran, welches von Makrophagen und deren Vorstufe,
den Monozyten, exprimiert wird. Makrophagen phagozytieren (,,fressen”) mikrobielle Erreger
oder defekte Zellen und prasentieren phagozytierte Antigene auf ihrer Zellmembran. Wenn
sie den T-Zellen gewisse Antigene prasentieren, kann dadurch eine spezifische Immunantwort
der T-Zellen eingeleitet werden. In immunhistochemischen Farbungen wird CD68 als Marker
fir  Entzindung  klassifiziert, da  Entzindungen mit dem  Vorliegen von

Monozyten/Makrophagen einhergehen (107, 108).

MPO ist ein zytoplasmatisches Enzym von Neutrophilen Granulozyten, welche
Entziindungszellen der akuten, angeborenen Immunabwehr sind. Neutrophile Granulozyten
spielen eine wichtige Rolle in der Abtdétung von Erregern, indem sie beispielsweise reaktive
Sauerstoffradikale produzieren. Auflerdem fungieren Neutrophile auch als phagozytierende
Zellen. Es wurde gezeigt, dass MPO ein lokaler Mediator von Gewebeschadigung ist und
Entziindung fordert. Eine MPO-Aktivitat kann als Surrogat Marker flir Entziindung verwendet

werden (109-111).

2.6.2 Methodik der Immunhistochemie

Alle  immunhistochemischen Farbungen wurden mit einem vollautomatischen
Farbeautomaten (BOND-MAX, Seriennummer M 211566, Leica Biosystems, Wetzlar/Nussloch,
Deutschland) anhand von Routineprotokollen hergestellt. Die dafiir notwendigen Lésungen

und Waschlésungen sind in dem zum Gerat passenden Kompakt-Polymer-Detektionssystem
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(BOND-Polymer Refine Detection Red, Leica Biosystems) (112) enthalten.

Zuerst wurde das Paraffin mit einer entparaffinierenden Losung (DeWax Solution, Leica
Biosystems) aus den Schnitten gel6st. Abhdngig von dem verwendeten Antikdrper, wurden
die Schnitte unterschiedlich vorbehandelt (Anhang 3). Hierbei handelte es sich vorwiegend
um eine 10- bis 20-minutige Inkubation mit kochendem 10 mM Citratpuffer (LabVision
Katalognummer AP 9003, Thermo Scientific) und einer darauffolgenden Abkiihlung von 20
Minuten bei Raumtemperatur. Die primadren Antikorper mussten vor Anwendung in
bestimmten Konzentrationsverhéltnissen mit einer Verdinnungslésung (Bond Primary
Antibody Diluent, Leica Biosystems) verdiinnt werden (Anhang 3). Anschlieffend wurden die
primaren Antikoérper fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur mit den Gewebeschnitten inkubiert.
Nach einem Waschvorgang wurde der sekundare Antikdrper hinzugefligt, welcher an die
primadren Antikorper band. Dabei lokalisierte das Post-Primary-lgG-Linker-Reagenz primare
Mausantikorper und das Poly-HRP-IgG-Reagenz primare Kaninchenantikorper (beide im
BOND-Polymer Refine Detection Red enthalten). Am sekundadren Antikdrper ist ein Enzym,
eine Peroxidase, gebunden. Unter Zugabe des Substrats der Peroxidase, 3,3'-
Diaminobenzidtetrahydrochloridlésung Hydrat, entstand durch eine enzymatische Reaktion
ein lichtmikroskopisch braun sichtbares Prazipitat, welches das gewiinschte Antigen (z.B.
pSTAT3 oder Ki-67) markierte. Nachdem die Zellkerne mit HE gegengefarbt wurden, wurden
die Praparate mit Pertex (Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland) und einem Deckglas (Th.
Geyer, Hamburg, Deutschland) zu einem Dauerprdparat eingefasst. Mit der
Immunhistochemie wurden die Expressionen der Antigene pSTAT3, Ki-67, CD3, CD68 und

MPO in den intestinalen Gewebeschnitten dargestellt (100).

2.6.3 Auswertung der immunhistochemischen Praparate

Jedes Prdparat hatte eine zugewiesene Journalnummer, welche nach der Auswertung
Auskunft Uber den Patienten und den Studienzeitpunkt gab. Ausschlielllich mit dieser
Nummer wurden die zufallig sortierten Schnitte ausgewertet, wodurch eine Verblindung und
eine Randomisierung gewahrleistet wurde.

Die immunhistochemischen Schnitte wurden mit einem Lichtmikroskop (Axiolmager Z1, Zeiss,
Jena, Deutschland) betrachtet. Mit einer Kamera (Axiocam HrC/HrM, Zeiss) und der
zugehorigen Software (AxioVision Version 08/2013, Zeiss) wurden von jedem Praparat funf

Fotos als technische Replikate aufgenommen. Dabei wurden die Fotos 400-fach (40x durch
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das Objektiv, 10x durch das Okular) vergroRert aufgenommen. Es wurden finf groRflachig
verteilte, reprasentative Blickfelder aus den Schnitten ausgewahlt und die Gewebeschichten
Epithel und Lamina propria wurden stets abgelichtet. In Abbildung 4 sind zwei beschriftete,
immunhistochemische Praparate ersichtlich. Darmzotten bzw. Darmkrypten wurden im
Langs- und im Querschnitt fotografiert. Eine Ausnahme hiervon galt fir die Auswertung der
Ki-67-Expression: In dieser wurden ausschlieRlich Langsanschnitte fotografiert, da Ki-67
entlang der Kryptachse unterschiedlich stark exprimiert ist. Vor allem in entziindlichen und in
dysplastischen Stadien, aber auch in Zonen von Wundheilung erhoht sich die Anzahl von
proliferierenden Zellen entlang der Kryptachse (113, 114).

Ungeeignete Praparat Anteile wie z.B. Uberfarbte oder zerrissene Abschnitte wurden von der
Auswertung ausgeschlossen. Insgesamt wurde eine intern moglichst konsistente fotografische

Darstellung der Gewebeschnitte angestrebt.

Flr die Auszdhlung der angefarbten Antigene wurde das Programm ZEN blue (ZEN 2.5, Zeiss)
verwendet. Dessen Programmfunktion best fit optimierte die Bildqualitat. Fur die Auszahlung
wurden die Fotos auf 96 % vergroBert und ein Gitternetz wurde als Orientierungshilfe
aufgelegt. Als Zahlhilfe wurde eine App (Click Counter 1.4, Google Commerce Ltd., Mountain

View, Kalifornien, USA) verwendet. Die Auszahlungsergebnisse wurden, nach Farbung und

Journalnummer sortiert, in einer Exceltabelle dokumentiert.

Abbildung 4: Immunhistochemische Prédparate

Beispielhaft sind zwei lichtmikroskopisch aufgenommene Préparate dargestellt. Die Darmkrypten sind
im Ldngsschnitt angeschnitten. In A) wurde pSTAT3 immunhistochemisch angefdrbt und ist als braunes
Prézipitat zu erkennen. Die Epithelzellschicht sowie die darunter liegende Lamina propria sind
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gekennzeichnet. In Abb. B) wurde CD68 angefirbt und ist als braunes Prézipitat erkenntlich. Als
Mafstab wurde in beide Abbildungen ein 50 um Balken eingezeichnet.

In den pSTAT3- und Ki-67-Praparaten wurde eine relative Zahlweise angewandt, da es bei
diesen Farbungen um einen Ausdruck von Zellaktivitat geht. Dafiir sind relative Bezugswerte
notwendig. CD3, CD68 und MPO wurden als spezifische Zellgruppenmarker als Ausdruck fir
das Vorliegen der jeweiligen Zellart in absoluter Zahlweise gezahlt. In der relativen Zahlweise
wurden je 100 Zellen abgezahlt und davon der pSTAT3- bzw. Ki-67-positiv gefarbte Zellanteil
notiert. Dieses Zahlverfahren wurde in diesen zwei Farbungen jeweils flr die Zellen in der
Epithelzellschicht und fir die Zellen in der Lamina propria angewendet. In Abbildung 4 sind
Epithelschicht und Lamina propria zum besseren Verstandnis gekennzeichnet. Die getrennte
Auszahlung dieser zwei Gewebeschichten hat folgenden Hintergrund: Epithel und Lamina
propria unterscheiden sich in ihrer zellularen Zusammensetzung und damit in ihrer zelluldren
Aktivitat. Intestinale Epithelzellen haben vielfdltige Funktionen: Sie sind u.a. Teil der
intestinalen  Barriere zwischen Darmlumen und Darmzellen, sie resorbieren
Nahrungsbestandteile und Wasser, sie spielen eine grofRe Rolle in der Koordination der
intestinalen Immunantwort (115). In dieser Dissertation wurde untersucht, wie stark
intestinale Epithelzellen proliferieren (epitheliale Ki-67-Expression) und in welchem Maf
STAT3 in ihnen in aktivierter Form (epitheliale pSTAT3-Expression) vorliegt.

Die Lamina propria liegt unterhalb der Epithelschicht und ist ein zellreiches Bindegewebe mit
vielen freien Abwehrzellen (116). Auch in der Lamina propria wurde das
Proliferationsverhalten der Zellen (Ki-67 - Expression) und die STAT3-Aktivierung untersucht.
In den Farbungen CD3, CD68 und MPO wurden die positiv angefarbten Zellen pro Gesichtsfeld
(high power field (HPF)) ausgezahlt und damit das Vorliegen der drei Zellgruppen T-Zellen,
Makrophagen und Neutrophilen Granulozyten analysiert.

Alle Praparate wurden nach einem intern moglichst konsistenten Schema ausgewertet.
Artefakte sowie unibersichtliche Zell - und Gewebeanordnungen wurden von der Auszdhlung
ausgeschlossen. Als interne Qualitatskontrolle der Zahlweise wurden Praparate
stichprobenartig zweifach ausgezahlt und die Konsistenz wurde dabei mit leichten
Abweichungen sichergestellt. Nachdem die Auszdhlung beendet war, wurde die Verblindung
aufgehoben, indem die Journalnummern den jeweiligen Patienten und Studienzeitpunkten
zugeordnet wurden. Dabei wurde zugleich die Vollstandigkeit der Daten tberpriift.

Somit wurde mit der immunhistochemischen Analyse die Entwicklung von insgesamt sieben
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mukosalen Entziindungsparametern ausgewertet: die pSTAT3-Expression im Epithel, die
pSTAT3-Expression in der Lamina propria, die Ki-67-Expression im Epithel, die Ki-67-Expression
in der Lamina propria, die CD3-, CD68- und MPO-Expression).

Idealerweise sollten 800 Praparate ausgezadhlt werden: funf Farbungen (bzw. sieben
immunhistochemische Entzlindungsparameter) an zehn Studienzeitpunkten fir 16
Probanden. Dabei wurden von jedem Prdparat flinf Fotografien als technisches Replikat
ausgezahlt, womit 5600 Zahlwerte erhoben werden sollten, die sogenannten Rohdaten. Aus
den Rohdaten wurden anschliefend Mediane fir jeden Probanden an dem jeweiligen
Studienzeitpunkt fir den jeweiligen Parameter errechnet. Aus diesen ,patienteneigenen”
Medianen wurden anschlieRend Mediane der jeweiligen Parameter fir die Remissions- und
fir die Nicht-Remissionsgruppe errechnet. Diese Mediane wurden fiir die statistischen

Analysen verwendet und sind im Anhang tabellarisch aufgelistet (siehe Anhang 4D).

2.7 Definition von klinischer Remission und klinischer Response

Um ein Therapieansprechen zu beurteilen, ist eine Definition von Remissionsverhalten
notwendig. Als primarer Endpunkt wurde in dieser Studie (I) das klinische Remissionsverhalten
zum Zeitpunkt +14 w festgelegt. Weiterhin galt es (ll) das klinische Responseverhalten zum
Zeitpunkt +14 w zu untersuchen.

(1) Die Definition von klinischer Remission beinhaltet fiir CU einen Mayo-Score <2 Punkten und
far MC einen CDAI von <150 Punkten.

() Die Definition von klinischer Response beinhaltet fiir CU eine Reduktion des Mayo- Scores

>3 Punkte und fur MC eine Reduktion des CDAIl um >100 Punkte.

2.8 Statistische Auswertungen

Um die Entziindungsaktivitditen aus den erhobenen Parametern zu bewerten, wurden
statistische Analysen kalkuliert. Hierfir wurde die Kohorte in eine Remissions- und Nicht-
Remissionsgruppe unterteilt. Die Entziindungsaktivitdtsparameter der Gruppen wurden
miteinander verglichen und hinsichtlich signifikanter Unterschiede untersucht, um ein
differentes Therapieansprechen zu bewerten. Desweiteren wurdn die
Entziindungsaktivitatsparameter der Kohorte gruppeniibergreifend beziiglich signifikanter

Assoziationen untersucht, um damit die Validitat der Parameter einzustufen.
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Es ist vorab wichtig zu sagen, dass aufgrund der geringen Probandenanzahl n und der
klinischen Phase lla mit dem Ziel der Testung von Sicherheit und Vertraglichkeit, keine
Unterscheidung zwischen Therapieansprechen bei Probanden mit MC und bei Probanden mit

CU vorgenommen wurde.

Die statistischen Analysen wurde mit der Software Graph Prism (Version 5.03, GraphPad

Software) durchgefiihrt.

2.8.1 Definition der Baseline

In kleinen Kohorten ist es glinstig, moglichst viele Datenpunkte in die statistische Auswertung
einzubeziehen, damit der Fehler 2. Art vermieden wird (117). In der immunhistochemischen
Datensammlung gab es Daten von drei Zeitpunkte vor Therapiebeginn (VO, V1, V2.1 =0 h).
Keiner der drei Zeitpunkte hatte vollstandige immunhistochemische Daten aller Probanden.
Daher wurde Uberlegt, wie die Baseline, also die Ausgangslage ,vor Therapiebeginn“ definiert
werden sollte, um Daten von moglichst vielen Probanden einzubeziehen. So kamen drei
Varianten als Baseline ((I)-(Ill)) in Betracht. Die Anzahl von Probanden, die in die jeweilige

Baseline einfloss, ist im Anhang 4E unter den Summenzeichen (X) angegeben.

= (I) nahm allein Werte vom Zeitpunkt V2.1 = 0 h als Ausgangslage an,
= (Il) setzte bei fehlenden 0 h - Werten Werte von V1 ein und

= (Ill) erganzte VO - Werte bei fehlenden Daten von 0 h und V1.

Mit diesen drei Varianten (I)-(1ll) wurden die statistischen Analysen kalkuliert, wobei auffiel,
dass keine relevanten Unterschiede zwischen den statistischen Ergebnissen vorlagen (Anhang
4E). Deshalb wurde entschieden in dieser Dissertation allein Variante (l) darzustellen und

damit Daten von 0 h (= V2.1 = Baseline) bis +14 w (= V17) darzustellen.

2.8.2 Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test

Um zu untersuchen, ob signifikante Unterschiede zwischen den
Entziindungsaktivitatsparametern der Remissions- und der Nicht-Remissionsgruppe
existierten, wurde ein zweiseitiger Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test fir nicht-parametrische
Verteilungen mit gepaarten Daten kalkuliert. Nicht-parametrisch war die Verteilung, da die

Stichprobe klein war und gepaart, da die Untersuchung durch die Studienzeitpunkte sortiert
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war. Ein p-Wert von p <0,05 wurde als statistisch signifikant definiert. (W) gab die Rangsumme
an.

Der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test wurde fiir die Auswertung der klinischen, biochemischen,
histologischen sowie immunhistochemischen Parameter angewendet.

Als Nullhypothese wurde postuliert, dass es hinsichtlich der untersuchten Parameter keine

signifikanten Unterschiede zwischen der Remissions- und der Nicht-Remissionsgruppe gibt.

2.8.3 Spearman-Rangkorrelationen

Um Assoziationen zwischen den klinischen, biochemischen und histologischen und den
immunhistochemischen Ergebnissen (z.B. pSTAT3-Expression im Epithel) zu untersuchen,
wurden zweiseitige Spearman-Rangkorrelation fiir nicht-parametrische Daten angewendet.
Damit sollte die Validitat der untersuchten Entziindungsparameter unter Olamkicept gepriift
werden. Als Nullhypothese wurde postuliert, dass keine signifikanten Korrelationen zwischen
den untersuchten klinischen, biochemischen und histologischen Parametern und den

immunhistochemischen Parametern vorlagen.

AuRerdem wurden Korrelationen zwischen der pSTAT3/STAT3 - Expression in PBMC und den
klinischen, biochemischen, histologischen und immunhistochemischen Parametern mit der
Spearman-Rangkorrelation untersucht. Dabei interessierte insbesondere ein moglicher
Zusammenhang zwischen der pSTAT3-Expression im Blut und der pSTAT3-Expression in der
Darmmukosa. Als Nullhypothese wurde postuliert, dass es keine signifikanten Korrelationen
zwischen der pSTAT3/STAT3 - Expression und den klinischen, biochemischen, histologischen
und immunhistochemischen Parametern gab. Insbesondere wurde postuliert, dass es keine
signifikanten Korrelationen zwischen der pSTAT3-Expression im Blut und der in der

Darmmukosa gibt.

Flir die Spearman-Rangkorrelationen wurden die Medianwerte der einzelnen Probanden an
allen Studienzeitpunkten gruppenibergreifend verwendet. Fir die Bewertung der
Korrelationen prasentiert der Pearsons-Korrelationskoeffizient rs die Starke der Korrelation

und ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant definiert.
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3 Ergebnisse

Ziel der Dissertation war es, die Entziindungsaktivitat bei Patienten mit CED unter der Therapie
mit Olamkicept anhand von verschiedenen Entziindungsparametern zu beurteilen. Es wurden
klinische, biochemische, endoskopische, histologische und immunhistochemische
Entziindungsparameter erhoben, anhand derer eine Remissionsinduktion bzw. ein
Therapieansprechen beurteilt wurde. Es wurde analysiert, ob die jeweiligen
Entziindungsparameter signifikante Unterschiede zwischen der klinischen Remissions- und
der klinischen Nicht-Remissionsgruppe darboten.

Des Weiteren sollte die Validitat/Verwendbarkeit der Entziindungsaktivitatsparameter unter
Olamkicept-Therapie lberpriift werden. Daflir wurden Korrelationen zwischen den klinischen,
biochemischen und histologischen Entziindungsparametern und den mukosalen

Entziindungsparametern durchgefiihrt.

3.1 Studienverlauf

Insgesamt wurden an der Baseline (V2.1 = 0h) 16 Probanden in die Studie eingeschlossen (CU,
n=9; MC, n=7). Wahrend der Studie beendeten sechs Probanden frihzeitig die
Studienteilnahme. Griinde hierfiir waren Krankheitsaggravation (n=5) oder Studienriickzug
(n=1). Somit wurden zehn Patienten (MC n=5, CU n=5) Uber 12 Wochen mit Olamkicept
behandelt. Anzumerken ist, dass die Datenerhebung teilweise unvollstandig war. Fiir eine gute
Transparenz ist im Anhang die Probandenanzahl n, die in die jeweilige Medianerhebung

einfloss, unter dem Summenzeichen Y angegeben (Anhang 4).

