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1. Einleitung

Die altersabhangige Makuladegeneration (AMD) ist mit einer weltweiten Pravalenz von
8,69 % die haufigste Erblindungsursache in den Industrienationen (1). Die Pravalenz
von AMD nimmt mit dem Alter bei allen Ethnien und in allen geografischen Regionen zu,
und die weltweite Belastung durch die AMD wird sich voraussichtlich im Zuge des
demographischen Wandels in den nachsten zwei Jahrzehnten erhéhen. Im Jahr 2040
wird die weltweite Zahl von Menschen mit AMD voraussichtlich 288 Millionen erreichen
(1).

Die AMD ist eine fortschreitende, chronische, multifaktorielle Erkrankung der Netzhaut,
die zu einer Minderung der Sehfahigkeit bis hin zur Erblindung vor allem bei Menschen
uber 60 Jahren fihrt (2, 3). Die AMD schreitet von friihen zu intermediaren Stadien voran
und kann anschlieBend in zwei fortgeschrittene Hauptformen unterteilt werden: die
trockene Form, gekennzeichnet durch geographische Atrophie, und die feuchte Form,
auch exsudative oder neovaskulare AMD (nAMD) genannt, gekennzeichnet durch
choroidale Neovaskularisation (CNV) (4). Obwohl bei nur 20 % der Patienten mit AMD
eine nAMD diagnostiziert wird, verursacht sie in 90 % der Falle einen Sehverlust und ist
derzeit nicht heilbar (5, 6).

Das Hauptziel bei der Behandlung der nAMD ist die Stabilisierung der Sehscharfe, damit
der Patient seine Unabhangigkeit im Alltag moglichst lange behalten kann. Der
Behandlungsansatz basiert auf der Hemmung des vaskularen endothelialen
Wachstumsfaktors (VEGF), der wesentlich zur Entwicklung der CNV beitragt (5). Die
CNV ist eine pathologische Form der Angiogenese, die zu einem Austritt von Flussigkeit
fuhrt, die sich intraretinal, subretinal oder unterhalb des retinalen Pigmentepithels (RPE)
ansammelt (2). Das Behandlungsziel liegt in der Inaktivierung der neovaskularen
Membran. Die pathologische Angiogenese wird durch die intravitreale Anti-VEGF-
Therapie supprimiert. Die Entstehung intra- und subretinaler Flussigkeit kann dadurch
verringert werden (6).

Im Jahr 2006 wurde das erste Anti-VEGF-Medikament zur Therapie der nAMD
zugelassen. Dieser Therapieansatz hat die Behandlung der nAMD revolutioniert und es
wurden groRe Therapieerfolge erzielt (3). Heutzutage hat sich die intravitreale Anti-
VEGF-Therapie als Behandlungsstandart der nAMD etabliert und es gibt mehrere auf
dem Markt zugelassene Wirkstoffe, die fur die nAMD-Behandlung zur Auswahl stehen
(7). Die verschiedenen Anti-VEGF-Wirkstoffe unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
pharmakodynamischen und pharmakokinetischen (PD/PK) Eigenschaften. Von der
Kenntnis dieser Eigenschaften wird sich erhofft, die Wirkdauer dieser Medikamente
genauer voraussagen zu koénnen, damit im klinischen Alltag individualisierte

Behandlungskonzepte zur optimierten Patientenversorgung etabliert werden kdnnen (8).
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Aflibercept ist seit 2012 in Deutschland zur Behandlung von nAMD zugelassen. In dieser
Arbeit werden die intraokularen VEGF-Suppressionszeiten in der Vorderkammer unter
laufender Aflibercept-Therapie gemessen, um die intraokulare Pharmakokinetik von
Aflibercept besser zu verstehen. Die Kenntnis der pharmakologischen Aktivitat im
menschlichen Auge koénnte dabei helfen, die durch PD/PK-Modelle empfohlenen
Behandlungsintervalle zu Uberprifen und individualisierte Behandlungskonzepte

festzulegen.



1.1 Altersabhangige Makuladegeneration

1.1.1 Klassifikation

Bei der AMD zeigt sich klinisch ein auRerst variables Krankheitsbild, weshalb weltweit
mehrere Klassifikationssysteme vorliegen (9-12). Das Klassifikationssystem der Age-
related Eye Disease Study (AREDS) ist international anerkannt und wurde in den letzten
Jahren am haufigsten benutzt (11, 13). Im Jahr 2013 wurde auf Basis der AREDS-Daten
durch ein internationales Komitee bestehend aus 31 Experten (Beckman Initiative for
Macular Research Classification Committee) ein leicht modifiziertes klinisches
Klassifikationsschema der AMD entwickelt. In Tabelle 1 findet sich eine Ubersicht Gber
dieses Klassifikationssystem der AMD (14, 15).

Tabelle 1: Klinisches Klassifikationssystem der AMD nach dem AMD-Klassifikationskomitee der

Beckman-Initiative fir Makula-Forschung

Klassifikation der AMD Definition
(bewertet innerhalb von 2 Papillendurchmessern um die Fovea

in einem von beiden Augen)

*

Keine Altersveranderungen Keine Drusen und keine AMD-Pigmentveranderungen

Normale Altersveranderungen Nur Drupelets (kleine Drusen < 63 um) und keine AMD-
Pigmentveranderungen®
Frihe AMD Mittlere Drusen > 63 pm und < 125 pm und keine AMD-

Pigmentveranderungen®

Intermediare AMD Grofde Drusen > 125 ym und/oder jegliche AMD-

Pigmentveranderungen®

Spate AMD Neovaskuldare AMD und/oder jegliche geographische Atrophie

*AMD-Pigmentveranderungen = jede definitive Hyper- oder Hypopigmentierung assoziiert mit

mittleren oder grof’en Drusen, aber nicht assoziiert mit anderen bekannten Netzhauterkrankungen

Die Unterteilung im klinischen Sprachgebrauch in ,trockene’ und ,feuchte* AMD ist leicht
irrefihrend. So sind sowohl Drusen des Frih- und Intermediarstadiums als auch die
geographische Atrophie des Spatstadiums nichtexsudative, also ,trockene’
Manifestationsformen. Als ,[feuchte’ AMD wird die neovaskuldare AMD (nAMD)
bezeichnet (16).

1.1.2 Pathogenese

Far die Entstehung einer AMD sind folgende Gewebeschichten des Auges
entscheidend: das retinale Pigmentepithel (RPE), die Bruch-Membran und die
Choriokapillaris (17). Bei der Choriokapillaris handelt es sich um eine feine
Kapillarschicht der Aderhaut, die unmittelbar an die Bruch-Membran angrenzt. Die Zellen

des RPE bilden eine einlagige Zellschicht zwischen der Bruch-Membran und den
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Photorezeptoren. Zu den Funktionen des RPEs gehdoren der Abbau von
PhotorezeptorauRensegmenten, die Transport- und Barrierefunktion zwischen Aderhaut
und Photorezeptoren sowie die Sekretion von Wachstumsfaktoren und Zytokinen (16).
Im Alter kommt es zu einer Uberlastung der metabolisch hochaktiven RPE-Zellen. Sie
akkumulieren lebenslang Lipofuszin, das aus den Stoffwechselabbauprodukten der
Netzhautzellen entsteht. Diese Lipofuszinablagerungen fihren im Verlauf unter
bestehendem oxidativen Stress zu einer weiteren Schadigung des RPEs (18). Ebenfalls
kommt es zu einer zunehmenden Verdickung der Bruch-Membran, die durch
lebenslange Einlagerung von Molekiil- und Zellresten entsteht. Der Diffusionswiderstand
nimmt dadurch kontinuierlich zu und resultiert in einem verminderten
Stoffwechselaustausch zwischen RPE und Aderhaut. Dieser Prozess kann
wahrscheinlich auch den Transport von Wachstumsfaktoren beeinflussen, die im RPE
gebildet wurden. Die extrazellularen Ablagerungen der Abbauprodukte unter dem RPE
werden Drusen genannt. Kleine Drusen gehéren zu den normalen Veranderungen im
Alter. Bei einer AMD treten sie allerdings friher auf und sind in ihrer Gréf3e und Anzahl
deutlicher ausgepragt. Die Progression von AMD Kkorreliert stark mit der
Erscheinungsform von Drusen (16, 17).

Frih- und Intermediarstadien der AMD sind durch mittelgrof3e und grof’e Drusen
gekennzeichnet. (17). Diese Stadien betreffen etwa 80-90 % der AMD-Patienten und
gehen mit einer relativ guten Sehscharfe einher (16). Im Spatstadium kdénnen sich zwei
Formen einer AMD entwickeln — die neovaskulare AMD und die geographische Atrophie.
Diese kénnen sowohl einzeln als auch kombiniert auftreten. In einer Studie mit einer
medianen Follow-up-Periode von 6,3 Jahren entwickelten etwa 10 % der Patienten mit
einer frihen oder intermedidren AMD eine neovaskulare AMD im Verlauf (19).

Die geographische Atrophie macht ungefédhr ein Drittel aller AMD-Falle im
Spatstadium aus. Dabei gehen sowohl der RPE als auch die zusammenhangenden
Bereiche der Photorezeptoren und der Choriokapillaris zugrunde. Die Fovea kann von
der Atrophie lange ausgespart bleiben. Die geographische Atrophie dehnt sich mit der
Zeit langsam aus. Fur diese Spatform ist derzeit noch keine wirksame Therapie
verfugbar (20).

Die neovaskulare AMD ist die haufigste Spatform und auch die haufigste Ursache fur
einen Verlust der zentralen Sehscharfe. Sie macht 10-20 % der AMD-Falle aus,
schreitet jedoch rascher fort und fihrt in 80-90 % der Falle zu einem schweren
Sehverlust (16). Die nAMD ist durch choroidale Neovaskularisation (CNV)
charakterisiert. Dabei kommt es zum Wachstum neuer, pathologischer Gefalle aus der
Aderhaut durch die geschadigte Bruch-Membran unter dem RPE. Ein unreifer Aufbau

dieser Gefale neigt zu Leckagen und Blutungen, daher kommt es im Verlauf zu
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Abhebungen des RPEs, Rissen des RPEs, subretinalen Blutungen und Fibrosierungen
(14, 17). Die nAMD ist somit die aggressivere Form der AMD, die Blindheit verursachen
kann. Bei einer konsequenten Behandlung kann das Fortschreiten der nAMD allerdings

verlangsamt und die Sehscharfe stabilisiert werden (21).

1.1.3 Ursachen und Risikofaktoren

Im Laufe des Lebens treten in Rahmen naturlicher Alterungsprozesse Veranderung auch
am Augenhintergrund auf. Dabei spielen genetische Faktoren ebenso eine Rolle wie
Umwelteinflisse. Zu den wichtigsten Pradispositionsgenen, deren Polymorphismen bei
uber 60 % der schweren AMD-Erkrankungsfalle beteiligt sind, zahlen der
Komplementfaktor H und ARMS2 (Age-Related Maculopathy Susceptibility 2). Das
ARMS2-Genprodukt ist ein mitochondriales Protein, das fur den Umgang mit oxidativem
Stress in der Netzhaut eine Rolle spielt (22). Hinsichtlich der Umwelteinflisse stellt das
Rauchen den am besten beeinflussbaren Risikofaktor dar. Andere Risikofaktoren sind
Body-Mass-Index, Kataraktchirurgie und systemische Hypertonie. Antioxidantien, Zink

und Omega-3-Fettsauren sind bedeutende Schutzfaktoren (16).

1.1.4 Diagnostik

Die nAMD ist eine haufige Diagnose in deutschen ophthalmologischen Kliniken. Die
Friherkennung von nAMD wirde einen friheren Start der Therapie ermdglichen, sodass
bessere therapeutische Ergebnisse erzielt werden kénnten (23).