3.2 Klinisches Remissions- und Responseverhalten

Anhand der in Kapitel 2.7 genannten Definitionen wurde das Erreichen der Studienziele
klinische Remission und klinische Response bewertet. Die Ergebnisse sind in tabellarischer
Form und als Balkendiagramm (Abbildung 5) dargestellt. Drei Probanden erreichten klinische
Remission (19 %; CU n=2 (22 %); MC n=1 (14 %)). Alle Probanden mit klinischem
Remissionsverhalten erreichten ebenfalls endoskopische Remission und mukosale Heilung
(118). Sieben Probanden zeigten klinische Response (44 %; CU n=5 ((56 %); MC n=2 ((29 %)).
Somit zeigten sich moglicherweise Hinweise, dass Olamkicept einen etwas groReren

therapeutischen Effekt in CU-Patienten hat.
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KLINISCHE REMISSION

19%

Gesamte Kohorte
B Nicht-Remission 81% 86% 78%
M Remission 19% 14% 22%

KLINISCHE RESPONSE

Gesamte Kohorte
m Non-Response 56% 71% 44%
M Response 44% 29% 56%

Abbildung 5: Klinische Remission und Response

Die prozentualen Anteile von Remission- und Nicht-Remission bzw. Response- und Non-Response sind
im Balkendiagramm dargestellt. Dabei wird zum einen die Remissions- bzw. Response-Induktion der
gesamten Kohorte betrachtet (Remission 19 %; Response 44 %) und zum anderen wird zwischen
Morbus Crohn (MC) und Colitis ulcerosa (CU) unterschieden.

3.3 Pharmakokinetik

Mit der Pharmakokinetik, also den gemessenen Konzentrationen von Olamkicept im Blut,
wurde (Uberprift, ob ein unterschiedliches Therapieansprechen der Gruppen an
unterschiedlichen Wirkstoffkonzentrationen von Olamkicept gelegen haben kénnte. Der
Verlauf der Pharmakokinetik von Olamkicept an den Zeitpunkten O h, +4 h, +24 h, +2 w, +6 w,

+14 w ist in Abbildung 6 ersichtlich.

Die Wirkstoffkonzentrationen von Olamkicept verliefen in beiden Gruppen parallel

schwankend und nahezu identisch. Wie erwartet, gingen die Schwankungen mit
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Niedrigwerten vor geplanter Olamkicept-Gabe und mit Plasmaspitzenspiegeln nach erfolgter
Medikationsgabe einher. Der Plasmaspiegel sank nie unter die Nachweisgrenze, demnach lag
stets Wirkstoff im Blut vor. Im Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test wurde bestatigt, dass kein
Unterschied zwischen den Gruppen bestand ((W)=-2; p=0,9375). Demzufolge kann ein
unterschiedliches Therapieansprechen nicht auf unterschiedliche Wirkstoffkonzentrationen

zuriickgefihrt werden.

1000000+ W=-2
1000004 B\
100007

10004 |

Konzentration (log,, (ng/ml))

1004

@ Remission
{0 Nicht-Remission

10 i T T
Oh +1d +2w +6w +14w

Abbildung 6: Pharmakokinetik iiber den Therapiezeitraum

Der Verlauf der Plasmakonzentrationen von Olamkicept ist dargestellt. Die Medianwerte der
Wirkstoffkonzentration (in log (ng/ml)) und deren zugehérigen Interquartilabstinde wurden
eingezeichnet. Gruppeniibergreifend zeigen sich Plasmaspitzenspiegel nach Olamkicept-Gabe und
Niedrigwerte vor geplanter Olamkicept-Gabe. Die Ergebnisse des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests
werden (iber die Rangsumme (W) und den p-Wert (p) angegeben und zeigten sich nicht signifikant
unterschiedlich.

3.4 STAT3-Assay

Der pSTAT3/STAT3 - Assay untersuchte den Einfluss von Olamkicept auf die STAT3-Aktivierung in
Immunzellen des Blutes (PBMC) an den Zeitpunkten 0 h, +4 h, +4 w, +14 w. Der graphische Verlauf ist
in Abbildung 7 zu sehen und die erhobenen Medianwerte des gesamten STAT3-Assays sind im Anhang

4A ersichtlich.
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Abbildung 7: STAT3-Assay liber den Therapiezeitraum

Die pSTAT3/STAT3-Expression (Medianwerte und Interquartilabstéinde) in peripher monozytdren
Blutzellen (PBMC) ist iiber den Studienzeitraum eingezeichnet. Das Konzentrationsverhdltnis von
pSTAT3 zu STAT3 ist als Objective Density (OD) angegeben und die Ergebnisse aus dem Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test sind mit der Rangsumme (W) und dem p-Wert (p) angegeben.

(A) zeigt, dass die Konzentrationsverhdltnisse der nativen Testreihe gruppeniibergreifend kaum
Veréinderungen unterlagen, weshalb ein Einfluss von Olamkicept auf PBMC unwahrscheinlich ist. (B)
zeigt die Ergebnisse der in vitro mit hyper-IL-6 stimulierten Testreihe, in der durch die hyper-IL-6
Stimulation zu Beginn deutlich héhere pSTAT3/STAT3-Verhdltnisse evoziert wurden, welche bereits kurz
nach der ersten Olamkicept-Gabe reduziert wurden. Dies bestdtigt die effektive biologische
Wirksamkeit von Olamkicept in humanen Zellen. (C) stellt gruppeniibergreifend die pSTAT3/STAT3-
Verhdltnisse aus der nativen Testreihe denen der hyper-IL-6 stimulierten Testreihe gegeniiber. Damit
soll die durch hyper-IL-6 vermittelte hGhere pSTAT3-Expression verdeutlicht werden, welche bereits
nach +4 h vollsténdig durch Olamkicept blockiert werden konnte.

Der erste Versuchsteil analysierte das pSTAT3/STAT3-Konzentrationsverhaltnis in nativen,
nicht-stimulierten PBMC (Abbildung 7A). Hiermit sollte untersucht werden, ob IL-6 trans-
signaling moglicherweise eine vermehrte STAT3-Aktivierung in PBMC auslost, welche
wiederum durch Olamkicept blockiert werden kénnte.

Beide Gruppen prasentierten zu Beginn einen ahnlichen STAT3-Aktivierungsgrad in PBMC und
im Verlauf ziemlich konstant bleibende pSTAT3/STAT3-Verhaltnisse. Nach 14 Wochen lag das
Konzentrationsverhdltnis der  Remissionsgruppe unterhalb dessen der Nicht-
Remissionsgruppe, was bedeutet, dass eine geringere STAT3-Aktivierung in der
Remissionsgruppe vorlag. Uber den gesamten Studienzeitraum betrachtet, stiegen die STAT3-

Aktivierungen jedoch in beiden Gruppen leicht an: In der Remissionsgruppe um +0,99 % und

33



Ergebnisse

in der Nicht-Remissionsgruppe um +29 %. Der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test ergab, dass
sich die STAT3-Aktivierung in PBMC nicht signifikant zwischen der Remissions- und der Nicht-
Remissionsgruppe unterschied ((W)=2; p=0,875). Somit hatte Olamkicept keinen
reduzierenden Einfluss auf die STAT3-Aktivierung in nativen PBMC. Dies deutet darauf hin,
dass IL-6 trans-signaling in Immunzellen des Kompartiments Blut gruppenibergreifend keine

relevante STAT3-Aktivierung ausldste.

Der zweite Part des STAT3-Assays basierte auf einer ex vivo Stimulation der PBMC mit hyper-
IL-6 (hIL-6). Hyper-IL-6 induziert IL-6 trans-signaling stark. Hiermit wurde die funktionelle
Aktivitat, das target engagement, von Olamkicept untersucht: Kann die durch hIL-6 kiinstlich
vermehrt initiierte STAT3-Aktivierung durch Olamkicept inhibiert werden?

Durch die hIL-6 Stimulation war das pSTAT3/STAT3-Verhiltnis an der Baseline
gruppenibergreifend sechsmal so hoch wie das der nativen Versuchsreihe (Abbildung 7B).
Innerhalb von vier Stunden nach der ersten Olamkicept-Gabe sanken die pSTAT3/STAT3-
Konzentrationen in beiden Gruppen erheblich, namlich um > -85 % (Remission -86 %, Nicht-
Remission -85%). Damit reduzierten sie sich auf das pSTAT3/STAT3-Konzentrationsniveau der
nativen Testreihe (Abbildung 7C). Demzufolge scheint der GroRteil der kiinstlich zugefligten
hlL-6-Komplexe bereits nach +4 h durch Olamkicept ,abgefangen” worden zu sein. Dies
geschah unabhangig vom Remissionsverhalten. Warum die pSTAT3/STAT3-Konzentrationen
daraufhin wieder anstiegen, bleibt unklar.

Flr den hiIL-6 stimulierten Teil ergab der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Gruppen ((W)=10; p=0,125). Somit wurde das target engagement
in vitro remissionsunabhangig nachgewiesen. Es wurde bestatigt, dass Olamkicept kiinstlich

evoziertes IL-6 trans-signaling in humanen Blutzellen erfolgreich inhibiert.

Somit lasst sich festhalten, dass sich die pSTAT3/STAT3-Verhaltnisse in PBMC sowohl nativ als
auch stimuliert statistisch nicht signifikant zwischen Remission und Nicht-Remission
unterschieden. Olamkicept hatte liber 14 Wochen keinen reduzierenden Einfluss auf das
native pSTAT3/STAT3-Verhaltnis. Dies spricht daflir, dass eine STAT3-Aktivierung durch IL-6
trans-signaling in PBMC kaum relevant zu sein scheint. Erfreulicherweise konnte im hIL-6
stimulierten Versuchsteil das target engagement, also die zielgerichtete, funktionelle Aktivitat

von Olamkicept remissionsunabhangig nachgewiesen werden.
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3.5 Entwicklung der Entziindungsaktivitdaten unter Therapie mit Olamkicept

Fiir die Beurteilung der klinischen, biochemischen, endoskopischen und histologischen
Entziindungsaktivitaten wurden Daten an den Zeitpunkten O h, +2 w, +4 w, +6 w, +8 w, +10 w,
+12 w, +14 w gesammelt. Im Anhang 4B sind die vollstdndigen Ergebnisse (Medianwerte)

tabellarisch dargestellt.

3.5.1 Klinische Entziindungsaktivitat

Um die Entwicklung der klinischen Symptomatik der Probanden unter Olamkicept-Therapie
beurteilen zu kénnen, wurden die Krankheitsaktivitat-Indizes CDAI, HBl und Mayo-Score
bestimmt. Diese waren definierend flr die Kategorisierung in klinische Remission und Nicht-

Remission.

Bei Studienbeginn prasentierten die Probanden gruppeniibergreifend moderat bis schwer
aktive Darmentziindungen (im Median: CDAI 307 Pkt., HBI 10 Pkt., Mayo 10 Pkt.). Die
Remissionsgruppe hatte bei Studienbeginn tendenziell etwas niedrigere klinische
Entzindungsaktivitaten als die Nicht-Remissionsgruppe. Die Graphen der klinischen

Parameter sind in Abbildung 8 zu sehen.

Bei den Probanden mit Morbus Crohn reduzierte sich der CDAI in der Remissionsgruppe
bereits nach zwei Wochen deutlich und starker, namlich um -75 %, verglichen mit -11,5 % in
der Nicht-Remissionsgruppe. Gleiches gilt fiir den HBI (Remission -89 %, Nicht-Remission -45
%). Uber den gesamten Therapiezeitraum reduzierten sich der CDAI und der HBI ebenfalls
deutlich starker in der Remissionsgruppe: Der CDAIl um -94 %, der HBl um -100 %. In der Nicht-
Remissionsgruppe stieg der CDAI sogar leicht (+6 %) an. Der HBI reduzierte sich um -35 %.
Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen wurde fiir Morbus Crohn sowohl

fiir den CDAI ((W)=-34; p=0,0156) als auch fiir den HBI ((W)=-36; p=0,0078) kalkuliert.

Bei den Probanden mit Colitis ulcerosa verminderte sich der Mayo-Score in beiden Gruppen
bis zur zweiten Woche leicht und dabei starker in der Nicht-Remissionsgruppe (Remission -7
%, Nicht-Remission -18 %). Bis zur 14. Woche reduzierte sich der Mayo-Score stark, namlich in
der Remissionsgruppe um -87 % und in der Nicht-Remissionsgruppe um -64 %. Fur Colitis
ulcerosa war der Mayo-Score nicht signifikant unterschiedlich zwischen den Gruppen ((W=-

15, p=0,0625), der p-Wert lag allerdings nahe am Signifikanzniveau. Moglicherweise
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profitierten bei CU gruppenibergreifend mehr Probanden von der Therapie, weshalb keine

Signifikanz kalkuliert werden konnte.
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Abbildung 8: Klinische Entziindungsaktivititsparameter liber den Therapiezeitraum

In dieser Abbildung sind die Verldufe der klinischen Entziindungsparameter (CDAI, HBI fiir Morbus
Crohn und Mayo-Score fiir Colitis ulcerosa) iiber den Therapiezeitraum graphisch dargestellt. Die
Medianwerte der jeweiligen Gruppe wurden mit den Interquartilabsténden eingezeichnet. Jeder Graph
wird von den Ergebnissen aus dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test mit der Rangsumme (W) und dem
p-Wert begleitet. Tabellarisch sind darunter die absoluten und relativen Ergebnisse kurz- und langfristig
abgebildet, Reduktionen von >50 % sind fett markiert.

Fiir Morbus Crohn reduzierten sich CDAI und HBI kurz- und langfristig deutlich sowie signifikant stéirker
in der Remissionsgruppe. Fiir Colitis ulcerosa reduzierte sich der Mayo-Score langfristig deutlich in
beiden Gruppen, dabei nahezu signifikant stdrker in der Remissionsgruppe.

Somit verdeutlichen die klinischen Entziindungsparameter, dass bei Therapiebeginn dhnliche
klinische Krankheitsaktivitdten in beiden Gruppen vorlagen. Die klinische Krankheitsaktivitat
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reduzierte sich unter der Therapie mit Olamkicept in der Remissionsgruppe deutlich
ausgepragter, frihzeitiger und stabiler als in der Nicht-Remissionsgruppe. Statistisch
signifikant starkere Reduktionen lagen fiir den CDAI und HBI und nahezu signifikante fiir den
Mayo-Score vor. Dies spricht fiir eine erfolgreiche klinische Remissionsinduktion durch

Olamkicept in einem Teil der Kohorte.

3.5.2 Biochemische Entziindungsaktivitat
Um die Entwicklung der biochemischen Entziindungsaktivitat in den Probanden unter
Olamkicept-Therapie beurteilen zu koénnen, wurden verschiedene laborchemische

Entziindungsmarker bestimmt.

An der Baseline hatte die Kohorte gruppenibergreifend erhéhte laborchemische
Entzindungsparameter. Im Median lag das CRP bei 23 mg/dl, fakales Calprotectin (FC) bei
3000 mg/g und IL-6 bei 15 pg/ml. Die Leukozyten-Anzahl zeigte sich nahezu normwertig. Die
Remissionsgruppe zeigte niedrigere Ausgangskonzentrationen von CRP und FC, was fir
starkere Entziindungsprozesse in der Nicht-Remissionsgruppe spricht (CRP 16 vs. 30 mg/I; FC
903 vs. 3000 mg/g). Umgekehrt zeigte IL-6 in der Remissionsgruppe interessanterweise
hohere IL-6 Konzentrationen (IL-6: 20 vs. 15 pg/ml), hatte also eine héhere IL-6 Aktivitat. In

Abbildung 9 sind die Graphen der biochemischen Parameter zu sehen.
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Abbildung 9: Biochemische Entziindungsaktivitdtsparameter iiber den Therapiezeitraum

Die graphischen Verlédufe der biochemischen Parameter (Medianwerte und Interquartilabsténde) sind
dargestellt. Jede Graphik ist von den zugehérigen Ergebnissen des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests mit
Angabe der Rangsumme (W) und des p-Wertes (p) begleitet. Tabellarisch sind darunter die kurz- und
langfristigen Entwicklungen der Parameter angegeben. Die Remissionsgruppe (Rem) zeigte in allen
Parametern friihzeitige, stabile und langfristig stérkere Reduktionen, die nur fiir IL-6 nicht signifikant
stdrker waren. Die Nicht-Remissionsgruppe (NRem) zeigte ebenfalls langfristig starke
Entziindungsminderungen in allen Parametern (aufSer IL-6).

Bereits innerhalb von zwei Wochen sanken CRP und FC in beiden Gruppen deutlich und dabei
starker in der Remissionsgruppe (Remission: CRP -88 %, FC -90 %; Nicht-Remission: CRP -63 %,
FC -59 %). Uber den gesamten Studienzeitraum reduzierte sich in der Remissionsgruppe CRP

von 16,3 auf 1,7 mg/ml (-89 %) und FC von 903 auf 15 mg/g (-98 %), womit beide
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Entziindungsmarker Normwertigkeit erreichten. Das CRP in der Nicht-Remissionsgruppe
reduzierte sich um -32,77 % auf 19,9 mg/ml, womit CRP an +14 w jedoch weiterhin erhoht
war. FC reduzierte sich in der Nicht-Remissionsgruppe ebenfalls deutlich von 3000 auf 725
mg/g (-76 %), was allerdings weiterhin erhohtes FC an +14 w darstellt.

Der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test bestatigte, dass es statistisch signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen fiir CRP ((W)=-36; p=0,0078) und fiir fakales Calprotectin ((W)=-36;
p=0,0078) gab.

Die fur beide Gruppen normwertigen Leukozytenzahlen reduzierten sich in der
Remissionsgruppe deutlich friiher und langfristig etwas starker (Remission -36 %; Nicht-
Remission -32 %). Der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test bestatigte, dass es statistisch
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen fiir die Leukozytenzahl ((W)=-30; p=0,0391)
gab.

Interleukin-6 als Vermittler von IL-6 trans-signaling zeigte initial in der Remissionsgruppe
hohere Konzentrationen als in der Nicht-Remissionsgruppe. In der Nicht-Remissionsgruppe
blieb der IL-6 Spiegel Gber den gesamten Studienzeitraum stabil hoch (ca. 15 pg/ml), wahrend
IL-6 in der Remissionsgruppe stark reduziert wurde: Friihzeitig von 0 h bis +4 w bereits um -79
% und langfristig bis +14 w um -91 % auf <1,5 pg/ml und war damit normwertig. Dies spricht
dafir, dass die Olamkicept-Therapie in der Remissionsgruppe einen reduzierenden Einfluss
auf die IL-6 Konzentration hatte.

Im Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test konnte fiir IL-6 leider kein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen errechnet werden.

Wie in der Einleitung bereits erwahnt, ist es bekannt, dass IL-6 nur in einer Minderheit von
CED-Probanden erhoht ist (66). Daher wurden die IL-6 Konzentrationen der einzelnen
Probanden genauer betrachtet. Dabei fiel interessanterweise auf, dass drei Probanden
deutlich hohere IL-6 Werte an Oh als die restliche Kohorte vorwiesen (82-120 pg/ml vs. 14
pg/ml als Median der restlichen Kohorte). Deren IL-6 reduzierte sich friihzeitig deutlich. Dabei
fiel auf, dass eine hohe IL-6 Konzentration, mit hohen pSTAT3/STAT3-Expressionsraten sowie
hohem CRP, FC und Leukozyten sowie v.a. bei MC mit hohen klinischen Indizes einherging. In

Tabelle 3 ist dies dargestellt.
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IL-6 (pg/ml) pSTAT3/STAT3
Oh aw 14w Oh 4h 14w
Proband 1 (Remission, MC) 824 <15 <15 1,204 0,51 0,45
Proband 2 (unklar, UC) 119,5 75,2 X 0,74 0,57 X
Proband 3 (NRem, UC) 96,6 16,8 X 0,434 0,436 X
Median restliche Kohorte 14,35 13,15 11,55 0,34 0,349 0,432
CRP (mg/l) Calprotectin (mg/g)| Leukozyten (xx/nl)
Oh 2w 14w | Oh 2w 14w | Oh 2w 14w
Proband 1 57,2 2,02 1,66]903 28 6,1 |10,43 7,41 7,17
Proband 2 197 57,5 x |6000 3814 X 15,88 12,82 x
Proband 3 46,8 30,4 x 13000 3000 x 112,74 10,65 x
Median restliche Kohorte 16,35 10,65 10,1 |3000 586 299,519,055 9,13 6,55
CDAI HBI SES-CD
Oh 2w 14w | Oh 2w 14w | Oh 2w 14w
Proband 1 330 81 21 9 1 0 24 0
Median restliche Kohorte MC ]286,5 253,5 303 | 10 5,5 6,5 14 X 15

Mayo-Score Nancy-Index

Oh 2w 14w | Oh 2w 14w
Proband 2 11 11 X 4 2 X
Proband 3 11 3 X 3 4 X
Median restliche Kohorte CU 10 9 4 3 3,5 3

Tabelle 3: Genauere Betrachtung der Patienten mit erhéhten IL-6 Konzentrationen

In dieser Tabelle sind die klinischen, biochemischen, endoskopischen und histologischen Parameter von
drei Probanden mit initial erh6hten IL-6 Konzentrationen im Vergleich zu den Medianwerten der
iibrigen Kohorte dargestellt. Fett markiert sind deutliche Reduktionen von Entziindungsparametern.
Auffiillig ist, dass die Patienten mit erh6hten IL-6 Konzentrationen tendenziell auch erhdhte
pSTAT3/STAT3-Konzentrationen und ebenfalls Erh6hungen von anderen Entziindungsparametern
zeigten. Diese reduzierten sich zu einem grofSen Teil friihzeitig und deutlich.

Somit ldsst sich fiir die biochemischen Entziindungsparameter festhalten, dass sich die
Remissions- und die Nicht-Remissionsgruppe deutlich und signifikant fiir CRP, FC und
Leukozyten unterschieden. Die Reduktion der Entziindungsmarker war in der
Remissionsgruppe friihzeitiger, effektiver und stabiler als in der Nicht-Remissionsgruppe und
die Parameter erreichten an +14 w normwertige Konzentrationen und damit auch
biochemische Remission. Dies spricht fir einen grofReren antiinflammatorischen Effekt von

Olamkicept in der Remissionsgruppe, wobei nicht auRer Acht gelassen werden sollte, dass in

beiden Gruppen antientziindliche Effekte durch Olamkicept eingeleitet worden sind.
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3.5.3 Endoskopische Entziindungsaktivitat

Die Beurteilung der endoskopischen Entziindungsaktivitat ist nur eingeschrankt moglich, da
der SES-CD fir MC nur an O h und an +14 w erhoben worden ist. Daher wurde auf eine
graphische Darstellung und statistische Analyse verzichtet. Der SES-CD zeigte in der
Remissionsgruppe der MC-Probanden (n=1) einen Abfall um -100 % von 24 auf O Punkte
(Tabelle 4). Die Probanden aus der Nicht-Remissionsgruppe mit MC zeigten einen leichten
Abfall um -21 % von im Median 19 auf 15 Punkte an +14 w.

Im Mayo-Score fiir CU ist als Unterkategorie eine endoskopische Beurteilung mitinbegriffen

und dessen Ergebnisse wurden bei den klinischen Parametern beschrieben.

Normwert Oh 14w % Oh - 14w
Rem 24 0 -100
NRem| 19 15 -21,05

SES-CD| <2 Pkt.

Tabelle 4: Endoskopischer Entziindungsaktivitdtsparameter

Tabellarisch dargestellt ist der endoskopische Entziindungsaktivitdtsparameter SES-CD, der nur an Oh
und an +14 w erhoben wurde. Der SES-CD der Remissionsgruppe (Rem) reduzierte sich langfristig um -
100 %, der der Nicht-Remissionsgruppe (NRem) um -21 %.

3.5.4 Histologische Entziindungsaktivitat

Um die Entziindungsaktivitat direkt im Gastrointestinaltrakt zu beurteilen, wurden aus
Darmbiopsien histologische Analysen durchgefiihrt. Fir MC gibt es bisher keinen validierten
histologischen Index, fiir CU wurde der Nancy-Index bestimmt (Abbildung 10). Dieser zeigte
sich initial in der Nicht-Remissionsgruppe hoher als in der Remissionsgruppe und reduzierte
sich langfristig in der Remissionsgruppe um -60 %. In der Nicht-Remissionsgruppe blieb der
Nancy-Index konstant bei 4 Punkten. Im Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test konnte kein
signifikanter Unterschied kalkuliert werden, wobei der p-Wert nah am Signifikanzniveau lag

((W)=-15, p=0,0625).
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Abbildung 10: Histologischer Entziindungsaktivitidtsparameter liber den Therapiezeitraum

Der graphische Verlauf des Nancy-Index (Medianwerte und Interquartilabsténde) ist dargestellt. Das
Ergebnis des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests mit Rangsumme (W) und p-Wert (p) ist ersichtlich.
Tabellarisch sind darunter die kurz- und langfristigen Entwicklungen des Nancy-Index angegeben. Die
Remissionsgruppe (Rem) zeigte im Gegensatz zur Nicht-Remissionsgruppe eine Reduktion des Nancy-
Index, welche nahezu signifikant stdrker war.

3.6 Immunhistochemische Entziindungsparameter

Um die entzlindlichen Prozesse mikroskopisch in der entziindlich betroffenen Darmmukosa zu
untersuchen, wurden in der immunhistochemischen Auswertung die STAT3-Aktivierung, die
Zellproliferationsrate sowie folgende Immunzellen guantifiziert: T-Zellen,
Makrophagen/Monozyten und Neutrophile Granulozyten. Es sollte untersucht werden, ob
Olamkicept Uber die Blockade von IL-6 trans-signaling Effekte auf die intestinale STAT3-
Aktivierung, die Proliferationsrate und auf die Zusammensetzung der mukosalen Immunzellen
bewirken kann.

An den Zeitpunkten O h, +4 h, +24 h, +3 d, +2 w, +6 w, +10 w, +14 w wurden Darmbiopsien
entnommen. Eine vollstandige immunhistochemische Datenerhebung gab es lediglich fir
einen Remissions- und fir einen Nicht-Remissionsprobanden. Insgesamt wurden 110
Darmgewebsproben entnommen, womit 550 immunhistochemisch gefarbte Praparate
vorlagen, von denen sechs wegen ungeeigneter Qualitat von der Wertung ausgeschlossen
wurden. In Tabelle 5 sind die kurz- und langfristigen Ergebnisse der immunhistochemischen
Datensammlung dargestellt, im Anhang 4D ist die vollstandige immunhistochemische

Datensammlung mit Medianwertangabe ersichtlich. Zudem sind dort die Fotografien der
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immunhistochemischen Farbungen an 0 h und +14 w von Remission und Nicht-Remission

gegenibergestellt (Anhang 5).

oh 4h %Ohbis4h 2w %Ohbis2w 14w % Oh bis 14w
o . [Rem [ 0,755 0,715 5,3 0,74 2 0,07  -90,73
4w |INRem| 0,75 0,83 10,67 0,8 6,67 0,245  -67,34
o [|Rem | 0465 022 5269 029 -37,63 0,245 -47,31
Q4 - INRem| 0,46 0,295 -3587 0,44 -435 0,345 -25
3 Rem [0,4375 0,41 -6,3 029 -3371 0,19  -56,57
S NRem| 0,305 0,368 20,49 0,315 3,28 0,265  -13,11
o Rem | 0,12 0,145 20,84 0,04 -66,7 001  -91,67
< NRem| 0,06 0,105 75 0,07 16,67 0,06 0
e Rem | 61,5 51,5 -16,26 52 -15,45 34 -44,72
o NRem| 33 37,5 13,64 49 48,48 41,5 25,76
® Rem 50 100,5 101 62 24 113 126
8 NRem| 79,5 89,5 12,58 106 33,34  114,5 44,03
) Rem | 685 385 -43,8 20 -70,8 15 -78,1
S NRem| 34,5 40 15,94 48 39,13 32,5 5,8

Tabelle 5: Immunhistochemische Parameter und deren Verénderungen

Die kurz- und langfristigen Entwicklungen der immunhistochemischen Parameter (Medianwerte und
prozentuale Verénderungen) sind tabellarisch dargestellt. Die Expressionen von pSTAT3 (pST3) und Ki-
67 (Ki, Proliferationsmarker) sind in relativer Zdhlweise (xx positiv geférbte Zellen / 100 Zellen), die von
CD3 (T-Zellen), CD68 (Makrophagen), MPO (Neutrophile Granulozyten) sind in absoluter Zéhlweise
angegeben (xx positiv gefdrbte Zellen/Sichtfeld). Fett markiert sind Reduktionen von >40 %. In der
Remissionsgruppe (Rem) ist eine unmittelbare (Oh bis +4 h) und deutliche Reduktion von pSTAT3 in der
Lamina propria (pST LP) und von MPO hervorzuheben. Langfristig reduzierten sich in der
Remissionsgruppe alle immunhistochemischen Parameter (auf3er CD68) deutlich und stdrker als in der
Nicht-Remissionsgruppe (NRem).

3.6.1 Intestinales pSTAT3

Um die STAT3-Aktivierung in der Darmmukosa zu beurteilen, wurde die pSTAT3-Expression in
epithelialen Zellen sowie in den Zellen der Lamina propria quantifiziert. Es wurde untersucht,
inwieweit eine IL-6 trans-signaling Inhibition durch Olamkicept reduzierende Einfliisse auf die
STAT3-Aktivierung und damit auf die pSTAT3-Expression hatte. In Abbildung 11 sind die

graphischen Verlaufe ersichtlich.
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Abbildung 11: pSTAT3-Expression liber den Therapiezeitraum

Die pSTAT3-Expression (A) im Epithel und (B) in der Lamina propria ist graphisch dargestellt
(Medianwerte und Interquartilabsténde). Die Ergebnisse des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests sind mit
der Rangsumme (W) und dem p-Wert (p) angegeben. Epitheliales pSTAT3 reduzierte sich
gruppeniibergreifend erst spdt (ab der 2. Woche in der Remissionsgruppe, ab der 6. Woche in der Nicht-
Remissionsgruppe). Insgesamt reduzierte es sich stérker, allerdings nicht signifikant stérker, in der
Remissionsgruppe. Die pSTAT3-Expression in der Lamina propria reduzierte sich bereits unmittelbar
nach +4 h, nahezu stabil bleibend und signifikant stdrker in der Remissionsgruppe.

Die epitheliale pSTAT3-Expression zeigte in beiden Gruppen zum Zeitpunkt 0 h dhnlich hohe Werte.
Kurzfristig prasentierte sich in beiden Gruppen ein schwankender Verlauf mit eher steigender STAT3-
Aktivierung. Auffallig war ein scherenformiger Verlauf ab der zweiten Woche: Wahrend sich
die pSTAT3-Expression in der Remissionsgruppe stark reduzierte, blieben die Werte der Nicht-
Remissionsgruppe bis zur zehnten Woche auf einem stabil hohen Niveau.

Uber den gesamten Therapiezeitraum reduzierte sich die epitheliale pSTAT3-Expression in der
Remissionsgruppe sehr stark um -91 % und in der Nicht-Remissionsgruppe um -67 %.
Statistisch zeigte sich in der epithelialen pSTAT3-Expression kein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen.

Somit wurde die epitheliale STAT3-Aktivierung insgesamt gruppeniibergreifend reduziert. Die
Reduktionen traten dabei zeitlich verzogert auf und waren in der Remissionsgruppe starker -

jedoch nicht signifikant starker - ausgepragt.

Auch die pSTAT3-Expression in der Lamina propria zeigte in beiden Gruppen &hnliche
Ausgangswerte. Eine starkere Reduktion gab es von 0 h bis +4 h in der Remissionsgruppe um
-53 % (Nicht-Remission: -36 %). Ab +4 h prasentierte die Remissionsgruppe konsequent

niedrigere pSTAT3-Expressionen als zu Beginn und ebenfalls niedrigere als die Nicht-
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Remissionsgruppe. Insgesamt wurde die pSTAT3-Expression in der Lamina propria in der
Remissionsgruppe um -47 %, in der Nicht-Remissionsgruppe um -25 % reduziert. In der
immunhistochemischen Analyse konnte allein flr die pSTAT3-Expression in der Lamina
propria eine signifikant starkere Reduktion in der Remissionsgruppe bestatigt werden ((W)=-
36, p=0,0078). Dies gibt der pSTAT3-Expression in der Lamina propria eine Sonderstellung. In
der Remissionsgruppe ist das intrazelluldre STAT3-Signaling in den Immunzellen der Lamina
propria durch die therapeutische Inhibition von IL-6 trans-signaling signifikant reduziert
worden. Somit stellt die pSTAT3-Expression in der Lamina propria einen frithen, spezifischen

Marker fiir Therapieansprechen auf Olamkicept dar.

3.6.2 Intestinales Ki-67
Um das Proliferationsverhalten unter therapeutischer IL-6 trans-signaling Hemmung zu
beurteilen, wurde die Expression von Ki-67 im Epithel und in Zellen der Lamina propria

untersucht (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Ki-67-Expression iiber den Therapiezeitraum

Die Ki-67-Expression (A) im Epithel und (B) in der Lamina propria ist graphisch dargestellt (Medianwerte
und Interquartilabsténde). Die Ergebnisse des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests sind mit der
Rangsumme (W) und dem p-Wert (p) angegeben. Die Ki-67-Expression war in der Remissionsgruppe
sowohl im Epithel als auch in der Lamina propria an O h erhéht. Epithelial zeigte sich vorerst ein
schwankender Verlauf, insgesamt reduzierte sich Ki-67 stdrker (nicht signifikant) in der
Remissionsgruppe. In der Lamina propria wurde Ki-67 in der Remissionsgruppe deutlich, allerdings nicht
signifikant stdrker, reduziert.

Die Ki-67-Expression im Epithel war initial in der Remissionsgruppe héher als in der Nicht-

Remissionsgruppe. Kurzfristig verlief die Ki-67-Expression in der Remissionsgruppe
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schwankend und reduzierte sich langfristig um -57 %. In der Nicht-Remissionsgruppe stieg die
Ki-67-Expression unmittelbar leicht an (+20 %) und reduzierte sich insgesamt leicht um -13 %.
Es lagen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen vor.

Somit scheint das epitheliale Proliferationsverhalten, welches u.a. mit Wundheilung
einhergeht, gruppeniibergreifend tGiber mehrere Wochen nicht wesentlich durch Olamkicept
beeinflusst worden zu sein. Erst verzégert zeigte sich in der Remissionsgruppe eine deutliche

Abnahme der epithelialen Proliferation, was fiir stattgehabte Wundheilung sprechen konnte.

Die Ki-67-Expression in der Lamina propria war zu Beginn in der Remissionsgruppe doppelt so
hoch wie in der Nicht-Remissionsgruppe. Unmittelbar stiegen die Expressionen in beiden
Gruppen an, jedoch deutlich starker in der Nicht-Remissionsgruppe (Remission +21 % vs.
Nicht-Remission +75 %). Im kurzfristigen Zeitfenster prasentierte die Remissionsgruppe
hohere Ki-67-Expressionswerte als die Nicht-Remissionsgruppe, was sich langfristig umkehrte.
Insgesamt reduzierten sich die Werte in der Remissionsgruppe sehr stark, namlich um -92 %.
Dies ist zugleich die starkste Reduktion aller immunhistochemischer Parameter. In der Nicht-
Remissionsgruppe blieb die Expression von Ki-67 insgesamt konstant (+/- 0 %). Dies spricht fur
eine langfristig, effektive Reduktion der Zellproliferation in der Lamina propria bei

Remissionsverhalten, auch wenn kein signifikanter Unterschied kalkuliert werden konnte.

3.6.3 Intestinales CD3
Um reduzierende Einflisse auf die mukosale T-Zellzahl unter Olamkicept-Therapie zu
beurteilen, wurde intestinales CD3 als Marker fiir T-Zellen quantifiziert. Der graphische

Verlauf ist in Abbildung 13 zu sehen.
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Abbildung 13: CD3-Expression liber den Therapiezeitraum

Die CD3-Expression (T-Zellen) ist graphisch dargestellt (Medianwerte und Interquartilabstédnde). Die
Ergebnisse des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests sind mit der Rangsumme (W) und dem p-Wert (p)
angegeben. Die T-Zellzahl reduzierte sich in der Remissionsgruppe aus initial nahezu doppelt so hoher
Anzahl wie in der Nicht-Remissionsgruppe deutlich (nicht-signifikant), wéhrend sie in der Nicht-
Remissionsgruppe stabil blieb.

Die CD3-Expression war zu Beginn in der Remissionsgruppe fast doppelt so hoch wie in der
Nicht-Remissionsgruppe (61,5 vs. 33 Zellen/HPF). Zwischen 0 h und +4 h gab es in der
Remissionsgruppe eine leichte Reduktion (-16 %) und in der Nicht-Remissionsgruppe einen
leichten Anstieg (+14 %). Kurzfristig prasentierte die Remissionsgruppe hohere Werte als die
Nicht-Remissionsgruppe, was sich langfristig umkehrte. Insgesamt kam es in der
Remissionsgruppe zu einer Reduktion um -45 % und in der Nicht-Remissionsgruppe zu einem
Anstieg um +26 %. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
kalkuliert werden.