Die Bestimmung der Sehkraft erfolgt mit Hilfe genormter Sehprobentafeln mit immer
kleiner werdenden Buchstaben. Die Verschlechterung der Sehkraft wird beim Verlust
von Zeilen oder Buchstaben quantitativ bestimmt. Die Sehscharfe mit optimaler Brillen-
oder Kontaktlinsenkorrektur, die den héchsten Visuswert ergibt, wird als die ,Sehschéarfe
mit bestmdglicher Korrektur’ (Best Corrected Visual Acuity, BCVA) bezeichnet. In
klinischen Studien wird zur Bestimmung der Sehkraft die Methode nach dem Protokoll
der Early Treatment Diabetic Retinopathy Study (ETDRS) als Goldstandard verwendet.
Die Sehkraft wird hier mit Hilfe von ETDRS-Tafeln ermittelt, wobei es fir jedes Auge eine
eigene ETDRS-Tafel gibt. Die weile hintergrundbeleuchtete ETDRS-Tafel enthalt pro
Reihe funf schwarze Buchstaben, die von oben nach unten kleiner werden. Das
Ergebnis der ETDRS-Visusbestimmung wird auch ETDRS-Score genannt und spiegelt
die Anzahl der gelesenen Buchstaben wider. Der ETDRS-Score wird nach einem an die
bestimmte Studie angepassten Auswertungsprotokoll ermittelt (24).

Nach der Bestimmung der Sehkraft wird eine Ophthalmoskopie durchgefiihrt, um die
anatomischen Veranderungen am Augenhintergrund einschlief3lich Makula erkennen zu

konnen.
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Far die Diagnose und =zur Differenzierung einer nAMD ist eine retinale
Fluoreszenzangiographie unerlasslich und sollte fiir die erstmalige Indikationsstellung
einer Anti-VEGF-Therapie durchgefihrt werden. In den Fundusphotographien wird das
Gefaldsystem der Netzhaut dargestellt. Dadurch wird es moglich, Muster,
Begrenzungen, Zusammensetzung und Lokalisierung der CNV relativ zum Zentrum der
Fovea zu ermitteln. Auch der Erfolg der Therapie kann durch die Abnahme der Leckage
in der Fluoreszenzangiographie verfolgt werden (25).

Die SD-OCT (Spectral-Domain Optical Coherence Tomography) ermdglicht eine
zweidimensionale Querschnittdarstellung der Netzhaut. Die hohe Auflésung erlaubt eine
Differenzierung einzelner Netzhautschichten. Dadurch kénnen intraretinale, subretinale
oder subpigmenteptheliale Flissigkeit und andere morphologische Verdnderungen
identifiziert werden. Die SD-OCT ist ein zuverlassiges Instrument zur Beurteilung der
CNV-Aktivitat, das sich auch zur Uberwachung des Ansprechens auf die Anti-VEGF-
Therapie als nutzlich erwiesen hat, und wird zur Bestimmung der Notwendigkeit einer
erneuten Behandlung eingesetzt (3).

Das Amsler Gitter kommt als Selbsttest fur Patienten zum Einsatz, um schnell zentrale
Gesichtsfeldausfalle zu ermitteln. Hochrisikopatienten fir AMD profitieren von diesem
Selbsttest, da die Methode eine frilhere CNV-Erkennung erlaubt als die subjektive

Symptomerkennung des Visusverlustes (26).
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1.2 Choroidale Neovaskularisation

1.21 Pathogenese

Der genaue Mechanismus der CNV-Entstehung ist bis heute nicht vollstandig geklart
und demnach noch Gegenstand intensiver Forschung. Fur die normale Zellfunktion der
auleren Netzhaut sind physiologische Konzentrationen von Wachstumsfaktoren,
Zytokinen und metabolischen Substraten erforderlich (27). Das RPE und die Gliazellen
spielen fur die Gesundheit der Netzhaut eine entscheidende Rolle, da sie den gréften
Anteil an den Wachstumsfaktoren sezernieren (28, 29). Einer der wesentlichen
Mechanismen bei der CNV-Entstehung ist das Zusammenspiel der pro- und anti-
angiogenen Faktoren. Es kommt zu einem Ungleichgewicht mit einer vermehrten
Freisetzung pro-angiogener Faktoren, die das Wachstum neuer brichiger Blutgefalien
unterhalb der Netzhaut stimulieren. Hier ist insbesondere der vaskulare endotheliale
Wachstumsfaktor (Vascular Endothelial Growth Factor oder VEGF) hervorzuheben.
Neben VEGF ist auch der Plazenta-Wachstumsfaktor (Placental Growth Factor oder
PIGF) an der Entwicklung von CNV beteiligt (30). Die vorgeschadigte Bruch-Membran
ermdglicht das Einwachsen der Kapillaren aus der Choriokapillaris unter das RPE. Diese
Kapillare differenzieren weiter zu Arteriolen und Venolen und breiten sich zuerst
subpigmentepithelial aus. Da die neuen Gefale von fiborosem Gewebe umgeben sind,
kommt es schlieBlich zur Ausbildung einer fibrovaskuldren Membran. Das RPE
reagiert mit einer Proliferation darauf und umgibt die neugebildeten Gefalze (31).
Dekompensiert jedoch das RPE, kénnen die Gefalle dieses durchwachsen und sich
subretinal ausbreiten (32). Diese pathologischen Gefalke koénnen die Blut-Retina-
Schranke nicht aufrechterhalten, da sie kein intaktes Endothel besitzen. Durch die
brichige Gefallwand kommt es zu einem Austritt von Flussigkeit, Blut und Lipiden (33).
Im betroffenen Bereich entstehen eine Fibrosierung und eine disziforme Narbe (Junius-
Kuhnt-Makulopathie). Abhangig vom Ausmal} der Narbe degenerieren ebenfalls die
angrenzenden RPE-Zellen und die Photorezeptoren. Eine solche Narbe kann relativ
klein, begrenzt und fibrotisch-trocken sein, sie kann aber auch durch fortlaufende

Exsudation zu einer zentralen serésen Netzhautablésung fuhren (34).

1.2.2 Einteilung

Die CNV wurde friiher nach dem Darstellungsmuster in der Fluoreszenzangiographie
charakterisiert und es wurde die ,klassische‘ von der ,okkulten’ CNV unterschieden.
Nach diesen Leckagemustern konnte in der Vergangenheit die laserbasierte Therapie
gesteuert werden (35).