Somit wird zum einen deutlich, dass die intestinale T-Zellzahl vor Therapiebeginn in der
Remissionsgruppe erhéht war und zum anderen, dass Olamkicept einen reduzierenden Effekt
auf die T-Zellanzahl in der Remissionsgruppe hatte, wohingegen die T-Zellanzahl in der Nicht-

Remissionsgruppe anstieg.

3.6.4 Intestinales CD68
Um reduzierende Einfliisse auf die mukosale Anzahl der Makrophagen unter Olamkicept-

Therapie zu beurteilen, wurde intestinales CD68 als Marker fiir Makrophagen quantifiziert.
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Abbildung 14: CD68-Expression liber den Therapiezeitraum
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Die  CD68-Expression  (Makrophagen) ist graphisch  dargestellt  (Medianwerte  und
Interquartilabsténde). Die Ergebnisse des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests sind mit der Rangsumme
(W) und dem p-Wert (p) angegeben. Die Makrophagen-Anzahl verlief gruppeniibergreifend
unspezifisch schwankend.

Die CD68-Expression (Abbildung 14) prasentierte in beiden Gruppen im gesamten Verlauf
groBe Schwankungen und Interquartilabstdande. Insgesamt stieg die CD68-Expression in der
Remissionsgruppe um +126 % und in der Nicht-Remissionsgruppe um +44 %. Da die CD68-
Expressionen unspezifisch schwankend verliefen und obwohl der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Test nahezu signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen errechnete ((W)=-26; p=
0,0781), konnte keine sinnvolle Schlussfolgerung der Olamkicept-Wirkung auf Makrophagen
nachvollzogen werden. Aus diesem Grund wird die CD68-Expression im Weiteren nur wenig

Erwdhnung finden.

3.6.5 Intestinales MPO
Um Einflisse der Olamkicept-Therapie auf die mukosale Anzahl der Neutrophilen
Granulozyten zu beurteilen, wurde intestinales, intrazellulaires MPO als Marker fir

Neutrophile Granulozyten quantifiziert. Der graphische Verlauf ist in Abbildung 15 zu sehen.
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Abbildung 15: MPO-Expression (iber den Therapiezeitraum

Die MPO-Expression (Neutrophile Granulozyten) ist graphisch dargestellt (Medianwerte und
Interquartilabstinde). Die Ergebnisse des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests sind mit der Rangsumme
(W) und dem p-Wert (p) angegeben. Die Neutrophilen Granulozyten lagen in der Remissionsgruppe in
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doppelt so hoher Konzentration zum Zeitpunkt Oh vor. Sie reduzierten sich unmittelbar nach +4 h
deutlich und stabil, wéhrend sie in der Nicht-Remissionsgruppe nahezu stabil blieben.

MPO war zu Beginn in der Remissionsgruppe doppelt so hoch exprimiert (Remission 68,5 vs.
Nicht-Remission 34,5 positive Zellen/HPF). Die Expression fiel unmittelbar nach der ersten
Olamkicept-Gabe um -44 % und lag ab diesem Punkt dauerhaft unterhalb der Werte der Nicht-
Remissionsgruppe. Diese wiederum wies unmittelbar steigende Tendenzen auf (+16 %).
Insgesamt reduzierte sich die Zellzahl in der Remissionsgruppe um -78 %, wahrend sie in der
Nicht-Remissionsgruppe nur unwesentlich sank, namlich um -6 %. Auch wenn fiir die MPO-
Expression kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen errechnet werden konnte,
wird ein unmittelbarer und effektiver Einfluss von Olamkicept auf die MPO-Expression und
damit auf das Bestehen und die Aktivitat von Neutrophilen Granulozyten in der
Remissionsgruppe deutlich. Zudem lag initial eine deutlich héhere Zellzahl und Aktivitdt von

Neutrophilen Granulozyten in der Remissionsgruppe vor.

3.6.6 Fazit der immunhistochemischen Analyse

Beide Gruppen zeigten liber den Therapiezeitraum Reduktionen der intestinalen, entziindlich
assoziierten Molekiile. Dabei waren die Reduktionen in der Remissionsgruppe stets
ausgepragter und stabiler. Das STAT3-Signaling in der Lamina propria und die Anzahl an
Neutrophilen Granulozyten reduzierten sich bereits sehr friih um mehr als -40 %; in der Nicht-
Remissionsgruppe gab es keine vergleichbar frilhen Reduktionen. Uber den gesamten
Studienzeitraum reduzierten sich in der Remissionsgruppe sechs Parameter um mehr als -45
%: Die Proliferationsrate in der Lamina propria (-92 %), die pSTAT3-Expression im Epithel (-91
%), die Anzahl von Neutrophilen (-78 %), die Proliferationsrate im Epithel (-57 %), die
Expression von pSTAT3 in der Lamina propria (-47 %) und von T-Zellen (-45 %) verringerten
sich deutlich. In der Nicht-Remissionsgruppe lag lediglich fiir die pSTAT3-Expression im Epithel
eine starke Reduktion vor (-67 %). Insgesamt spricht dies fir einen deutlich groReren
antientziindlichen Effekt von Olamkicept in der Remissionsgruppe und damit fiir ein besseres
Therapieansprechen.

Bislang zeigte nur die pSTAT3-Expression in der Lamina propria eine signifikant starkere
Reduktion in der Remissionsgruppe, was die Sonderstellung dieses Parameters hervorhebt. Es

scheint, dass Olamkicept in (Immun) Zellen der Lamina propria STAT3-Signaling blockieren
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konnte. Die pSTAT3-Expression in der Lamina propria scheint somit einen frihen und

spezifischen Marker fiir Therapieansprechen darzustellen.

3.7 Korrelationen

Um Zusammenhange zwischen klinischen, biochemischen, histologischen und
immunhistochemischen Parametern zu untersuchen, wurden Spearman-Rangkorrelationen
berechnet. Mithilfe der Korrelationsanalyse soll die Validitat der verschiedenen
Entziindungsparameter unter der Therapie mit Olamkicept gepriift werden. Ziel war es
herauszufinden, welche Entziindungsaktivitatsmarker sich unter der Therapie mit Olamkicept
als besonders geeignete Parameter zur Beurteilung der Entziindungsaktivitat und ggf. als
friihe Marker fiir Therapieansprechen eignen.

Korrelationen messen den Zusammenhang zwischen zwei Merkmalen. Eine ,positive
Korrelation liegt vor, wenn zu einem hohen Wert des einen Merkmals tendenziell auch ein
hoher Wert des zweiten Merkmals gehort; [eine] negative Korrelation [liegt vor], wenn zu
einem hohen Wert des einen Merkmals tendenziell ein niedriger Wert des anderen Merkmals

gehort” (Prof. Dr. Udo Kamps (119)).

In einem ersten Schritt wurden die klinischen, biochemischen und histologischen Parameter
mit den immunhistochemischen Ergebnissen korreliert. Hiermit wurde untersucht, inwieweit
die Entzindungsparameter mit den tatsachlich ablaufenden, entziindlichen Prozessen in der
Darmmukosa zusammenhadngen. Im zweiten Schritt wurden Korrelationen zwischen der
STAT3-Aktivierung in Blutzellen (PBMC) mit klinischen, biochemischen und histologischen
sowie immunhistochemischen Parametern kalkuliert, um zu beurteilen, ob die STAT3-

Aktivierung in Blutzellen mit den Entziindungsaktivitatsparametern in Beziehung steht.

3.7.1 Korrelationen der klinischen, biochemischen und histologischen Parameter
mit den immunhistochemischen Parametern

Die klinischen, biochemischen und histologischen Parameter wurden mit den
immunhistochemischen Ergebnissen korreliert, um zu untersuchen, inwiefern die
untersuchten Entziindungsparameter mit den tatsdchlich ablaufenden, entziindlichen
Prozessen in der Darmmukosa zusammenhadngen. In Tabelle 6 sind die vollstandigen

Ergebnisse dieser Korrelation dargestellt.
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pPSTAT3 Epi pSTAT3 LP Ki-67 Epi Ki-67 LP CcD3 CD68 MPO
XY-Paare 22 22 22 22 22 22 21
CDAI Spearman:r = 0,501 0,4168 -0,01131 0,6401 0,1985 0,1458 0,4471
p-Wert: p = 0,0175 0,0537 0,9602 0,0013 0,3758 0,5175 0,0421
XY-Paare 21 21 21 21 21 21 20
HBI Spearman:r = 0,3776 0,2835 -0,09515 0,6268 0,0771 0,1239 0,2713
p-Wert: p = 0,0915 0,2131 0,6816 0,0024 0,7397 0,5926 0,2472
XY-Paare 29 29 29 29 29 28 29
Mayo-Score |Spearman:r = 0,6384 0,6016 0,3772 0,4131 0,223 -0,1961 0,4521
p-Wert: p = 0,0002 0,0006 0,0437 0,0259 0,2449 0,3172 0,0138
XY-Paare 51 51 51 51 51 50 50
CRP Spearman:r = 0,4035 0,3835 0,04498 0,3478 0,04768 0,05879 0,3429
p-Wert: p = 0,0033 0,0055 0,754 0,0124 0,7397 0,6851 0,0148
XY-Paare 43 43 43 43 43 42 42
Calprotectin |Spearman:r= 0,306 0,5162 0,248 0,4911 0,3147 0,05998 0,5921

p-Wert: p = 0,046 0,0004 0,1088 0,0008 0,0398 0,7059 < 0,0001
XY-Paare 51 51 51 51 51 50 50
Leukozyten |[Spearman:r= 0,1562 0,08556 -0,2598 0,345 0,05413 -0,1581 -0,153
p-Wert: p = 0,2737 0,5505 0,0656 0,0132 0,706 0,2728 0,2887
XY-Paare 18 18 18 18 18 18 18
IL-6 Spearman:r = 0,04649 0,2677 0,1384 -0,3245 -0,3044 0,1971 0,1631
p-Wert: p = 0,8547 0,2828 0,584 0,1889 0,2193 0,4331 0,5178
XY-Paare 27 27 27 27 27 26 27
Nancy-Index |Spearman:r= 0,2327 0,1774 -0,126 0,01071  -0,02522 0,08853 0,216
p-Wert: p = 0,2429 0,3759 0,531 0,9577 0,9006 0,6671 0,2793

Tabelle 6: Ergebnisse der Korrelationen von klinischen, biochemischen und histologischen Parametern
mit den immunhistochemischen Parametern

Tabellarisch dargestellt sind die Ergebnisse aus den Spearman-Korrelationen zwischen den klinischen,
biochemischen und histologischen Parametern mit den immunhistochemischen Parametern.
Angegeben werden die Summe der XY-Paare, die Stérke der Korrelation mit Spearman r und der p-
Wert. Ein p-Wert <0,05 gilt als statistisch signifikant und ist dunkelgrau hinterlegt. CDAI, Mayo-Score,
CRP und FC zeigten besonders viele signifikante Assoziationen und bestétigten sich somit als validierte
Entziindungsaktivitdt-indizes.

3.7.1.1 Korrelationen der klinischen Entziindungsparameter

Unter den klinischen Entziindungsparametern zeigten sich fir den CDAI und fir den Mayo-
Score besonders viele signifikante Assoziationen mit den intestinalen Entziindungsmolekiilen.
Der CDAI korrelierte signifikant positiv mit epithelialem pSTAT3 (r=0,501; p=0,0175), mit Ki-67
in der Lamina propria (r=0,6401; p=0,0013) und mit MPO (r=0,4471; p=0,0421) sowie nahezu
mit der pSTAT3-Expression in der Lamina propria (r=0,4168, p=0,00537). Der HBI als
vereinfachter Index des CDAI korrelierte lediglich signifikant positiv mit der Expression von Ki-

67 in der Lamina propria (r=0,6268; p=0,0024). Der Mayo-Score korrelierte mit denselben
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Expressionen wie der CDAI und zusatzlich mit der pSTAT3-Expression in der Lamina propria
und mit der epithelialen Ki-67-Expression (pSTAT3 Epithel (r=0,6384; p=0,0002), pSTAT3
Lamina propria (r=0,6016; p=0,0006), Ki-67 Epithel (r=0,3772; p=0,0437), Ki-67 Lamina propria
(r=0,4131; p=0,0259) und MPO (r=0,4521; p 0,0138)). Beispielhaft interpretiert bedeuten
diese Ergebnisse, dass ein hoher Index von CDAl oder vom Mayo-Score mit einer hohen STAT3-
Aktivierung, einer hohen Zellproliferationsrate und einer hohen Anzahl von Neutrophilen
einhergeht.

Somit kann festgehalten werden, dass sich besonders der CDAI fiir MC und der Mayo-Score
fur CU als valide klinische Parameter fiir die Einschdatzung der intestinalen

Entziindungsaktivitat unter Olamkicept eignen.

3.7.1.2 Korrelationen der biochemischen Entziindungsparameter

Unter den biochemischen Entziindungsparametern zeigten CRP und fakales Calprotectin
signifikant positive Korrelationen mit den Expressionen von epithelialem pSTAT3 (CRP:
r=0,4035; p=0,0033; FC: r=0,306; p=0,046), von pSTAT3 in der Lamina propria (CRP: r=0,3865;
p=0,0055; FC: r=0,5162; p=0,0004), von Ki-67 in der Lamina propria (CRP: r=0,3478; p=0,0124;
FC: r=0,4911; p=0,0008) und mit der Anzahl von Neutrophilen Granulozyten (CRP: r=0,429;
p=0,0148; FC: r=0,5921, p=< 0,0001). Calprotectin korrelierte zuséatzlich signifikant positiv mit
der T-Zellanzahl (r=0,3147; p=0,0398). Somit gehen hohe Konzentrationen von CRP und/oder
von FC mit hohen STAT3-Aktivierungen, Zellproliferationsraten in der Lamina propria und
Anzahlen von Neutrophilen Granulozyten einher.

Die Leukozytenzahl stand in einem signifikant positiven Zusammenhang mit der Ki-67-
Expression in der Lamina propria (r=0,345; p=0,0132). Dies bedeutet, dass die Leukozytenzahl
mit der Proliferationsrate von mukosalen Zellen konkordant in Beziehung stand.
Interessanterweise war die Zahl der Leukozyten im Blut unabhangig von der im Darmgewebe
(keine Korrelation zwischen Leukozyten und der CD3-Expression). Die Leukozyten scheinen
sich daher nicht besonders fiir die Beurteilung der intestinalen Entzliindungsaktivitdt unter
Olamkicept zu eignen.

IL-6 zeigte keine signifikanten Korrelationen mit den intestinalen Entziindungsmolekiilen, was
IL-6 als weniger guten Parameter fiir die intestinale Entziindungsaktivitat darstellt. Es gab
keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der IL-6 Konzentration und der intestinalen

STAT3-Aktivierung. Beachtet werden sollte allerdings, dass in der Korrelationsanalyse mit IL-6
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deutlich weniger Datenpunkte vorlagen als in den anderen Korrelationspaaren und daher
moglicherweise erschwerte Bedingungen fiir signifikante Ergebnisse anzunehmen sind.

Somit kann festgehalten werden, dass sich CRP und FC als validierte Entziindungsmarker
bestatigen, aus denen Rickschliisse auf den Grad der intestinalen Entziindung gezogen
werden kann. Leukozyten und IL-6 scheinen sich weniger als Entziindungsmarker unter der

Therapie mit Olamkicept zu eignen.

3.7.1.3 Korrelation des histologischen Parameters

Der Nancy-Index zeigte keine signifikanten Korrelationen mit den intestinalen
Entziindungsparametern. Unerwarteterweise korrelierte er weder mit der MPO- noch mit der
CD3-Expression, obwohl die Infiltrationsrate von Neutrophilen ebenso wie das chronische

entziindliche Infiltrat von Immunzellen Kriterien des Nancy-Index” darstellen.

3.7.2 Korrelationen der STAT3-Aktivierung in PBMC mit klinischen, biochemischen,
histologischen und immunhistochemischen Parametern

Die Korrelationen zwischen der STAT3-Aktivierung in Blutzellen und den
Entziindungsaktivitatsparametern wurden kalkuliert, um zu beurteilen, ob die STAT3-
Aktivierung in Blutzellen mit den im Korper ablaufenden, entziindlichen Prozessen in

Beziehung steht. Die Ergebnisse der Korrelationen sind in Tabelle 7 zu sehen.

Signifikant schwach positive Assoziationen prasentierten sich zwischen der STAT3-Aktivierung
in Immunzellen des Blutes mit CRP (r=0,554; p=0,0061), Leukozyten (r=0,5514; p=0,0064) und
IL-6 (r=0,5078; p=0,0188). Damit zeigte sich, dass bspw. eine vermehrte STAT3-Aktivierung mit
einer vermehrten Konzentration von CRP, Leukozyten und IL-6 einhergeht. Die Frequenz der
STAT3-Aktivierung in PBMC steht demnach mit systemischen Entziindungsparametern in
Beziehung.

Interessanterweise gab es in dieser Korrelationsanalyse nur signifikante Zusammenhéange
zwischen Parametern des Kompartiments ,Blut” und keine Zusammenhange mit klinischer,
histologischer oder immunhistochemischer Entziindungsaktivitat. Dies verdeutlicht, dass tUber
die STAT3-Aktivierung in PBMC keine Aussagen liber die Krankheitsaktivitdt im Darm getroffen
werden kann. Insbesondere war die STAT3-Aktivierung in Immunzellen des Blutes unabhangig

von der STAT3-Aktivierung in Immunzellen des Darms. Somit fallt die STAT3-Aktivierung in
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PBMC als diagnostischer Wegweiser fir den Grad einer intestinalen STAT3-Aktivierung weg.

Es kann festgehalten werden, dass signifikante Assoziationen zwischen der STAT3-Aktivierung
in PBMC mit den biochemischen Entziindungsparametern aus dem Kompartiment Blut
vorlagen. Zwischen dem Grad der STAT3-Aktivierung in PBMC und dem Grad der
Darmentziindung konnte kein Zusammenhang festgestellt werden. Insbesondere die pSTAT3-
Expression in Blut und Darm war unabhangig voneinander, weshalb es nicht moglich ist,
anhand der pSTAT3/STAT3-Expression in PBMC eine Aussage Uber stattfindende STAT3-

Aktivierung in der Darmmukosa zu geben.

A)
CDAI HBI Mayo CRP Calprotectin Leukozyten IL-6 Nancy
STAT3 XY-Paare 9 8 13 23 22 23 21 11
r/)STATs Spearmanr |-0,1833 -0,602 0,2386 0,554 -0,007984 0,5514 0,5078 0
p-Wert ns ns 0,4325 0,0061 0,9719 0,0064 0,0188 1,0105
B) pPSTAT3 Epi pSTAT3 LP Ki-67 Epi Ki-67 LP CcD3 CD68 MPO
pSTAT3/ XY-Paare 25 25 25 25 25 25 25
STAT3 Spearman:r = -0,1933 0,05581 -0,172 -0,2622 0,07923 0,1486 -0,3007
p-Wert: p = 0,3546 0,791 0,411 0,2055 0,7066 0,4785 0,1442

Tabelle 7: Ergebnisse der Korrelationen zwischen STAT3-Aktivierung in PBMC mit klinischen,
biochemischen und histologischen sowie immunhistochemischen Parametern

Tabellarisch dargestellt werden die Korrelationsergebnisse zwischen dem Konzentrationsverhdltnis
pSTAT3/STAT3 in PBMC in A) mit den klinischen (CDAI, HBI, Mayo-Score), biochemischen (CRP,
Calprotectin, Leukozyten, IL-6) und histologischen Parametern (Nancy-Index) und in B) mit den
immunhistochemischen Parametern (pSTAT3 Epithel (Epi), pSTAT3 Lamina propria (LP) etc). Dabei
werden die Anzahl der XY-Paare, der Spearman-Korrelationskoeffizient (r) sowie der p-Wert (p)
angegeben. Als statistisch signifikant wird p <0,05 definiert. Signifikante Ergebnisse sind grau
hinterlegt. pSTAT3/STAT3 aus peripher monozytdren Blutzellen (PBMC) korrelierte lediglich mit
anderen Entziindungsparametern aus dem Blut signifikant und nicht mit intestinalen Parametern.
3.7.3 Fazit der Korrelationsergebnisse

Als Fazit soll betont werden, dass sich der CDAI, der Mayo-Score, CRP und FC als validierte
Entziindungsmarker unter der Therapie mit Olamkicept zu eignen scheinen, denn sie zeigten
mehrere signifikant positive Korrelationen mit den intestinalen Entziindungsparametern. Alle

signifikant positiven Korrelationen hatten einen positiven Korrelationskoeffizienten r <0,65,

was bedeutet, dass schwach positive Zusammenhange vorlagen.
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4 Diskussion
In diesem Teil der Dissertation soll diskutiert werden, wie die geschilderten Ergebnisse im

Hinblick auf den aktuellen Forschungsstand interpretiert und bewertet werden kénnen.

4.1 Bewertung des Studienaufbaus

Diese Phase lla Studie war als eine Open-Label Studie designt, was ein (ibliches Vorgehen in
dieser Phase der Arzneimittelzulassung darstellt. Primares Ziel von Phase lla ist es, das
Therapieprinzip und die Arzneimittelsicherheit zu testen. In Phase Ilb Studien werden die
Wirksamkeit, addaquate Dosierungen sowie die Sicherheit in gréBeren Kohortenstudien
Uberprift (96, 120-122). Von der vorliegenden Studie sollte dementsprechend keine Aussage

Uber die tatsachliche Therapieeffektivitat von Olamkicept erwartet werden.

Weitere erschwerende Voraussetzungen der vorliegenden Studie waren zum einem, dass die
Teilnehmeranzahl (n=16) gering war und zum anderen, dass die Kohorte heterogen
zusammengesetzt war, was sich bspw. in unterschiedlichen Erkrankungsdauern,
Krankheitsverlaufen und Vorbehandlungen spiegelte.

Kleine Stichprobenumfange (und hier v.a. die geringe Remissionsprobandenanzahl n=3) haben
den Nachteil, dass das Risiko héher ist, ,einen tatsachlich vorhandenen Therapieunterschied
nicht beweisen zu kdnnen (Fehler 2. Art)“ (Santis et al. ((117). Dennoch ist es in friihen Phasen
der Arzneimittelzulassungsprifung tblich mit kleinen Stichproben zu arbeiten (122), auch um
die potentielle Gefahrdung von Patienten gering zu halten.

Eine heterogen zusammengesetzte Kohorte hat den Vorteil, die Allgemeinbevélkerung gut zu
reprasentieren, allerdings gilt: ,Je heterogener die Studienpopulation, desto grofRer muss der
Stichprobenumfang sein, um einen moglichen Unterschied (Behandlungseffekt) feststellen zu
kénnen“ (Santis et al. (117). Somit stellt die Kombination aus ,kleiner und heterogener”

Zusammensetzung der Kohorte eine erschwerende Ausgangslage der vorliegenden Studie dar.

Insgesamt spricht die Art der Studiendurchfiihrung mit erstmaliger Verabreichung von
Olamkicept an CED-Patienten fiir einen ethisch korrekten und hohen Sicherheitsstandard. Die
Studie sollte jedoch vor dem Hintergrund der eben genannten Schwéachen beurteilt werden,
ebenso wie signifikante Ergebnisse in einer kleinen, heterogenen Kohorte einen besonderen

Stellenwert zugeschrieben werden sollten.
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4.2 Bewertung der Methodik und Statistik

An der Darmgewebsprobenentnahme aus dem Sigmoid kann bemangelt werden, dass diese
besonders bei Morbus Crohn nur eingeschrankt aussagekraftig ist. Denn falls das Sigmoid nicht
entziindlich befallen ist, bedeutet dies nicht, dass der gesamte GIT bei MC entzliindungsfrei ist
(3, 4). Dennoch muss diesem Argument entgegengehalten werden, dass eine
zweiwochentliche  vollstdndige  (Gastro-)  Koloskopie  fiir eine  umfassendere
Entziindungsuntersuchung als unzumutbar fir die Patienten einzuschatzen ist.

Des Weiteren konnen menschliche Methodikfehler z.B. bei Laborarbeiten (Messfehler,
Artefakte, Histologische Anfarbung etc.) oder bei der immunhistochemischen Auszahlung nie
ausgeschlossen werden. In der statistischen Analyse kann die Wahl des Medians anstelle des
Mittelwerts hinterfragt werden. Bortz und Schuster schrieben: ,Der Median wird im
Gegensatz zum Mittelwert nicht oder zumindest nur wenig von AusreiRern beeinflusst” (123).
Durch die Einzeichnung der Interquartilabstiande werde zudem die Variabilitat ersichtlich
gemacht (123). Aus diesem Grund wurden in dieser Dissertation Mediane und deren

Interquartilabstande verwendet.

4.3 Bewertung des Therapieansprechen durch Olamkicept

Olamkicept induzierte bei 19 % der Probanden klinische Remission und bei 44 % ein Response-
Verhalten. Die klinischen, laborchemischen, endoskopischen und immunhistochemischen
Entziindungs- und Krankheitsaktivitaten reduzierten sich in Teilen der Kohorte deutlich und
fir mehrere Entziindungsparameter signifikant starker in der Remissionsgruppe.
Moglicherweise ist dies ein Hinweis dafir, dass IL-6 trans-signaling bei den
Remissionsprobanden ein entscheidender, vermehrt aktivierter bzw. hyperaktivierter
Signalweg ist, der in die Vermittlung und in die Aufrechterhaltung der chronisch entziindlichen
Prozesse involviert ist. Damit konnte erklart werden, warum die Inhibition von IL-6 trans-
signaling durch Olamkicept in einem Teil der Kohorte ein Remissionsverhalten induzieren
konnte und in einem anderen Teil nicht. In der Nicht-Remissionsgruppe waren die
antientziindlichen Effekte geringgradiger ausgepragt, woraus zu schliel3en ist, dass IL-6 trans-
signaling in ihnen eher eine untergeordnete Rolle fiir die entzlindlichen Prozesse zu spielen
schien. Marafini et al. beschrieben bereits, dass es viele Zytokine und deren zugehdrigen

Signalkaskaden gebe, welche zu den Entzlindungsprozessen bei CED beitragen. Einige

56



Diskussion

Zytokine koénnen dabei medikamentds so beeinflusst werden, dass die Patienten in Remission
treten. Dennoch sprechen nicht alle Patienten auf alle Therapien an, was die Komplexitat der
Pathogenese von CED verdeutlicht (124).

Es scheint eine Subgruppe von CED-Patienten zu geben, welche therapeutisch besonders gut
auf die Inhibition von IL-6 trans-signaling anspricht. IL-6 trans-signaling scheint in diesem
Patientenkollektiv besonders stark in die Entziindungsvermittlung involviert zu sein.

In der vorliegenden Phase lla Studie wurden weiterhin genetische Untersuchungen
vorgenommen: Hierin konnte eine Olamkicept-spezifische Gensignatur in der entziindeten
Darmmukosa nachgewiesen werden und diese Gensignatur unterschied sich von anderen
Gensignaturen, welche durch andere remissionsinduzierende Biologika ausgelost wurden.
Somit konnten Olamkicept-spezifische genetische Veranderungen in der Remissionsgruppe
nachgewiesen werden (118).

Ein etwas besseres therapeutisches Ansprechen von Olamkicept konnte in CU-Patienten
beobachtet werden (Remission 22 % bei CU und 14 % bei MC; Response 56 % bei CU und 29
% bei MC). In der Phase Ilb Studie im Zulassungsverfahren von Olamkicept wurde eine
doppelblind-Placebo-kontrollierte  Studie  mit  Colitis  ulcerosa-Patienten  (n=91)
(NCT03235752) durchgefiihrt. Darin konnte in der Behandlungsgruppe eine signifikant
starkere Responseinduktion (58,6 % vs. 34,5 %) und Remissionsinduktion (20,7 % vs. 0 %)
nachgewiesen werden (94). Fiir MC gibt es derzeit noch keine Studien lber die Effektivitat von
Olamkicept.

Als Vergleichswerte sollen nun Remissionsraten von anderen Medikamenten und von
Biologika in der CED-Therapie prasentiert werden. Steroide induzieren bei Erwachsenen im
Schub bei 73 % Remission, die Enterale Erndhrungstherapie bei 45 % (61). Tocilizumab
induzierte Remission bei 27 % der Behandelten und bei 11 % in der Placebogruppe, konnte
wegen schwerer Nebenwirkungen jedoch nicht fiir CED zugelassen werden. Vedolizumab
flhrte zu einer signifikant starkeren Remissionsinduktion in der Behandlungsgruppe bei MC
(15 % vs. 7 %) (125). Tofacitinib fiihrte bei MC dosisabhangig zu Remissionsraten von 14-31 %
vs. 21 % in Placebogruppe (126) und bei CU zu signifikant unterschiedlichen Remissionsraten
von 13-41 % vs. 10 % in Placebogruppe (127). Infliximab war in therapierefraktdrer CU
effektiver klinische und endoskopische Remission zu induzieren als Placebo (128). Demnach

wird deutlich, dass die Remissionsraten von Biologika bei CED unterschiedlich sind, aber
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Remissionsraten von >40 % kaum vorzufinden sind. Angemerkt werden soll weiterhin, dass
die Vergleichsstudien mit groBeren Probandenzahlen als die vorliegende Studie durchgefiihrt
wurden und die effektive Dosierung des Medikaments im Gegensatz zur vorliegenden Studie
schon herausgefunden bzw. getestet wurde.

Somit kann festgehalten werden, dass Olamkicept mit der selektiven IL-6 trans-signaling
Hemmung einen vielversprechenden Therapieansatz in einer Subgruppe von CED-Patienten
darstellt. In diesen konnten Olamkicept-spezifische Genexpressionsverdanderungen bestatigt
werden. Es bestehen Hinweise, dass Olamkicept ein etwas besseres Therapieansprechen bei

CU hat.

Wie bereits in der Einleitung erwadhnt, ist das primare Ziel in der Therapie von CED eine rasche
Remissionsinduktion und ein langfristiger Remissionserhalt. Fir die Beurteilung von
antientzindlichen Effekten werden heutzutage Entzindungsaktivitatsmarker auf
multimodalen Ebenen (z.B. klinisch, biochemisch, endoskopisch etc.) untersucht.
Angestrebtes Ziel der personalisierten Prazisionsmedizin ist es, den CED-Patienten im Idealfall
bereits vor Therapiebeginn effektiv wirksame Medikamente spezifisch zuordnen zu kénnen.
Damit soll eine moglichst friihe und zielgerichtete Remissionsinduktion erreicht werden. Fir
solch eine personalisierte Therapiezuordnung werden derzeit aussagekraftige und spezifische
Biomarker gesucht, welche ein Therapieansprechen vorhersagen oder dieses moglichst
friihzeitig nach Therapiebeginn erkennen kdnnen (7, 54, 129, 129, 130). So wurden auch in
dieser Studie verschiedene Entziindungsmarker untersucht, um frihzeitige, spezifische und
antientziindliche Veranderungen wahrend der Behandlung mit Olamkicept zu detektieren.
Dafiir ~ wurden  klinische,  biochemische, (endoskopische), histologische und
immunhistochemische Entzlindungsaktivitatsmarker untersucht. Weiterhin wurden die
klinischen, biochemischen und histologischen Entziindungsaktivitaitsmarker mit den
mukosalen Entziindungsmolekiilen aus der immunhistochemischen Auszdhlung korreliert.
Damit sollte die Validitdt der Biomarker unter der Therapie mit Olamkicept geprift und

bewertet werden.

4.4 Klinische Entziindungsparameter und ihre Validitat
Die Remissionsgruppe zeigte frihe, starke und stabile Reduktionen der klinischen

Entziindungsaktivitatsmarker und langfristig reduzierten sich alle klinischen Scores um mehr
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als -85 %. Trotz kleinem n=1 reduzierten sich der CDAI und der HBI als Parameter fiir MC in
der Remissionsgruppe signifikant starker als in der Nicht-Remissionsgruppe. Der Mayo-Score
als Parameter fiir CU wurde nahezu signifikant starker in der Remissionsgruppe reduziert.
Somit konnte gezeigt werden, dass die klinischen Entziindungsaktivititen in der
Remissionsgruppe deutlich starker reduziert wurden und klinische Remission in drei

Probanden erreicht wurde.

Als valide klinische Entziindungsparameter stellten sich der CDAI fiir MC und der Mayo-Score
flr CU heraus: Der CDAI korrelierte mit drei (nahezu vier) immunhistochemischen Markern
signifikant, der Mayo-Score mit fiinf. Somit scheinen diese beiden Scores die tatsachliche
intestinale Entzindungsaktivitdt unter Olamkicept-Therapie gut zu reflektieren, was
bedeutet, dass sie sich fiir die Beurteilung der vorliegenden Krankheitsaktivitat unter der

Behandlung mit Olamkicept eignen.

In der Literatur wird der CDAI als Goldstandard fiir die Untersuchung der Entzlindungsaktivitat
bezeichnet. Er wurde als valides Untersuchungsinstrument beschrieben, auch wenn dies nicht
fir jede Patientengruppe gelte (z.B. Kinder). Er wurde Uber Jahre verwendet, um
therapeutische Effekte von z.B. Kortikosteroiden, Immunsuppressiva und Biologika zu
beurteilen (35, 131). Der CDAI zeigte 1986 bei Gomes et al. keine signifikanten Korrelationen
mit mukosalen Inflammationsmarkern. Es gab damals lediglich schwache Korrelationen
zwischen CDAI und endoskopischen sowie mikroskopischen Untersuchungen. Dies reflektiere
nach deren Interpretation, dass es Differenzen zwischen der klinischen Symptomatik und der
tatsachlichen Darmentziindung gebe, weshalb regelmaBige makroskopische und
mikroskopische Untersuchungen unverzichtbar seien (131, 132). Zugute gehalten muss dem
CDAI, dass er in der Lage ist bei einer Erhdhung eine akute Exazerbation von MC zu erkennen
(131).

Der HBI wurde 1980 als vereinfachter Parameter des CDAI entwickelt und korreliere gut mit
diesem (131, 133). In der vorliegenden Studie hatten der CDAI und dessen vereinfachte
Unterform, der HBI, erstaunlicherweise kaum &hnliche signifikante Korrelationen mit den
immunhistochemischen Parametern. Der HBI hatte lediglich eine signifikante Korrelation,

wahrend der CDAI drei (nahezu vier) vorwies. Demzufolge scheint der CDAI als Goldstandard
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moglicherweise doch der geeignetere Parameter fir die Beurteilung des intestinalen

Entziindungsgeschehens zu sein.

Der Mayo-Score ist einer der meistverwendeten Krankheitsaktivitdat-Scores in Placebo-
kontrollierten Studien von CED. Der Mayo-Score kann zwischen aktiver und inaktiver
Krankheit unterscheiden und kann klinisches Therapieansprechen identifizieren. Der Mayo-
Score prasentiert sich somit als valider Entziindungsaktivitdtsparameter (134).
Hervorgehoben werden soll in der vorliegenden Studie der signifikant positive
Zusammenhang zwischen dem Mayo-Score und der STAT3-Aktivierung in der Lamina propria.
Da die pSTAT3-Expression in der Lamina propria mutmaRlich einen friihen, spezifischen
Marker flr das Therapieansprechen von Olamkicept darstellt, wiirde der Mayo-Score damit
als besonders valider Parameter unter Olamkicept-Therapie hervorstechen. Angemerkt
werden sollte dazu, dass bei der Erhebung des Mayo-Scores endoskopische Kriterien
miteinbezogen werden (134) und der Mayo-Score somit als ein etwas objektiverer Marker als
der CDAI und der HBI zu bewerten ist.

Festgehalten werden soll, dass sich CDAlI und Mayo-Score als valide

Entziindungsaktivitatsparameter unter Olamkicept zu eigen scheinen.

4.5 Biochemische Entziindungsparameter und ihre Validitat
Als biochemische Entzlindungsparameter sollen nun die Verldaufe und die Validitat der
biochemischen Biomarker CRP, FC sowie Leukozyten und IL-6 unter der Behandlung mit

Olamkicept bewertet werden.

4.5.1 CRPundFC

CRP und FC sind die in der klinischen Anwendung am meist verbreiteten nicht-invasiven
Biomarker bei CED (44). Die hoheren Ausgangswerte von CRP und von FC in der Nicht-
Remissionsgruppe sprachen fiir eine initial starkere Entziindungsaktivitat in dieser, verglichen
mit der Remissionsgruppe. In beiden Gruppen reduzierten sich CRP und FC deutlich, frihzeitig
und signifikant starker, mit frihzeitigem Erreichen von normwertigen Konzentrationen und
damit biochemischer Remission in der Remissionsgruppe. CRP und FC eignen sich somit eine

friihzeitige biochemische Remission unter Olamkicept zu erkennen.
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Mit der Korrelationsanalyse konnte gezeigt werden, dass CRP und FC die intestinale
Entziindungsaktivitat unter Olamkicept-Therapie gut abzubilden scheinen, denn CRP
korrelierte mit vier und FC mit funf von sieben mukosalen, immunhistochemischen
Parametern signifikant positiv.

CRP und FC korrelierten erfreulicherweise signifikant positiv mit der Expression von
Olamkicepts Zielmolekil pSTAT3 (sowohl epithelial als auch in der Lamina propria). Somit
scheint der Grad der intestinalen STAT3-Aktivierung mit der Hohe von CRP und FC in
Beziehung zu stehen. Damit wird ein direkter Zusammenhang zwischen biochemischer
Entziindungsaktivitat und intestinaler STAT3-Aktivierung belegt. Dies stellt ein
Schlisselergebnis dieser Dissertation dar, da somit wechselseitig die Parameter CRP, FC und
intestinales pSTAT3 als valide Parameter fir die Beurteilung der Krankheitsaktivitat unter
Olamkicept-Therapie eingestuft werden kdnnen.