Die aktuelle Einteilung in Typ-1 und Typ-2-CNV basiert auf einer von Gass einwickelten

histologischen Klassifikation der anatomischen Lage von CNV unterhalb oder oberhalb
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des PREs (36). Freund et al. zeigten, dass diese CNV-Formen mit Hilfe der
Fluoreszenzangiographie, kombiniert mit SD-OCT, differenziert werden kénnen, und
erweiterte die Klassifikation um eine dritte Einheit, die Typ-3-Neovaskularisation (NV)
(37).

Typ-1-CNV befindet sich unterhalb des RPEs, wobei sich in der Fluoreszenz-
Angiographie eine okkulte Leckage zeigt. Die polypoidale choroidale Vaskulopathie ist
ein Subtyp der Typ-1-CNV, der durch das Vorhandensein von polypenahnlichen
aneurysmatischen Erweiterungen des verzweigten GefalRnetzwerks gekennzeichnet ist.
Typ-2-CNV, der angiografisch ,klassische’' Typ, verlauft durch das RPE und befindet
sich oberhalb des RPEs im subretinalen Raum.

Typ-3-NV wird als retinale angiomatose Proliferation definiert, was einer
Neovaskularisation entspricht, die sich innerhalb der neurosensorischen Netzhaut
entwickelt und posterior in den subretinalen Raum fortschreitet (37).

AuRerdem kann die Lage der CNV in Bezug auf das Zentrum der fovealen avaskularen
Zone klassifiziert werden. Die subfoveale CNV liegt unter dem fovealen Zentrum, die
juxtafoveale CNV befindet sich weniger und die extrafoveale CNV mehr als 200 ym

vom fovealen Zentrum entfernt (16).
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1.3 Vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor

Derzeit gilt VEGF als wichtigster pro-angiogener Faktor flur die Bildung neuer Gefal3e bei
CNV (38). Die Rolle weiterer Faktoren wird derzeit noch untersucht. Es gibt sowohl pro-
angiogene Faktoren wie PIGF, Platelet Derived Growth Factor, Transforming Growth
Factor Beta 1, Fibroblast Growth Factor und Angiogenin, als auch anti-angiogene
Faktoren, wie Endostatin, Thrombospondin und der Pigment Epithelium Derived Factor
(39). In Experimenten an transgenen Mausen konnte nachgewiesen werden, dass VEGF
zwar das Wachstum der Gefalle initiiert, der Gefal3durchbruch durch die Bruch-
Membran aber von anderen Strukturen beeinflusst wird (40). Hier sind sowohl vaskulare
Strukturen, wie Endothelzellen und Perizyten, als auch RPE-Zellen, Makrophagen,
Lymphozyten und Fibroblasten beteiligt (41).

Die VEGF-Genfamilie besteht aus sechs Mitgliedern, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, viralem VEGF-E und PIGF. VEGF-A ist der am besten untersuchte
Wachstumsfaktor dieser Familie. Er I1asst sich in verschiedene Isoformen unterteilen, die
je nach Anzahl der enthaltenen Aminosauren bezeichnet werden. Die vier wichtigsten
Varianten sind VEGF-121, VEGF-165, VEGF-189 und VEGF-206. Die physiologisch
aktivste Isoform VEGF-165 wird auch am haufigsten sezerniert (42). VEGF-A wird im

Folgenden, wenn nicht anders angegeben, als VEGF bezeichnet.

1.3.1 VEGF-Rezeptoren

Die Wirkung von VEGF wird durch spezifische Rezeptoren vermittelt. Es sind derzeit drei
verschiedene VEGF-Rezeptoren bekannt. VEGFR1, VEGFR2 und VEGFR3. Die
Aktivierung verschiedener VEGF-Rezeptoren hat unterschiedliche zellulare Wirkungen.
VEGF-C und VEGF-D férdern die Lymphangiogenese durch Bindung an VEGFR3. Die
Bindung von VEGF an VEGFR2 ist in erster Linie fir die Stimulierung der Proliferation
und Migration von Endothelzellen im Zusammenhang mit der Angiogenese
verantwortlich (43, 44). Der dritte VEGF-Rezeptor, VEGFR1, wurde als Kéderrezeptor
charakterisiert, der die VEGF-Signalgebung negativ regulieren kann, indem er
verhindert, dass VEGF an VEGFR2 bindet (45). AuRerdem erhoht VEGF die
GefalBpermeabilitat stark. VEGF ist etwa 50000-mal starker in seiner
permeabilitadtsinduzierenden Wirkung als Histamin, das die Permeabilitat der Gefale
wahrend Entzindungsreaktionen erhoht. Es werden fragile und hochdurchlassige
BlutgefalRe gebildet, denen eine Schlisselrolle in der Pathogenese der nAMD zukommt
(46).
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1.4 Therapie der neovaskularen AMD

Bezuglich der Therapie der nAMD ergaben sich in den vergangenen zwei Jahrzehnten
bedeutende Entwicklungen. Die ersten Versuche, nAMD zu behandeln, wurden mit der
Laserphotokoagulation unternommen. Diese Behandlungsform wurde Anfang der
2000er Jahre durch die photodynamische Therapie ersetzt. Die Behandlung mit der
photodynamischen Therapie zeigte eine stabile Sehprognose, fuhrte aber mittel- und
langfristig zu Rezidiven und damit zu einer Verschlechterung des morphologischen und
klinischen Befundes. Die photodynamische Therapie wurde auch in Kombination mit
intravitrealem Triamcinolon angewendet. Durch diese Behandlung konnte zwar eine
Stabilisierung der Krankheitsaktivitat erreicht werden, die Sehprognose war allerdings
schlechter als bei einer Behandlung mit intravitrealen Anti-VEGF-Medikamenten (47,
48).

1.4.1 Anti-VEGF-Medikamente

Heutzutage werden zur Behandlung der nAMD vorwiegend Anti-VEGF-Medikamente
eingesetzt. Dabei geht es um die Hemmung von VEGF, der fur das Fortschreiten der
NAMD verantwortlich ist. Die Anti-VEGF-Therapie wird mittels intravitrealer
Medikamenteneingabe (IVOM) durchgefihrt. Bei einer regelmaligen Behandlung mit
Anti-VEGF-Medikamenten kann in vielen Fallen die Sehscharfe erhalten oder sogar
gesteigert werden (48).