AulRerdem korrelierten CRP und FC mit der Anzahl der intestinalen Neutrophilen
Granulozyten. Fir FC wurde dies erwartet, da FC als Zytosolprotein von Neutrophilen
Granulozyten einen direkten Bezug zur Anzahl der Neutrophilen Granulozyten hat. FC wird
namlich bei der Aktivierung oder beim Tod von Neutrophilen Granulozyten freigesetzt (53).
Zur tiefergehenden Validierung von CRP und FC soll nun auf die derzeitige Studienlage

eingegangen werden.

4.5.1.1 CRP

CRP ist ein bewahrter diagnostischer Marker bei CED, auch wenn er unspezifisch fir CED ist
(44). In der Literatur gibt es kontroverse Ergebnisse beziglich der Korrelationen von CRP mit
klinischen, endoskopischen und histologischen Parametern (135). In Changs Review wurde
zusammengefasst, dass erhéhtes CRP positiv mit klinischer und endoskopischer
Entziindungsaktivitat korrelierte und erhéhtes CRP auf Krankheitsrezidive hinweisen kdnne.
Daher fordere ein erhdhtes CRP stets weitere diagnostische Schritte. Andererseits konne CRP
bei endoskopisch aktiver Entzindung auch falsch negativ sein (44) und habe
dementsprechend einen schlechten negativ pradiktiven Wert (32). Kyle et al. beschrieben
kirzlich, dass CRP nicht mit den Befunden aus histologischen Analysen korrelierte (136).
Solem et al. bestdtigten wiederum Assoziationen zwischen CRP und klinischer sowie
endoskopischer Entziindung und bei MC zusatzlich mit schwerer histologischer Entziindung

(137).
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Nicht unterschlagen werden sollte, dass CRP bei globaler IL-6 Hemmung durch Tocilizumab
bei Rheumatoider Arthritis ungeeignet ist, Krankheitsaktivitat und die Schwere einer Infektion
zu erkennen. Dies liege vermutlich an der globalen IL-6 Hemmung, welche die Produktion der
Akuten Phase Proteine aus der Leber blockiert (138). Daher stellt sich die Frage, ob CRP unter
selektiver IL-6 Inhibition verlasslich in der Beurteilung von Entziindungsaktivitat ist. Garbers
et al. beschrieben, dass koérpereigenes sgp130 nicht nur IL-6 trans-signaling, sondern auch IL-
6 classic signaling inhibieren kénne. Dies sei bei Vorliegen von hohen sgp130-Konzentrationen
moglich: Unter diesen Bedingungen konne sgp130 namlich freies IL-6 in IL-6/IL-6R/sgp130-
Komplexe binden, wodurch IL-6 classic signaling blockiert werde (139).

Moglicherweise kdonnte dieser Mechanismus, dass korpereigenes sgp130 classic signaling
blockieren kann, auf Olamkicept Gibertragen werden. Damit wiirde die Produktion der Akuten
Phase Proteine (u.a. CRP) in der Leber via IL-6 classic signaling blockiert werden und damit
wirden die Konzentrationen von CRP abnehmen. Dies wiirde die Aussagekraft von CRP unter
Olamkicept einschranken. Interessanterweise wurde in der Nicht-Remissionsgruppe eine
unerwartet starke und frilhe Reduktion von CRP beobachtet, was dazu passen kénnte, dass
die CRP-Produktion in der Leber eingeschrankt worden sein konnte. Hierbei handelt es sich
jedoch lediglich um Mutmafungen.

Ob sich CRP zukiinftig als geeigneter Verlaufsparameter unter Olamkicept Therapie eignet,
muss weiter gepriift werden. Die Ergebnisse dieser Dissertation bestarken CRP jedoch als

validen Entziindungsaktivitatsparameter unter selektiver IL-6 Hemmung.

4.5.1.2 FC

FC wird als sensitiver (93 %) und spezifischer (96 %) Entziindungsparameter fiir CED
beschrieben. Auch bei FC handelt es sich um einen unspezifischen Entziindungsmarker fir
CED, da FC bei jeglicher Art von Darmentziindungen z.B. bei Infektion oder Divertikulitis erhoht
sein kann. FC korreliert gut mit klinischen Befunden von CED und noch weitaus besser mit
endoskopischen Befunden als CRP. Insgesamt stellt FC somit den verlasslicheren
Biomonitoring-Parameter  zur  Beurteilung der Entzindungsaktivitit und des

Therapieansprechens bei CED dar (44, 136).

Somit zeigten sich CRP und FC als bewahrte, gute und valide Biomarker fiir die Einschatzung

der intestinalen Entziindungsaktivitdit und somit fiir das Therapiemanagement unter
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Olamkicept. Anhand beider Parameter konnte biochemische Remission erkannt werden, sie
unterschieden sich signifikant zwischen den Gruppen und zeigten mehrere signifikante
Korrelationen mit anderen Entziindungsparametern. Insgesamt muss FC als lberlegener
Biomarker gegenliber CRP bestarkt werden.

Falls Olamkicept tatsachlich die CRP-Produktion Uber die Inhibition von IL-6 classic signaling
beeinflussen sollte, dann sollte Vorsicht bei der Interpretation der CRP-Werte unter
Olamkicept-Therapie geboten sein. Dennoch soll wiederholt werden, dass CRP entsprechend
der Studienergebnisse einen guten und validen Biomarker fiir die Beurteilung der
biochemischen Entziindungsaktivitat darstellt, da er sich zum einen signifikant starker in der
Remissionsgruppe reduzierte und zudem mehrfach signifikant positive Korrelationen mit der

intestinalen Zell- und Molekilzusammensetzung aufwies.

4.5.2 Leukozyten

Leukozyten setzten sich aus Lymphozyten, Granulozyten und Monozyten zusammen (140).
Obwohl die Anzahl der Leukozyten im Serum in der Remissionsgruppe signifikant starker
reduziert wurde, scheinen sie keinen guten Parameter fiir die Beurteilung der intestinalen
Entziindungsaktivitat unter Olamkicept darzustellen, denn sie korrelierte lediglich mit der Ki-
67-Expression in der Lamina propria. Widererwarten korrelierte die Anzahl der Leukozyten
weder mit der intestinalen T-Zell-Anzahl noch mit der Anzahl an Neutrophilen Granulozyten.
Damit ist ein direkter Zusammenhang zwischen der Anzahl an Immunzellen im Blut und der
im Darm unwahrscheinlich. Die Immunzellen im Blut und die im Darm scheinen somit als zwei
voneinander getrennte Kompartimente betrachtet werden zu missen. Verglichen mit CRP
und FC, hat die Leukozytenzahl im diagnostischen Algorithmus von CED derzeit einen geringen
Stellenwert (7, 32). Kyle et al. zeigten kiirzlich, dass die Leukozytenzahl nicht mit den Befunden
aus Biopsien korrelierte (136). Dies passt gut mit den Studienergebnissen zusammen: Die
Leukozyten scheinen zu unspezifisch fiir die Beurteilung der Entziindungsaktivitat bei CED zu

sein.

4.5.3 IL-6
Mehrere Studien zeigten bereits einen signifikanten Anstieg von zirkulierendem IL-6 und vom
sIL-6R in CED-Patienten, v.a. bei Patienten mit aktiver CED. Das erhohte IL-6 und sIL-6R

korrelierten dabei mit den CRP-Konzentrationen (141). In der Studie war die
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Ausgangskonzentration von IL-6 im Serum in der Remissionsgruppe deutlich gegeniliber der
Nicht-Remissionsgruppe erhoht. Zudem reduzierte sich IL-6 in der Remissionsgruppe stark,
jedoch nicht signifikant starker, auf friihzeitig normwertige IL-6 Konzentrationen. Kaiser et al.
zeigten in einem Frakturmodel, dass sich zirkulierendes IL-6 in den ersten Stunden unter
Olamkicepts Vorlaufermodell sgp130-Fc signifikant reduzierte. Daraufhin stieg es jedoch
wieder signifikant an (142). Einen Anstieg der IL-6 Konzentration konnten in dieser Studie nicht
beobachtet werden. Gemeinsam bleibt die Reduktion von IL-6 unter IL-6 trans-signaling
Inhibition. Diese Reduktion von IL-6 in der Remissionsgruppe kdnnte zum einen durch eine
molekulare Bindung (,Abfangen”) von IL-6 Gber den IL-6/sIL-6R-Komplex durch Olamkicept
erklart werden oder zum anderen als das Resultat einer geringeren Produktion von IL-6 im

Rahmen von antientziindlichen Effekten erklart werden.

Da IL-6 im Serum keine signifikanten Korrelationen mit der feinmolekularen Situation im Darm
hatte, scheint IL-6 kein valider und aussagekraftiger Entziindungsaktivitatsparameter unter
der Therapie von Olamkicept bei CED zu sein. Allerdings muss hier erwahnt werden, dass IL-6
in dieser Studie an deutlich weniger Datenpunkten erhoben wurde als die anderen Parameter,
was das Erreichen von statistischen Signifikanzen erschwert. Reinisch et al. zeigten

beispielsweise, dass IL-6 im Serum mit der Entziindungsaktivitat (CDAI) korrelierte (143).

Uber die Aussagekraft von IL-6 als Marker fiir Entziindung gibt es in der derzeitigen Literatur
viel Diskussionspotential. Als friihzeitiger Marker flr eine hochakute Sepsis und einen
septischen Schock eignet es sich gut (144). Fiir CED ist bekannt, dass IL-6 nur in einer
Minderheit der CED-Patienten erhéht ist und dort allerdings mit einer erhohten
Krankheitsaktivitat einhergeht (66). In der vorliegenden Studie kann dhnliches beobachtet
werden, denn drei Probanden zeigten vor Therapiebeginn deutlich erhéhte IL-6 Werte (82-
120 pg/ml) und gleichzeitig hohe klinische, biochemische und histologische
Entziindungsaktivititen, welche sich teilweise frilh und deutlich reduzierten. Fir
weiterfihrende Aussagen reichen diese Ergebnisse nicht aus.

Da sich IL-6 in der Remissionsgruppe friihzeitig auf normwertige Konzentrationen reduzierte,
konnte IL-6 moglicherweise ein diagnostischer Stellenwert zum Erkennen von
Therapieansprechen zugeschrieben werden. Obwohl IL-6 weder eine signifikante Reduktion

noch eine signifikante Korrelation mit der Immunhistochemie zeigte, ware ein finaler
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Ausschluss von IL-6 als diagnostischen Parameter unter der Therapie mit Olamkicept noch zu
frah.

Eine weiterfiihrender Studienidee ware es, gezielt eine groRere Fallgruppe von CED-Patienten
mit erhdhten IL-6 Konzentrationen zu selektieren, deren Entziindungsaktivititen zu

monitoren und das Ansprechen auf Olamkicept zu untersuchen.

4.5.4 Fazit der biochemischen Entziindungsaktivitatsparameter

Es konnte bestatigt werden, dass sich CRP und FC als sehr gute, valide und objektive Biomarker
fir das Entziindungsaktivitatsmonitoring unter Olamkicept eignen. Sie markierten friihzeitig
einen intestinalen Entziindungsriickgang, indem sie in der Remissionsgruppe normwertige
Konzentrationen erreichten und haben zudem viele signifikante Beziehungen mit den
intestinalen, feinmolekularen Entziindungsprozessen. FC scheint CRP dabei an Aussagekraft
und Spezifitdt Uberlegen zu sein. Hingegen ist die Validitdit von Leukozyten und IL-6 als
Entziindungsaktivitatsmarker eher als gering zu bewerten, wobei eine abschlieBende
Untersuchung Uber die Eignung von IL-6 als Biomarker unter Olamkicept-Therapie abgewartet
werden sollte. Bei Schoepfer et al. konnte FC als einziger Marker zwischen endoskopisch mild-
aktiver und inaktiver Krankheitsaktivitat unterscheiden. Die Detektionsrate von endoskopisch
aktiver Entziindung lag fiir FC bei 87 %, fir CRP bei 66 % und flr Leukozyten bei 54 % und zum
Vergleich mit klinischen Parameter fir den CDAI bei 40 % (145).

4.6 Endoskopische und histologische Entziindungsparameter und ihre
Validitat

Ein deutlicher Abfall des SES-CD war zwischen Oh und +14 w ersichtlich, jedoch konnten

aufgrund der wenigen Daten keine Korrelationen mit dem SES-CD berechnet werden, weshalb

eine Validitatsprifung nicht moglich war. Der SES-CD korrelierte bei Schoepfer et al. am

besten mit FC, gefolgt von CRP, Leukozyten und CDAI (145).

Der Nancy-Index als histologischer Entziindungsaktivitatsscore fiir CU zeigte eine nahezu
signifikant starkere Reduktion in der Remissionsgruppe. Erstaunlicherweise zeigte der Nancy-
Index keine einzige signifikante Korrelation mit den immunhistochemischen Parametern. Dies
ware zu erwarten gewesen, da der Nancy-Index und die Immunhistochemie auf den gleichen
histologischen Praparaten beruhen. Verwunderlich ist dabei vor allem die fehlende

signifikante Korrelation zwischen dem Nancy-Index und der Anzahl der Neutrophilen
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Granulozyten, da deren Anzahl ein Kriterium des Nancy-Index darstellt. In der Literatur wurde
der Nancy-Index als gut validierter Score fir den intestinalen Entziindungsnachweis
beschrieben und ihm wird eine hohe Inter- und Intraobserver-Reliabilitat zugeschrieben, was
ihn zu einem verlasslichen Beurteilungsscore macht (146). Warum der Nancy-Index bei uns

keine signifikanten Korrelationen erbrachte, bleibt unklar.

4.7 Einfluss von Olamkicept auf intestinale Zellen und deren STAT3-
Aktivierung

Die intestinale pSTAT3-Expression lag im besonderen Fokus dieser Dissertation, da untersucht
werden sollte, ob die intestinale STAT3-Aktivierung durch Olamkicept reduziert werden
konnte und IL-6 trans-signaling damit eine bedeutende Rolle fiir das mukosale

Entziindungsgeschehen zugeschrieben werden kann.

4.7.1 Epitheliale pSTAT3-Expression

Die epitheliale pSTAT3-Expression reduzierte sich lberraschenderweise in beiden Gruppen
erst spat und stark und es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Bei
einer effizienten Inhibition von epithelialen IL-6 trans-signaling durch Olamkicept ware eine
frihere Reduktion der pSTAT3-Expression erwartet worden. Moglicherweise wurde
epitheliales STAT3 nicht primar tber IL-6 trans-signaling, sondern zum groReren Anteil Gber

andere Signalwege aktiviert.

Epitheliales STAT3 in Darmzellen ist wichtig fur Proliferation und fir intestinale Wundheilung.
Eine epitheliale STAT3-Defizienz fiihrte zu schweren chronischen Entziindungen (71, 86, 147,
148). Eine medikamentdse, globale Hemmung aller IL-6 Signalwege (classic, trans-signaling
und trans-presentation) fiihrte in einer klinischen Studie bei CED-Probanden zu schweren
intestinalen Wundheilungsstérungen (Abszesse, Perforation) (91, 92). Aden et al. zeigten in
einem Colitis-Modell, dass IL-6 trans-signaling und IL-22 hauptverantwortlich fiir die
epitheliale STAT3-Zielgenexpression in Darmzellen waren und damit wichtig flr intestinale
Wundheilung waren (83). Daher bestand bei Studienbeginn die Sorge, dass eine Hemmung
von IL-6 trans-signaling zu Wundheilungsstérungen fiihren kénnte. Erfreulicherweise konnten
solche Effekte durch Olamkicept bisher sowohl in der vorliegenden Studie als auch in der
asiatischen Studie nicht beobachtet werden (94). Das epitheliale Proliferationsverhalten,

abgebildet durch die epitheliale Ki-67-Expression, wurde in dieser Studie nicht durch
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Olamkicept eingeschrankt. Kaiser et al. untersuchten in einem Frakturmodell globale
(Tocilizumab) und selektive (sgp130-Fc) IL-6 Hemmung und ihren Einfluss auf die
Knochenheilung. Sie zeigten, dass sich die Knochenheilung unter selektiver, jedoch nicht unter
globaler IL-6 Hemmung verbesserte (142, 149). Dabei sollte beachtet werden, dass nicht von
Knochenheilung auf intestinale Wundheilung geschlossen werden sollte.

Pickert et al. zeigten in einem Colitis-Mausmodell, dass die epitheliale STAT3-Aktivierung eher
von |L-22 als von IL-6 abhadngig war. Epitheliales STAT3 war wichtig fiur die gastrointestinale
Homoostase, regulierte Stressantworten, das Apoptoseverhalten sowie mukosale
Wundheilungsprozesse in Epithelzellen (148). Somit legten Pickert et al. die Bedeutung von IL-
22 und epithelialer STAT3-Aktivierung flir mukosale Wundheilung dar (148). Jiang et al.
berichteten, dass in Darmgewebsproben von CU, verglichen mit Darmgewebsproben von
Gesunden signifikant erhéhte IL-22 Konzentrationen vorlagen. Bei CU vermittle IL-22 iber eine
STAT3-Aktivierung Tumorwachstum und eine Inhibition von Apoptose (150). Moglicherweise
ist auch in humaner CED die epitheliale STAT3-Aktivierung eher IL-22 als IL-6 trans-signaling
zuzuschreiben. Dies wirde dazu passen, dass sich epitheliales pSTAT3 nicht friihzeitig nach
Olamkicept-Gabe, sondern erst nach sechs Wochen remissionsunabhangig reduzierte.
Moglicherweise sank die pSTAT3-Expression im Rahmen von allgemein antientziindlichen und
wundheilungsfortgeschrittenen Prozessen.

Somit kann festgehalten werden, dass der Einfluss von Olamkicept auf die epitheliale STAT3-
Aktivierung etwas unklar bleibt. Erfreulicherweise evozierte Olamkicept bislang keine
schweren intestinalen Wundheilungsstorungen. Es scheint daher, dass die epitheliale
Expression von pSTAT3 und die epitheliale Wundheilung weniger von IL-6 trans-signaling
abhangig ist und eher von anderen Zytokinen wie moglicherweise IL-22 beeinflusst wird. In
kiinftigen Studien mit Olamkicept sollte weiterhin besonders auf intestinale

Wundheilungsstorungen geachtet werden.

Auch wenn epitheliales pSTAT3 moglicherweise nicht primar von IL-6 trans-signaling
beeinflusst zu werden scheint, so spiegelt es dennoch gut die intestinale Entziindungsaktivitat,
da epitheliales pSTAT3 signifikant positiv mit mehreren validierten
Entzindungsaktivitatsparametern korrelierte (CRP, FC, CDAI, Mayo-Score). Die STAT3-
Aktivitat in intestinalen Epithelzellen korrelierte bereits bei Pickert et al. mit dem intestinalen

Entziindungsgrad (148). Somit bestatigte sich, dass die epitheliale pSTAT3-Expression in Bezug
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mit intestinalen Entziindungsprozessen steht, jedoch nicht primar durch IL-6 trans-signaling

induziert zu werden scheint.

4.7.2 pSTAT3-Expression in der Lamina propria

Wahrend bei der epithelialen pSTAT3-Expression vermutlich eher kein direkter Einfluss durch
die IL-6 trans-signaling Hemmung beobachtet wurde, so scheint dies bei der pSTAT3-
Expression in der Lamina propria gegensatzlich zu sein. In der Lamina propria reduzierte sich
die pSTAT3-Expression bereits friih und zudem signifikant starker in der Remissionsgruppe. IL-
6 trans-signaling schien in den Zellen der Lamina propria in der Remissionsgruppe vor
Therapiebeginn vermehrt aktiviert gewesen zu sein. Daher konnte Olamkicept diese STAT3-
Aktivierung friihzeitig und signifikant vermindern. Dies ist ein Schllsselergebnis: Die
Expression von pSTAT3 in der Lamina propria stellt einen friihen, spezifischen Marker fir das
Therapieansprechen von Olamkicept dar. Zudem scheint pSTAT3 in der Lamina propria ein
valider Marker zu sein, da es mit drei wichtigen Entziindungsaktivitdtsparametern korrelierte
(CRP, FC, Mayo-Score). In der Transkriptomanalyse, einer Art genetischen Untersuchung,
dieser Phase lla Studie war die Olamkicept-induzierte Remission mit einer spezifischen
Herunterregulation von STAT3-abhangigen Genen in der intestinalen Mukosa assoziiert (118).
Somit wurde gezeigt, dass intestinales STAT3 entscheidend in den Wirkmechanismus von
Olamkicept involviert ist und als friher spezifischer Marker fir Therapieansprechen

verwendet werden kann.

Die Lamina propria ist ein gut durchblutetes und zellreiches Bindegewebe. Viele freie
Immunzellen wie Makrophagen, Mastzellen, Granulozyten, Dendritische Zellen und
Lymphozyten sind in ihr enthalten (116). Dementsprechend liegt es nahe, dass in der Lamina
propria vorwiegend Immunzellen durch Olamkicept in ihrem STAT3-Signaling beeinflusst
worden sind. Es wurde nicht naher spezifiziert, in welcher Immunzellgruppe — ob in
Lymphozyten, Neutrophilen Granulozyten oder in Makrophagen — die pSTAT3-Expression am
starksten reduziert worden ist und welche Zellgruppe daher am meisten von IL-6 trans-
signaling beeinflusst wurde.

Musso et al. berichteten von einer STAT3-Aktivierung in T-Zellen und in Makrophagen der
Lamina propria, wobei die STAT3-Aktivierung auf entziindete Darmareale begrenzt war (151).

Auch Lovato et al. berichtete von einer vermehrten STAT3-Aktivierung in intestinalen T-Zellen
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bei MC (88). Uber die STAT3-Aktivierung in Neutrophilen Granulozyten bei CED war leider
keine Literatur zu finden. Betont werden soll diesbezliglich, dass eine STAT3-Aktivierung nicht

zwangslaufig durch IL-6 trans-signaling vermittelt wird.

Im Folgenden soll darauf eingegangen werden, welche Einflisse die untersuchten
Immunzellen der Lamina propria - T-Zellen, Makrophagen und Neutrophilen Granulozyten -
auf IL-6 trans-signaling haben und zum anderen, was IL-6 trans-signaling in diesen Zellgruppen

bewirkt.

4.7.3 Zellen der Lamina propria und IL-6 trans-signaling

Atreya und Neurath beschrieben, dass T-Helferzellen und Makrophagen einen Beitrag zur
unkontrollierten Entziindung bei CED leisten, indem sie vermehrt IL-6 und den I6slichen IL-6
Rezeptor (sIL-6R) freisetzen (152). Neutrophile Granulozyten spalten bei der Einwanderung
ins entziindlich betroffene Gewebe ihren membrandsen IL-6R ab und verstarken damit
ebenfalls lokales IL-6 trans-signaling (70). Es ist bekannt, dass eine erhohte Menge von sIL-6R
mit dem Grad der Neutrophilen Infiltration korreliert. Die Verbreitung von gewebestandigen
Neutrophilen Granulozyten bestimme den Grad von lokal stattfindendem IL-6 trans-signaling
und dariiber auch die Einwanderung von mononuklearen Zellen wie den T-Zellen (70, 153). In
einer klassischen Entziindungsantwort wandern zu Beginn Neutrophile Granulozyten in das
Gewebe ein und initiieren dort IL-6 trans-signaling, indem sie ihren IL-6 Rezeptor abspalten.
Mononukleare Zellen (T-Zellen, Makrophagen) werden wiederum Uber IL-6 trans-signaling zur
Einwanderung ins Gewebe angeregt, wahrend die Neutrophilen Granulozyten normalerweise
zeitnah in Apoptose gehen. IL-6 trans-signaling l6st also einen Shift von der akuten
(Neutrophile Granulozyten) zur chronischen Entziindungsantwort (T-Zellen) aus (70, 153,
154). Somit leisten T-Zellen, Makrophagen und Neutrophile Granulozyten ihren jeweiligen

Beitrag zum IL-6 trans-signaling.

4.7.4 Intestinale T-Zellen (CD3)

Intestinale Lymphozyten stammen Uberwiegend aus der Gruppe der T-Helferzellen mit
wiederum weiteren Untergruppen. T-Helferzellen sind wichtige Vermittler in der
immunologischen Homdostase und in Entziindungsprozessen. Eine Akkumulation von T-Zellen

stellt ein Schliisselevent in der Pathogenese von CED dar (155). IL-6 trans-signaling trage zur
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Rekrutierung von T-Zellen und zum Erhalt ihrer Funktion bei. Dabei werden die T-Zellen u.a.
durch Neutrophile Granulozyten und deren freigesetzten, proinflammatorische Mediatoren
rekrutiert und aktiviert (70, 153, 156). IL-6 trans-signaling tragt demnach zur intestinalen
Anzahl und Aktivitat von T-Zellen bei. Dies konnte erkldren, warum vor Therapiebeginn in der
Remissionsgruppe, in der IL-6 trans-signaling moglicherweise vermehrt aktiviert war, eine

deutlich héhere intestinale T-Zellpopulation (CD3) vorlag.

Des Weiteren ist bekannt, dass IL-6 trans-signaling in intestinalen T-Zellen eine Resistenz
gegeniber dem natirlichen Zelltod (Apoptose) vermittelt und damit zur Aufrechterhaltung
von CED beitragt. IL-6 trans-signaling aktiviert namlich in T-Zellen intrazellulares STATS3,
welches wiederum die anti-apoptotischen Faktoren bcl-2 und bcl-xl induziert. Mithilfe dieser
entziehen sich die T-Zellen dem natirlichen Zelltod und (berleben unphysiologisch lange
Zeitrdaume. Durch den ausbleibenden Zelltod der T-Zellen tragt IL-6 trans-signaling zu einer
Akkumulation von ihnen bei, wodurch entziindliche Prozesse gefordert werden. In einem in
vivo Colitis-Tiermodell wurde nachgewiesen, dass Olamkicepts Vorlaufermodell sgp130-Fc
Apoptose in T-Helferzellen induzierte und gleichzeitig die Colitis-Aktivitat senkte (90, 157).
Diese Effekte kdonnen auf die Remissionsgruppe Ubertragen werden: Im Therapieverlauf
reduzierte sich die Entziindungsaktivitat und die T-Zellzahl nahm ab, wahrend sie in der Nicht-
Remissionsgruppe zunahm. Zudem reduzierte sich zusatzlich die pSTAT3-Expression in der
Lamina propria signifikant, was theoretisch folgendermaRen zu erkldren sein konnte: Durch
die Inhibition von IL-6 trans-signaling wurde weniger STAT3 in den T-Zellen aktiviert und damit
auch weniger anti-apoptotischen Faktoren. Dadurch gingen die T-Zellen vermehrt in den
natirlichen Zelltod lber, die T-Zellzahl nahm ab. Somit wiirde eine direkte, durch Olamkicept
initilerte Kausalkette zum Zelltod der T-Zellen flihren, wodurch die intestinale Entziindung

abgeschwacht werden wiirde.

Im Kontrast zur Nicht-Remissionsgruppe wurde in der Remissionsgruppe sowohl eine
unmittelbare (-16 %) als auch eine langfristige (-45 %) Reduktion der CD3-Zellzahl unter
Olamkicept beobachtet. Es ist vor eben genanntem Hintergrund plausibel, dass die Inhibition
von IL-6 trans-signaling zu einer Induktion von Apoptose in T-Zellen und/oder zu einer
verminderten Rekrutierung von T-Zellen fiihrte.

In der Nicht-Remissionsgruppe schien IL-6 trans-signaling hingegen eine untergeordnete Rolle
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zu spielen, denn die CD3-Zellzahl stieg zunehmend an (insgesamt +25 %), was fiir ein IL-6 trans-
signaling unabhangiges Entziindungsgeschehen in der Nicht-Remissionsgruppe spricht.

Da keine weitere Differenzierung von vorliegenden T-Zell Subgruppen (Treg, TH17 etc.)
vorgenommen wurde, ware es kinftig interessant zu untersuchen, welche T-Zellgruppe
besonders von IL-6 trans-signaling beeinflusst wird. Dies kénnte zum Verstandnis der

atiologischen Bedeutung von IL-6 trans-signaling und T-Zellen in CED beitragen.

Statistisch zeigte die CD3-Expression in dieser Studie trotz gegensatzlicher Verlaufe (CD3-
Reduktion in der Remissionsgruppe vs. CD3-Anstieg in der Nicht-Remissionsgruppe)
unerwarteterweise keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Dennoch kénnte
eine hohe CD3-Expression in der Lamina propria vor Therapiebeginn moglicherweise Hinweise
auf ein Therapieansprechen auf Olamkicept geben. Die Validitat der CD3-Expression muss
allerdings bemangelt werden, da die CD3-Expression lediglich mit FC signifikant positiv
korrelierte. Allerdings ist FC ein gut validierter Entziindungsaktivitdtsparameter, weshalb die
signifikante Korrelation zwischen der CD3-Expression und FC hervorgehoben werden sollte.
Einem Ausschluss der CD3-Expression in der Diagnostik bei CED sollte noch abwartend
gegeniiberstehen, da eine IL-6 trans-signaling vermittelte Atiopathogenese bei CED erforscht
wurde und sich der Verlauf der T-Zellzahl deutlich zwischen Remissions- und Nicht-

Remissionsgruppe unterschied.

Festgehalten werden kann, dass die intestinale CD3-Zellzahl in der Remissionsgruppe im
Gegensatz zur Nicht-Remissionsgruppe durch Olamkicept deutlich, jedoch nicht signifikant,
reduziert wurde. Dies kdnnte durch eine Apoptose Induktion in T-Zellen und durch eine

reduzierte Einwanderung von T-Zellen in die Lamina propria evoziert worden sein.

4.7.5 Intestinale Makrophagen (CD68)

Intestinale Makrophagen (CD68) stellen die grofite und eine heterogene Population von
gewebestindigen mononukledren Phagozyten dar. Sie spielen eine Schliisselrolle in der
Pathogenerkennung und deren Eliminationen. Es ist bekannt, dass sie ebenfalls Funktionen im
Erhalt der Gewebehomoostase einnehmen. Sie kénnen einerseits Entziindungen durch
antiinflammatorische Zytokine abmindern und andererseits kdnnen Stérungen in der

antiinflammatorischen Funktion chronisch entziindliche Darmerkrankungen bedingen. Zu der
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Zellgruppe der Makrophagen zdhlen sowohl proinflammatorische als auch
antiinflammatorische Untergruppen (158, 159). Eine STAT3-Aktivierung steht in Makrophagen
fir ein antiinflammatorisches Signal. Hillmer et al. zeigten, dass STAT3-defiziente
Makrophagen bei einer Aktivierung von bestimmten Oberflaichenrezeptoren vermehrt
proinflammatorische Zytokine produzierten (160). Somit wird die Bedeutung einer STAT3-
Aktivierung fiir antiinflammatorisch wirkende Makrophagen deutlich. In der vorliegenden
Studie wurde nicht naher klassifiziert, zu welcher Untergruppe die Makrophagen in der
Lamina propria vorwiegend zdhlten. Da die Expression von CD68 in beiden Gruppen stark
schwankend und insgesamt ansteigend verlief, ist ein direkter Wirkeffekt von Olamkicept auf
Makrophagen schwer nachvollzieh- und interpretierbar. Die direkten Einflisse von IL-6 trans-
signaling auf Makrophagen sind bislang noch unerforscht.

Da die erhobenen Entziindungsaktivitatsparameter nicht mit der CD68-Expression
korrelierten, unterstreicht dies einmal mehr, dass die CD68-Expression keinen geeigneten

Entziindungsaktivitatsparameter unter Olamkicept-Therapie darstellt.

4.7.6 Intestinale Neutrophile Granulozyten (MPO)
Es ist bekannt, dass Neutrophile Granulozyten als Immunzellen der ersten Abwehr einen
Beitrag flr CED leisten. In der Literatur gibt es viele Unklarheiten iber den direkten Einfluss

von IL-6 trans-signaling auf Neutrophile Granulozyten.

In der Remissionsgruppe war die Anzahl der Neutrophilen Granulozyten vor Therapiebeginn
deutlich gegeniiber der Nicht-Remissionsgruppe erhoht und sie reduzierte sich bereits
unmittelbar (-44 %) und langfristig (-78 %) am starksten, was im Gegensatz zur Nicht-
Remissionsgruppe steht (unmittelbar +16 % und insgesamt -5,8 %). Ein signifikanter
Unterschied konnte trotz des gegensatzlichen Verlaufes nicht bestdtigt werden. Die
Neutrophilen Granulozyten prasentierten mehrere signifikant positive Korrelationen mit
anerkannten Entziindungsparametern (CRP, Calprotectin, CDAI, Mayo-Score), was eine hohe
Validitat der MPO-Expression in der Lamina propria unter der Therapie mit Olamkicept

untermauert.

Neutrophile Granulozyten sind zentrale Immunzellen der angeborenen Immunitat. Sie

vermitteln die erste Abwehrfunktion gegen eindringende Pathogene, indem sie zytotoxische
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Molekile ausschiitten (Neutrophile Degranulation). Diese zytotoxischen Molekiile, die zwar
gegen Pathogene gerichtet sind, schadigen auch das kérpereigene Gewebe. Daher ist es
wichtig, dass Neutrophile Granulozyten nach einer gewissen Zeit in den Zelltod lbergehen
(161). Es ist bekannt, dass eine Stérung im Apoptoseverhalten von Neutrophilen Granulozyten
durch eine Akkumulation am Entziindungsort zu chronischen Entziindungen fiihren kann (156,
161). Fur CED ist bekannt, dass der natlrliche Zelltod von Neutrophilen verzogert stattfindet.
AuBerdem wurde gezeigt, dass durch Neutrophile Granulozyten ausgeloste Gewebeschaden

mit der Entwicklung von CED assoziiert sind (162).

In der Transkriptom-Analyse stachen sowohl im Blut als auch in der Mukosa
herunterregulierte Gene und Transkriptionsfaktoren hervor, welche die Funktion, Aktivierung,
Differenzierung und Degranulation von Neutrophilen Granulozyten modifizieren. Eine
Olamkicept-spezifische Gensignatur wurde erkannt, welche die Modalitaten von Neutrophilen
Granulozyten beeinflusst (118). Damit wird ein direkter Einfluss von Olamkicept auf
Neutrophile Granulozyten deutlich, was einen entscheidenden Einfluss von IL-6 trans-
signaling auf Neutrophile Granulozyten in einer Subgruppe von CED untermauert.

Dadurch, dass die Neutrophilen Granulozyten auf biochemischer (FC), immunhistochemischer
(MPO) und transkriptioneller Ebene und durch die vielen signifikanten Korrelationen
hervorstachen, wird deutlich, dass den Neutrophilen Granulozyten eine Sonderstellung in der
Pathogenese von CED mit Therapieansprechen auf Olamkicept zukommt. Sie scheinen eine
entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung von den entziindlichen Prozessen

einzunehmen und in Verbindung mit IL-6 trans-signaling zu stehen.
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5 Zusammenfassung

Chronisch entziindliche Darmerkrankungen sind schubartig auftretende, lebenslang
andauernde Erkrankungen, deren bestehenden Therapieoptionen unzureichend sind. So
wurde das Medikament Olamkicept entwickelt, welches selektiv einen proinflammatorischen
Signalweg von Interleukin-6 (IL-6), das IL-6 trans-signaling, inhibiert. IL-6 trans-signaling wird
eine Beteiligung an der Aufrechterhaltung von chronischen Entziindungen zugeschrieben.
Olamkicept wurde in dieser prospektiven 12-wdchigen Phase lla Studie der
Arzneimittelzulassung erstmals an 16 Probaneden mit aktiven, chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen verabreicht. Die Beurteilung und Veranderungen der wurden in dieser
Dissertation auf klinischer, biochemischer, endoskopischer, histologischer und
immunhistochemischer Ebene untersucht und damit ein Therapieansprechen tberprift. Der
Fokus lag auf der immunhistochemischen Auswertung von entziindlich assoziierten
Molekilen im Darmgewebe. Die Validitat der verschiedenen Entziindungsaktivitatsparameter
wurde anschliefend mit Korrelationsanalysen gepruft.

44 % der Probanden zeigten ein Response-Verhalten und 19 % erreichten klinische Remission
mit endoskopischer Heilung. Der Wirkmechanismus von Olamkicept, die Inhibition von IL-6
trans-signaling, konnte remissionsunabhangig in vitro nachgewiesen werden.

Die klinischen und biochemischen Entziindungsparameter reduzierten sich zum Grofteil
signifikant starker in der Remissionsgruppe. CRP, fakales Calprotectin und zwei klinische
Entziindungsaktivitatsindizes (CDAI, Mayo-Score) bestatigten sich als besonders valide
Entziindungsaktivitatsparameter.

Die immunhistochemischen Parameter reduzierten sich insgesamt friiher, starker und stabiler
in der Remissionsgruppe. Die Expression des Zielmolekiils von Olamkicept, der
Transkriptionsfaktor pSTAT3, reduzierte sich in der Lamina propria frilh und als einziger
Parameter signifikant starker in der Remissionsgruppe. Zudem korrelierte pSTAT3 in der
Lamina propria signifikant positiv mit CRP, Calprotectin und dem Mayo-Score. Die pSTAT3-
Expression in der Lamina propria stellt somit einen friihen und spezifischen Marker fiir das
Therapieansprechen auf Olamkicept dar.