Pegaptanib (Macugen®) war im Jahr 2004 in den USA und 2006 in Europa das erste
zugelassene Anti-VEGF-Medikament, dessen Wirksamkeit zur Behandlung von nAMD
in klinischen Studien belegt werden konnte und das die Behandlung von nAMD
revolutionierte (49). Hierbei handelt es sich um ein Ribonukleinsdure-Aptamer, das
spezifisch und hochaffin an VEGF-165 bindet und so die pro-angiogenetische Wirkung
verhindert (50). Die Verwendung von Pegaptanib wurde jedoch schnell durch die neuen
Anti-VEGF-Substanzen ersetzt, die ein breiteres Spektrum von VEGF-Isoformen
antagonisieren kénnen.

In Deutschland sind derzeit folgende Anti-VEGF-Substanzen zugelassen: Ranibizumab,
Aflibercept und Brolucizumab. Bevacizumab wird bei der nAMD-Behandlung off-label
verwendet. Diese Medikamente sind nach den aktuellen Studienergebnissen mit einem
Beobachtungszeitraum von zwei Jahren in ihrer Effektivitdt, die Sehscharfe zu
verbessern und die Netzhautdicke zu reduzieren, als ahnlich wirksam zu betrachten (25).
Ranibizumab (Lucentis®) ist seit 2006 in den USA und seit 2007 in Europa zur
Behandlung der nAMD zugelassen. Seine Wirksamkeit und Sicherheit wurden in den
multizentrischen, randomisierten, kontrollierten Phase-IlI-Studien MARINA (The
Minimally Classic/Occult Trial of the Anti-VEGF Antibody Ranibizumab in the Treatment
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of Neovascular AMD) (51) und ANCHOR (Anti-VEGF Antibody for the Treatment of
Predominantly Classic Choroidal Neovascularization in AMD) (52) bewiesen.
Ranibizumab ist ein rekombinantes, humanisiertes, monoklonales Antikérperfragment
(Fab), das mit hoher Affinitat an verschiedene VEGF-A-Isoformen bindet, wie etwa
VEGF-165, VEGF-121, VEGF-101. Dadurch erfolgt keine Bindung von VEGF an seine
Rezeptoren und das Signal zur Neovaskularisation findet nicht mehr statt. Mit einer
Dosierung von 0,5 mg alle vier Wochen konnte mit Ranibizumab bei 95-96 % der
Studienteilnehmer ein Sehverlust von mehr als drei Linien verhindert werden, zusatzlich
war ein Sehgewinn von 7,2 und 11,3 ETDRS-Buchstaben nach einem Jahr erkennbar
(51). In den randomisierten Studien fir Ranibizumab waren Endophthalmitis (0,6 bis 1,3
%) und eine schwere Uveitis (1,3 %) die haufigsten Nebenwirkungen. Ein erhdhter
intraokularer Druck I6ste sich innerhalb einer Stunde nach der Injektion auf (53, 54).
Aflibercept (Eylea®), anfangs auch ,VEGF-Trap-Eye‘ genannt, wurde im Jahr 2011 in
den USA und 2012 in der Europaischen Union zur nAMD-Behandlung zugelassen. Die
Zulassung erfolgte nach zwei parallel durchgefiihrten randomisierten klinischen Studien
der Phase Il (VIEW 1 und VIEW 2). In diesen Studien wurde Aflibercept alle acht
Wochen intravitreal injiziert und war in seiner Wirksamkeit und Sicherheit mit dem
monatlich injizierten Ranibizumab vergleichbar (55). Heute gibt es weitere
Uberzeugende Belege, dass Aflibercept zur Behandlung von nAMD der Ranibizumab-
Therapie nicht unterlegen ist (56, 57). Die Daten aus den klinischen Studien fir
Aflibercept haben Nebenwirkungen wie Augenschmerzen, Bindehautblutungen,
Mouches volantes, Kataraktbildung und einen erhdhten intraokularen Druck
demonstriert (55).

Bevacizumab (Avastin®) wird seit vielen Jahren zur Off-Label-Behandlung der nAMD
verwendet. Die initiale Zulassung im Jahr 2005 bestand nur fur die intravendse
Behandlung des Kolonkarzinoms und bis jetzt erfolgte noch keine Zulassung fur eine
intravitreale Gabe. Es handelt sich um einen humanisierten rekombinanten
monoklonalen Antikérper. In der randomisierten CATT-Studie (Comparison of Age-
Related Macular Degeneration Treatments Trials) wurde gezeigt, dass Bevacizumab
ebenso gut und mit den vergleichbaren Nebenwirkungen wie Ranibizumab wirkt (58, 59).
Bevacizumab ist auch in der VEGF-Hemmung Ranibizumab nicht unterlegen (60).
Brolucizumab (Beovu®) ist die neueste Anti-VEGF-Substanz, die im Jahr 2019 in den
USA und Anfang 2020 in der Europaischen Union zugelassen wurde. Es handelt sich
um ein humanisiertes einzelkettiges Antikdrperfragment mit hoher Affinitat zu VEGF-A.
Das Injektionsintervall betragt zwolf Wochen, mit der Option, dieses bei
Krankheitsaktivitat auf acht Wochen zu verkirzen (61). In den HAWK- und HARRIER-

Studien war jeder Brolucizumab-Arm in Woche 48 dem zweimonatlich injizierten
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Aflibercept nicht unterlegen (62). Bei Brolucizumab wurde eine erhdhte Inzidenz von
intraokularen Entzindungen, retinalen Vaskulitiden und retinalen Arterienverschlissen
beobachtet (63).

1.4.2 Behandlungsstrategien

Die Anti-VEGF-Medikamente wurden in den Zulassungsstudien in festen Intervallen
appliziert. Bei allen Medikamenten erfolgte die initiale Therapie mit drei IVOM in
vierwochigen Abstanden. Danach wurde Ranibizumab monatlich, Aflibercept
zweimonatlich und Brolucizumab dreimonatlich verabreicht. Die mit der monatlichen
Ranibizumab-Therapie Uber 24 Monate erzielten Visusergebnisse gelten als
Behandlungsstandart in Bezug auf die Effektivitat fir alle weiteren Studienergebnisse
zur Behandlung von nAMD (25).