Des Weiteren war die Anzahl von intestinalen T-Zellen und Neutrophilen Granulozyten vor
Therapiebeginn in der Remissionsgruppe deutlich erhoht. Sie reduzierten sich stark in der

Remissionsgruppe, allerdings nicht signifikant starker als in der Nicht-Remissionsgruppe. Die
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Neutrophilen Granulozyten wiesen mehrere signifikante Korrelationen mit anerkannten
Entziindungsparametern auf. Es scheint, dass Neutrophile Granulozyten einen besonderen
Stellenwert in der Pathogenese von CED mit Therapieansprechen auf Olamkicept einnehmen.
Zusammengefasst stellt Olamkicept in einer Subgruppe von Patienten mit chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen einen vielversprechenden Therapieansatz dar. IL-6 trans-
signaling scheint in diesen ein entscheidender Entziindungsvermittler zu sein, denn
Olamkicept konnte in dieser Subgruppe multimodale, spezifische Verdanderungen von

Entziindungsmustern evozieren.
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7 Anhang

Anhang

Anhang 1: Krankheitsaktivitat-Indizes fiir Morbus Crohn (A-C) und Colitis

ulcerosa (D-E)

1 A) Crohn’s Disease Activity Index (CDAI) (33, 34, 43)

Parameter Anzahl/Score Gewichtung
P1. Anz.ahl flus§|ger oder Anzahl, maximal 2 Punkte 2
weicher Stiihle pro Woche
P2. Tage mit Bauchschmerzen O=keine ,1=mild, 2=moderat, 4=schwer 5
pro Woche
P3. Wohlbefinden des Patienten O=sehr gut, 1=beeintrachtigt, 2=schlecht, 7
pro Woche 3=sehr schlecht, 4=unertraglich
P4. Komplikationen O=keine, 1=Ja (pro Komplikation einen Punkt)
. Gelenkschmerzen /-entziindung
o Iritis/Uveitis
o Erythema nodosum, 20
Pyoderma gangraenosum, Aphten
. Fissuren, Anale Abszesse oder Fisteln
. Andere Fisteln
o Fieber wahrend der letzten Woche
PS. Nutzung von — 0=Nein, 1=Ja 30
Anti-Diarrhoe-Medikation
P6. Abdominelle Resistenz 0=keine, 1=zweifelhaft, 1=prasent 10
P7. Abweichung des Hamatokrits (m/w) |Differenz zur Norm in Prozentpunkten (max. 2) 6
P8. Abweichung des Kdrpergewichts Standardgewicht (kg) GUber Keys-Formel.
vom Standardgewicht % Abweichung des Gewichts 1
vom Standardgewicht.

Kalkulationsformel:

CDAI=(P1x2)+(P2x5)+(P3x7)+(P4x20)+(P5x30)+(P6x10)+(P7x6)+P8

Score Bedeutung
<150 Remission
151-219 Milde Aktivitat
220-450 Moderate Aktivitat
>450 Schwere oder sehr schwere Aktivitat
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1 B) Harvey Bradshaw Index (HBI) (35, 36, 43)

Anhang

Parameter

Anzahl/Score

P1. Wohlbefinden am Vortag

4=unertraglich

O=sehr gut, 1=beeintrachtigt, 2=schlecht, 3=sehr schlecht,

P2. Bauchschmerz am Vortag

O=keine, 1=mild, 2=moderat, 3=schwer

P3. Anzahl von fliissigen oder
weichen Stiihlen am Vortag

Anzahl von 1-25

P4. Abdominelle Resistenz

0O=keine, 1=zweifelhaft, 2=sicher, 3=sicher und schmerzhaft

P5. Komplikationen

0=Nein, 1=Ja (pro Komplikation 1 Punkt)
Arthralgie, Uveitis,, Erythema nodosum, Pyoderma gangraenosum,
Analfissur, neue Fistel, Abszess

Kalkulationsformel: Summe aller Scores der 5 Parameter

Score Bedeutung
<5 Remission
5 bis 7 Milde Aktivitat
8 bis 16 Moderate Aktivitat
>16 Schwere Aktivitat

1 C) Simple Endoscopic Score for Crohn’s Disease (SES-CD) (37, 43, 163)

89

Colon Colon Colon
Parameter lleum Rectum| Total
ascendens | transversum | descendens
Ulzerationen
O=keine
1=aphtos I o+ I 4+ =
2=groR (0,5-2 cm)
3=sehr grofl (>2cm) +
Entziindlich-betroffene
Oberflache
+ + + + =
0=0%, 1= <50%, - - - - -
2=50-75%, 3=>75% +
Ausdehnung Ulzerationen
0=0%, 1=<10%, 2=10-30% | — " | — " — —* |—= +
Stenosen
O=keine
1=eine, passierbar o+ o+ o+ o+ =
2=multiple, passierbar
3=nicht passierbar +
= SES-CD
Score Bedeutung
0-2 Remission (wenn kein Subscore 2 Punkte hat)
3 bis 6 Milde Aktivitat
7 bis 15 Moderate Aktivitat
>15 Schwere Aktivitat



1 D) Mayo-Score (39-41, 43)

Anhang

Parameter

Klinische Bewertung

1. Stuhlfrequenz pro Tag

O=normale Stuhlfrequenz
1= 1-2 mehr als normal
2= 3-4 mehr als normal
3=25als normal

2. Rektale Blutungen

O=keine

1=Blutstreifen bei weniger als 50% der Stiihle
2=meistens deutliche Blutbeimengungen
3=auch Blut ohne Stuhl

3. Endoskopischer Befund

O=normaler Befund oder inaktive Erkrankung
1=milde Colitis (Erythem, leicht spréde Schleimhaut)
2=moderate Colitis (deutliches Erythem,

Erosionen, GefaBRmuster verschwunden)
3=schwere Colitis (Ulzerationen, spontane Blutungen)

4. Globale Beurteilung des Arztes

O=normal

1=milde Erkrankung
2=moderate Erkrankung
3=schwere Erkrankung

Score Bedeutung
0 bis 2 Remission (wenn kein Subscore 2 Punkte hat)
3 bis 5 Milde Aktivitat
6 bis 10 Moderate Aktivitat
>10 Schwere Aktivitat

1 E) Nancy-Index (42, 43)

Histologische Kriterien:

1. Mukosale Ulzerationen
Grad 4 = schwer aktive Erkrankung
2.  Neutrophile Invasion
a. Grad 3 = Moderat bis schwer: leicht erkennbare neutrophile Infiltrate
in Lamina propria und Epithel
b.  Grad 2 = wenig oder schwer erkennbares neutrophiles Infiltrat
c.  Abwesenheit von Neutrophilen Infiltration
3.  Chronisch inflammatorisches Bild
(Lymphozyten, Plasmozyten, Eosinophile in der Lamina propria)
a. Grad 1 = moderat bis schwer: erhhte Anzahl von chronisch
inflammatorischen Zellen, welche leicht erkennbar sind
b.  Keine oder wenige chronisch entzlindliche Zellen
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Anhang 2: Ein- und Ausschlusskriterien fiir die Studienteilnahme

anhand des Studiendokuments des Deutschen Register Klinischer Studien: DRKS-ID der
Studie: DRKS00010101 (164)

Einschlusskriterien:

Geschlecht: Beide, mannlich und weiblich

Mindestalter: 18 Jahre

Hochstalter: kein Hochstalter

Der Patient ist einwilligungsfahig und freiwillig bereit an der Studie teilzunehmen und die
Einwilligungserklarung zu unterzeichnen.

18 Jahre oder alter

Negativer QuantiFERON-TB Gold In-Tube Test bis zu 3 Monate vor Studieneinschluss

CED Diagnose >3 Monate vor Visite 2

Aktive CED bestatigt durch CRP =5 mg/L und/oder Calprotectin 250 mg/kg

Vorherige Behandlung fir CED mit konventionellen, nicht-biologischen Medikamenten fir
mindestens 3 Monate, die bis zu 14 Tagen vor Visite 2 nicht verandert wurde (Dosisanderung).
Koloskopie mit Serien-Biopsie ohne Anzeichen eines Malighoms wahren des Screenings

Ausschlusskriterien:

Fulminanter Krankheitsverlauf mit absehbarer Hospitalisierung Unterbrechung der Einnahme
von AZA, 6-MP oder MTX innerhalb von 28 Tagen vor Visite 2

Bedarf parenteraler Therapie (Ausnahme: Eisen Infusionen)

Behandlung mit mehr als zwei verschiedenen Biologika oder einem Biologikum mit Ausnahme
von anti-TNF Molekiilen oder Vedolizumab

Behandlung mit einem Biologikum innerhalb von 30 Tagen oder 5 Halbwertzeiten vor Visite 2
(abhangig davon, welcher Zeitraum langer ist)

Behandlung mit Cyclosporin, Tacrolimus, oder Mycophenolat mofetil innerhalb von 30 Tagen
vor Visite 2

Behandlung mit i.v. Kortikosteroiden innerhalb von 14 Tagen vor Screening oder wahrend der
Screening Periode

Mebhr als 20 mg (Prednisolon Aquivalent) oraler Kortikosteroide innerhalb der letzten 28 Tage
oder Dosisschwankungen innerhalb von 14 Tagen vor Visite 2

Infektionen (einschlieBlich Divertikulitis), die miti.v. Antibiotika, i.v. antiviralen Medikamenten
oder i.v. Antimykotika innerhalb von 60 Tagen vor Visite 2 oder mit oralen Antibiotika, oralen
antiviralen Medikamenten oder oralen Antimykotika innerhalb von 14 Tagen vor Visite 2
behandelt wurden

Die Erkrankung beschrankt sich auf das Rektum und erstreckt sich < 15 cm weiter als der
Analring

Subtotale Kolektomie mit lleorektostomie oder Kolektomie mit ileoanaler Pouch, Koch Pouch
oder lleostomie bei CU in der medizinischen Vorgeschichte oder geplanter Darmchirurgie
Moderate bis schwerwiegende Anamie (HB <9g/dL)

Klinisch signifikanter Drogen- oder Alkoholmissbrauch innerhalb des letzten Jahres, bewertet
durch den Priifer

Behandlung mit einem weiteren Prifpréparat (IMP) innerhalb von 30 Tagen oder 5
Halbwertzeiten vor Visite 2 (abhangig davon, welcher Zeitraum langer ist)

Frauen in gebahrfahigem Alter mit positiven Schwangerschaftstest

Stillende oder laktierende Frauen

Bekannte Empfindlichkeit auf einen oder mehrere Komponenten, die in FE 999301 enthalten
sind
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Anhang 3: Verwendete Antikoérper fiir die Immunhistochemie

Anhang

Prima klonal Artikel- Inkubations-
rimare rTl(')'no onale Wirt Verdiinnung | Hersteller rike Vorbehandlung niu a' lons
Antikérper nummer zeit

10 mM pH 6
Th RM-9107-S,| . . .
CD3 (monoklonal) Kaninchen 1zu 150 .errr_1c'> Citratpuffer, 10-20 (30 min bei RT
Scientific S1, SO .
min
CD68 Novacastra Leica Novacastra Epitope
. Maus 1zu 100 . NCL-L-CD68| Retrieval Solution |25 min bei RT
Liquid (monoklonal) Biosystems .
pH9, 10-20 min
10 mM pH6
1:100 bis Thermo RM-9106-
Ki-67 kl | Kaninch i ffer, 10-2 i i RT
i-67 (monoklonal) aninchen 1:200 Scientific 5, 51,50 Citratpu ‘er, 0-20 |30 min bei
min
1:300 bis Dako 10 mM pH6
MPO (polyklonal Kaninch A 0398 30 min bei RT
(polyklonal) aninchen 1:600 Cytomation Citratpuffer, 20 min min bel
1:200 mit
phosphoSTAT3; SignalStain® Cell 30 min bei
(Tyr705) (D3A7) XP® | Kaninchen Antibody Signaling #9145 EDTA RT
Rabbit mAb Diluent Technology
#8112
Sekundare Antikérper
. . lokalisiert nicht notlg,
Post-Primar-lgG-Linker o enthalten im
primare BOND-
Reagenz BOND-
Maus-AK . Polymer
Polymer Leica Refine Red nicht noti
lokalisiert | Refine Red | Biosystems . g
primare Detection Detection
Poly-HRP-lgG-Reagenz . DS9390
¥ & & Kaninchen- [ (Bestelllnr.
AK DS9390)
Anhang 4: Ergebnisse
4 A) pSTAT3/STAT3 - Assay
Oh 4h 4w 14w
nativ pSTAT3/STAT3 |Remission 0,407 0,5124 0,458 0,41
Nicht-Remission 0,41 0,372 0,464 0,527
hiL-6 pSTAT3/STAT3 |Remission 3,253 0,455 2,532 1,368
Nicht-Remission 2,378 0,363 1,37 1,269
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4 B) Klinische, biochemische, endoskopische, histologische Ergebnisse

Anhang

Normwert Oh 2w % 0h-2w 4w % O0h-4w 6w 8w 10w 12w 14w % Oh-14w
Rem 330 81 -75,45 108 66 69 57 20 21 -93,63
CDAI <150 NRem 286,5 253,5 -11,51 299,5 274 325 297 299,5 303 5,76
2 Rem 1 1 1 1 1 1 1 1
2 NRem 6 6 6 5 5 5 4 3
Rem 9 1 -88,89 0 0 0 1 3 0 -100
HBI <5 NRem 10 5,5 -45 7,5 8 8 9 6 6,5 -35
2 Rem 1 1 1 1 1 1 1 1
2 NRem 6 6 6 6 5 4 2 2
Rem 7,5 7 -6,67 3 3 1 -86,67
NRem 11 9 -18,18 6 4,5 4 -63,63
Mayo <2
2 Rem 2 2 0 2 0 2 0 2
2 NRem 7 7 0 6 0 4 0 3
Rem 16,3 2,02 -87,61 1,09 1,71 2,5 1,63 2,12 1,72 -89,45
NRem 29,6 10,8 -63,51 15,2 15,85 13 14 11,4 19,9 -163,51
CRP <5 mg/l
2 Rem 3 3 3 3 3 3 3 3
2 Nrem 13 13 12 11 10 9 7 7
Rem 903 91 -89,92 15 21 299,5 184,85 60,1 15 -98,34
Calprotectin | <50 mg/g NRem 3000 1225 -59,17 2054 2286 1359,5 2122 2070 725 -75,83
2 Rem 3 3 3 3 2 2 2 3
2 NRem 12 11 11 9 8 7 7 6
Rem 10,43 7,41 -28,95 6,64 8,6 7 6,83 7,24 6,73 -35,47
Rem 9,62 9,6 -0,02 8,96 9,76 9,05 9,12 795 6,55 -31,91
Leukozyten | 4 -10 /nl
2 Rem 3 3 3 3 3 3 3 3
2 NRem 13 13 12 11 10 9 7 7
ca. 1 pg/ml Rem 20,1 4,15 -79,35 1,8 -91,04
) bis 1000 NRem 14,8 14,85 15,5 4,72 15 1,35
IL-6 bei . Rem 3 1 2 0 0 0 0 3
eisepsis |s Npem | 13 4 11 0 0 0 o 7
Rem 24 0 -100
SES-CD <2 NRem 19 15 -78,95
- 2 Rem 0 0 0 0 0 0 1
2 NRem 0 0 0 0 0 0 4
Rem 2,5 2 -20 1 1 1 -60
NRem 4 4 0 3,5 3,5 4 0
Nancy O  [FRem 2 2 0 2 0 2 0 2
2 NRem 7 7 0 6 0 4 0 3
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4 C) Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test klinische, biochemische, histologische
Parameter

Parameter w p
Pharmkokinetik -2 0,9375
PSTAT3/STAT3 nativ 2 0,875
PSTAT3/STAT3 stimuliert 10 0,125
CDAI -34 0,0156
HBI -36 0,0078
Mayo-Score -15 0,0625
CRP -36 0,0078
Calprotectin -36 0,0078
Leukozyten -30 0,0391
IL-6 -4 0,5
Nancy-Index -15 0,0625

4 D) Medianwerte aus der immunhistochemischen Auszahlung

Screen V1 Oh 4h 24h 3d 2w 6w 10w 14w

E. Rem 0,485 0,615 0,755 0,715 0,84 0,88 0,74 0,19 0,02 0,07
'(é_ NRem 073 0855 0,75 083 0,71 087 08 0,77 0,645 0,245
& |Rem 028 035 0465 0,22 0333 0,23 0,29 0,31 0,18 0,245
E_ NRem 046 0485 046 0,295 045 042 0,44 0,425 0,305 0,345
'uEJ. Rem 0,352 0,205 0,438 0,28 0,16 041 0,29 0,2 0,24 0,19
& |NRem 025 024 0305 037 033 0,335 0,315 0,26 0,205 0,265
& |Rem 014 01 012 006 01 0,11 0,04 001 0,02 0,01
£ |NRem 0,08 0,093 0,06 0,1 0,06 0,1 0,07 0,085 0,08 0,06
o Rem 64,25 285 61,5 51,5 50 54 52 30 37 34
O INRem 53 50 33 37,5 115 39,5 49 44,5 33 41,5
% |Rem 63 50,5 50 133 44 122 62 128 86 113
8 NRem 137 120,5 79,5 40 34 87,75 106 118 138,5 114,5
O |Rem 28,25 50 68,5 385 36 28 20 32,75 15 15
2 |NRem 25 325 345 40 40 45 48 38 41,5 325
5 2(Rem) 2 2 2 2 3 1 3 2o0der3 3 3
J(NRem) 11 10 6 8 11 6 6 12 6 6
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4 E) Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests der Inmunhistochemie (Baseline I-Ill)

(1): V2.1 als alleinige Baseline;
2 2 Rem, 6 NRem
w p
pSTAT3 Epi -16 0,3125
pSTAT3 LP -36 0,0078
Ki-67 Epi -8 0,6406
Ki-67 LP -4 0,8438
CD3 12 0,4609
CD68 -26 0,0781
MPO -20 0,1953
(11): mit V2.1 & V1 als Baseline; (1m): mit V2.1 & V1 & Screening als Baseline
2 2 Rem, 10 NRem 2 2 Rem, 12 NRem
w p w p
pSTAT3 Epi -20 0,1953 pSTAT3 Epi -20 0,1953
pSTAT3 LP -36 0,0078 pSTAT3 LP -36 0,0078
Ki-67 Epi -8 0,6406 Ki-67 Epi -10 0,5469
Ki-67 LP -8 0,6406 Ki-67 LP -8 0,6406
CD3 12 0,4609 CD3 12 0,4609
CD68 -26 0,0781 CD68 -26 0,0781
MPO -22 0,1484 MPO -20 0,1953
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Anhang 5: Immunhistochemische Bilder

pSTAT3 Baseline pSTAT3 +14 w
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Ki-67 +14 w

Ki-67 Baseline

Remission

Nicht-Remission
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