Anhand von Versorgungsstudien wurde allerdings offensichtlich, dass der Nutzen der
Anti-VEGF-Medikamente unter den realen Bedingungen geringer ausfallt als in den
Zulassungsstudien unter konsequenter Therapie mit festen Behandlungsintervallen (64).
Die Wirkung der Behandlung bei festen Behandlungsintervallen war auch innerhalb der
Patientenpopulation sehr unterschiedlich. Mantel et al. fanden heraus, dass nAMD-
Patienten unter Behandlung mit Ranibizumab ein intrinsisches individuelles
Behandlungsintervall von vier bis 14 Wochen haben, und dass dieses
Behandlungsintervall bei den meisten von ihnen im Zeitverlauf relativ stabil ist (65).
Daher wurde nach weiteren optimalen Behandlungsschemata gesucht, um die Patienten
individueller versorgen zu kénnen, um bessere Behandlungsergebnisse zu erzielen und
die Anzahl der Injektionen nach Mdglichkeit zu reduzieren (61). Heutzutage umfassen
die aktuellen Behandlungsstrategien fur Anti-VEGF-Wirkstoffe im klinischen Alltag in
Deutschland nicht nur die Dosierung in festen Intervallen, sondern auch von der
Krankheitsaktivitdt abhangige Injektionsserien nach dem Pro-re-nata-Schema (PRN)
und an die Lasionsaktivitat angepasste Injektionsintervalle nach dem Treat-and-Extend-
Schema (T&E). Bei allen Behandlungsstrategien wird weiterhin eine initiale Aufsattigung
mit drei IVOM in vierwdchigen Abstanden durchgefuhrt (25).

Beim PRN-Schema wird nach einer Aufsattigung monatlich anhand festgelegter
Kriterien entschieden, ob der Patient eine Injektion bei diesem Kontrollbesuch erhalt
oder nicht. Kriterien sind z. B. der Verlust von mehr als funf Sehscharfenlinien, der
Nachweis von sub- und intraretinaler Flissigkeit im OCT oder Netzhautblutungen (61).
Trotz vielversprechender Ergebnisse aus der ersten Studie fuhrt die Behandlung nach
PRN-Schema zu suboptimalen funktionellen Ergebnissen, wie in vielen Real-World-
Studien in verschiedenen Landern berichtet wurde. Ein wesentlicher Nachteil des PRN-
Schemas besteht aulRerdem in der Notwendigkeit haufiger Nachuntersuchungen,

ublicherweise alle vier Wochen (64, 66).
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Beim T&E-Schema wird nach einer Aufsattigung auch eine regelméRige Uberwachung
durchgefuhrt. Bei einem Kontrollbesuch wird allerdings immer eine Injektion verabreicht
und das Intervall zwischen den Injektionsbesuchen kann angepasst werden. Die
Krankheitsaktivitdt wird nach ahnlichen Kriterien wie beim PRN-Schema beurteilt. Das
Behandlungsintervall wird bei Abnahme oder Stabilisierung der Krankheitsaktivitat um
jeweils zwei Wochen verlangert, bei Zunahme verklrzt. Das Intervall wird jedoch nie
unter vier Wochen oder uber zwdlf (-16) Wochen festgelegt (66). Im Gegensatz zum
PRN-Schema wurden mit dem T&E-Schema ahnliche Ergebnisse wie bei einer
Behandlung mit festen Injektionsintervallen erzielt (61). Durch die reduzierte
Behandlungsbelastung und gute Behandlungsergebnisse hat sich das T&E-Schema zu

einer beliebten Behandlungsstrategie entwickelt (8).
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1.5 Aflibercept

Aflibercept ist seit November 2012 zur nAMD-Behandlung in Deutschland zugelassen.
Es gibt Uberzeugende Belege aus Labor- und klinischer Forschung, dass Aflibercept bei
der Behandlung der nAMD wirksam ist (56, 57).

1.5.1 Préklinische und klinische Studien

In einer der ersten Studien wurde im Jahr 2003 die Wirkung von Aflibercept auf die
laserinduzierte CNV bei den transgenen Mausen untersucht. Durch die subkonjuktivale
oder intravitreale Applikation des Wirkstoffes konnte eine Suppression der CNV erreicht
werden (67). Viele Jahre spater wurde seine Wirksamkeit auch bei nichtmenschlichen
Primaten nachgewiesen (68).

In der ersten randomisierten, multizentrischen, placebo-kontrollierten Phase-I-CLEAR-
IT-Studie (Clinical Evaluation of Anti-angiogenesis in the Retina Intravitreal Trial) wurde
die intravenose Wirksamkeit von Aflibercept bei Patienten mit nAMD untersucht. Dabei
konnte im Mittel eine 60-%-Reduktion der Netzhautdicke erreicht werden. Eine
Veranderung der Sehscharfe konnte allerdings noch nicht nachgewiesen werden (69).
In der nachfolgenden Dosisfindungsstudie wurde das Sicherheitsprofil von intravitreal
injiziertem Aflibercept erstellt. Die groRte Verbesserung der Sehscharfe wurde bei
denjenigen Patienten identifiziert, die eine Aflibercept-Dosis von 1 mg oder hdher
erhalten haben (70).

Die Ergebnisse der Phase-lI-CLEAR-IT-2-Studie waren ausschlaggebend fir die
Entscheidung, 2 mg Aflibercept alle acht Wochen zu verabreichen. Die Verbesserung
der Sehscharfe war bei der Kontrolle nach acht Wochen in den beiden untersuchten
Patientengruppen vergleichbar, sowohl bei Patienten, die 2 mg Aflibercept alle vier
Wochen erhielten, als auch bei Patienten, die nur alle zwdlf Wochen 2 mg Aflibercept
erhielten. (71).

In den beiden doppelblinden, multinationalen Phase-lll-Studien VIEW 1 und VIEW 2
(VEGF Trap-Eye: Investigation of Efficacy and Safety in Wet AMD) wurde prospektiv die
klinische Wirksamkeit von Aflibercept in der Therapie der NnAMD ausgewertet. Dabei
wurde festgestellt, dass die Patienten, die alle acht Wochen 2 mg Aflibercept erhielten,
die gleichen visuellen und anatomischen Ergebnisse erzielten wie die Patienten, die mit
0,5 mg Ranibizumab oder 2 mg Aflibercept alle vier Wochen behandelt wurden.
Gleichzeitig haben die Patienten mit einer achtwochigen Aflibercept-Behandlung tber
zwei Jahre etwa fUnf Injektionen weniger erhalten. Diese Erkenntnisse fuhrten zur
Annahme, dass die Verwendung von Aflibercept fur die Therapie der nAMD potenziell

mit weniger Klinikbesuchen fir die Patienten verbunden sein konnte (21, 55).
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Nach der 52. Woche wurden die Patienten bei den VIEW-Studien bis zur 96. Woche
nach einem PRN-Schema weiterbehandelt. Hier konnte festgestellt werden, dass, wenn
nach einer festen Dosierung zu einem PRN-Schema gewechselt wird, daraus kleine
Verluste der Sehschéarfe sowie das erneute Auftreten anatomischer Veranderungen, wie
z. B. Flussigkeit in OCT, resultieren. Eine ahnliche Beobachtung wurde auch in der
CATT-Studie gemacht, bei der die mittlere Visusverbesserung bei der
Zweijahreskontrolle bei den Patienten mit einer festen Dosierung signifikant hdher war

als bei den Patienten, die nach dem PRN-Schema behandelt wurden (59).

1.5.2 Pharmakologie

Pharmakokinetik (PK) und Pharmakodynamik (PD) beschreiben, welche
Wechselwirkungen die Medikamente am Zielort nach einer Injektion und vor einer
Elimination mit dem Koérper eingehen. PK/PD-Prinzipien sind flr die Optimierung von
Dosierungsschemata von  Bedeutung. Im Gegensatz zu  systemischen
Verabreichungswegen, bei denen PK und PD umfassend charakterisiert wurden, stellt
die Bewertung pharmakokinetischer Parameter fir ein intravitreal verabreichtes
Medikament eine Herausforderung dar. Aufgrund der invasiven Natur des Verfahrens
gestaltet es sich vergleichsweise komplex, periodische Proben aus der Vorderkammer
oder aus dem Glaskoérper zu gewinnen (8). In keiner Studie wurden die okulare PK von
Anti-VEGF-Medikamenten beim Menschen und ihre Beziehung zur Haufigkeit
intravitrealer Dosen umfassend untersucht. Die Festlegung der Dosierungsschemata
basiert hauptsachlich auf der Krankheitsaktivitat, die durch OCT-Bildgebung oder
Kontrolle der Sehscharfe beurteilt wird, und nicht auf der Pharmakokinetik der
Arzneimittel. In den letzten Jahren wurden einige Studien durchgefihrt, um die
wesentlichen pharmakokinetischen Parameter von Anti-VEGF-Medikamenten bei
verschiedenen Tierarten und Menschen zu bestimmen. Vielfaltige
Bestimmungsmethoden und die Probengewinnung aus unterschiedlichen
Kompartimenten sowie zu uneinheitlichen Zeitpunkten erschweren allerdings den Erhalt
standardisierter Werte fir jedes Anti-VEGF-Medikament (72). Die PK/PD-Eigenschaften
sind fur das Erreichen und Aufrechterhalten von Zielkonzentrationen im hinteren
Augenabschnitt nach intravitrealer Injektion ausschlaggebend und werden durch die
molekularen Eigenschaften der Wirkstoffe, wie Bindungsaffinitat, Molekulargewicht,
Konzentration, Potenz und Ladung, bestimmt (8).

Aflibercept ist ein rekombinantes Fusionsprotein, das aus Teilen der extrazellularen
Bindungsdoméanen der humanen VEGF-Rezeptoren 1 und 2 besteht, die mit dem Fc-
Fragment des humanen Immunglobulin G1 fusioniert sind (71). Durch diese Struktur
bindet Aflibercept an alle VEGF-A-Isoformen mit einer héheren Affinitat als der VEGF
selbst an die VEGF-Rezeptoren. So wird die Aktivierung der VEGF-Rezeptoren
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gehemmt. AuRerdem ist die Affinitat von Aflibercept zu VEGF-165 94-mal starker als von
Ranibizumab und etwa 120-mal starker als von Bevacizumab (73). Der
Hauptunterschied zu den anderen Anti-VEGF-Medikamenten liegt darin, dass
Aflibercept auch eine Bindungsaffinitat zu VEGF-B und PIGF besitzt. Dartber hinaus
bindet Aflibercept auch VEGF-A- und PIGF-Isoformen von allen getesteten
Saugetierarten mit ahnlich hoher Affinitdt, wahrend weder Ranibizumab noch
Bevacizumab Maus- oder Ratten-VEGF-A effizient binden und neutralisieren kdnnen
(30, 73).

Das Molekulargewicht der Anti-VEGF-Medikamente beeinflusst deren Elimination und
somit auch die Halbwertszeit (HWZ) im Glaskorper. Die Elimination von Arzneimitteln
aus dem Glaskdrper kann entweder durch Metabolisierung oder durch Abgabe in den
systemischen Kreislauf erfolgen. Im Falle der Anti-VEGF-Medikamente scheinen sie
weder einem Metabolismus noch einem Abbau im Auge zu unterliegen (74). Im
systemischen Kreislauf kdnnen die Arzneimittel nach der intravitrealen Injektion auf zwei
Wegen entfernt werden: auf dem anterioren Weg oder auf dem posterioren Weg. Der
anteriore Weg besteht aus der Diffusion des Medikaments durch den Glaskorper in
Richtung hinterer Kammer, wo es in das Kammerwasser eintritt und dann durch seinen
Fluss eliminiert wird. Alle Medikamente kdnnen auf diese Weise eliminiert werden. Der
posteriore Weg steht nur fir Verbindungen zur Verfigung, die die Endothelien und die
Epithelien der Blut-Augen-Schranke Uberwinden kdnnen. Diese Barrieren erlauben den
Durchgang kleiner Molekule mit lipophilen Eigenschaften (8). In verschiedenen
Berichten wird davon ausgegangen, dass Anti-VEGF-Medikamente aufgrund deren
MolekulgréRe hauptsachlich Gber den anterioren Weg eliminiert werden und Anti-VEGF-
Medikamente mit einem gréReren Molekill dabei eine langere Eliminationshalbwertszeit
aufweisen (75-77).

Die Halbwertszeiten von Anti-VEGF-Medikamenten wurden in unterschiedlichen Studien
gemessen und sind im Allgemeinen proportional zu deren MolekulgréRe, wie Tabelle 2
zu entnehmen ist (72). Allerdings handelt es sich bei den Halbwertszeiten um
Durchschnittswerte fir die Studien, und auf Patientenebene variieren die
Halbwertszeiten zwischen den Individuen, was zu einer potenziell groRen Bandbreite

von Halbwertszeiten fuhrt (8).
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Tabelle 2: Molekulargewicht und Halbwertszeiten von unterschiedlichen Anti-VEGF-
Medikamenten

Wirkstoff Molekulargewicht (kDA) (78) Gemessene HWZ (Tage, Probe)
Brolucizumab 26 5,1 Serum (79)
Ranibizumab 48 9 GK (80); 7,19 VK (77); 5,8 Serum (81)

Aflibercept 115 9,1 VK (82); 11,4 Serum (81)
Bevacizumab 148 9,82 VK (76)

VK = Vorderkammerprobe; GK = Glaskorperprobe

Die PK/PD-Eigenschaften helfen, die Dauer der biologischen Aktivitat der Medikamente
mit Hilfe mathematischer PK/PD-Modellierung vorherzusagen. Die Halbwertszeit der
jeweiligen Molekule ist bei dieser Berechnung besonders relevant und tragt zum
Ergebnis dieser Berechnung bei. Allerdings ist die Anzahl an Studien, in denen Proben
aus dem Glaskoérper untersucht wurden, um HWZ zu messen, sehr begrenzt, da die
direkte Bestimmung der Glaskorperspiegel invasive Techniken erfordert. Aus diesem
Grund muss die Vorhersage einer mathematischen PK/PD-Modellierung mit Vorsicht

betrachtet werden und kann nicht auf jeden Patienten Ubertragen werden (8, 72).

24



1.6 Zielsetzung

Aflibercept ist neben Ranibizumab und Bevacizumab einer der drei am haufigsten
verwendeten Anti-VEGF-Wirkstoffe zur Behandlung der nAMD (57). Seine hdhere
Bindungsaffinitdt zu VEGF-A und ein relativ groRes Molekulargewicht deuten auf eine
langere biologische Aktivitat im Unterschied zu Ranibizumab und Bevacizumab. Diese
Annahme wird durch die Berechnungen mit mathematischen PK/PD-Modellen
unterstutzt (83).

Zum Zeitpunkt der Durchfuhrung dieser Studie lagen allerdings keine Daten vor, die die
intraokulare Pharmakokinetik von Aflibercept im menschlichen Auge gemessen haben.
Das empfohlene Therapieschema (Acht-Wochen-Intervalle nach Aufsattigung) basierte
auf mathematisch-theoretischen Tiermodellen. Aufgrund der unterschiedlichen
Anatomie, wie z. B. kleinere Glaskorpervolumina, kann die Pharmakokinetik der
Arzneimittel im tierischen Auge nicht auf das menschliche Auge tbertragen werden (83-
85).

Diese prospektive klinische Studie wurde durchgefihrt, um neue Erkenntnisse Uber die
intraokulare Pharmakokinetik von Aflibercept zu gewinnen. Die gemessenen VEGF-
Suppressionszeiten werden als Surrogatparameter benutzt, um die intraokulare
biologische Aktivitdt von Aflibercept indirekt zu beschreiben und diese mit den
Vorhersagen der PK/PD-Modelle zu vergleichen. Die Kenntnis der pharmakokinetischen
Aktivitat von Aflibercept im menschlichen Auge koénnte dabei helfen, optimale

Dosierungsintervalle bei der Behandlung von nAMD zu ermitteln.
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2. Material und Methoden

In der vorliegenden Arbeit wird Bezug auf die prospektive Beobachtungsstudie aus dem
Zentrum fur Augenheilkunde der Uniklinik Kéln genommen. Diese Studie wurde bei
ClinicalTrials.gov unter der Kennnummer NCT01213667 registriert und im April 2014

veroffentlicht.

2.1 Patientenkollektiv

Die Studie umfasste 27 Augen von 27 Patienten, die 60 Jahre oder alter waren und eine
aktive CNV bei nAMD aufwiesen. Alle Augen wurden im Zentrum fur Augenheilkunde
der Uniklinik Koln untersucht und behandelt. Alle Teilnehmer haben die
Patienteneinwilligung unterschrieben. Die Studie wurde in Einklang mit den Grundsatzen
der Deklaration von Helsinki durchgefuhrt. Das Studienprotokoll wurde von der
Ethikkommission der Universitat zu Koln unter der Referenznummer 11-027 registriert

und genehmigt.

2.2 Ein-und Ausschlusskriterien

Alle eingeschlossenen Patienten hatten eine aktive subfoveale oder juxtafoveale CNV
bei der nAMD. Die Diagnose wurde durch Fluoreszein- und Indocyaningrin-
Angiographie sowie SD-OCT (SPECTRALIS® OCT, Heidelberg Engineering GmbH,
Heidelberg, Deutschland) gestellt. Die CNV-Grole (mm2) wurde aus
Fluoreszenzangiographien mit Hilfe der HRA-2-Software bestimmt (Heidelberg Retina
Angiograph 2, Heidelberg Engineering GmbH, Heidelberg, Deutschland). Zudem
musste das Studienauge einen BCVA-Wert von = 20 ETDRS-Buchstaben aufweisen.
Zu den Ausschlusskriterien zahlten eine friihere photodynamische Therapie,
intraokulare Operationen (aulRer Kataraktoperationen), jede Behandlung mit den
intraokularen Steroiden, jede Ranibizumab/Bevacizumab/Pegaptanib-Behandlung

innerhalb der letzten 90 Tage und jede frihere Aflibercept-Behandlung.

2.3 Diagnose und Behandlung

Bei jedem Patienten erfolgte am Anfang der Behandlung eine Aufséattigung mit drei VOM
mit jeweils 2 mg Aflibercept in einem Abstand von vier bis sechs Wochen. Nach dieser
ersten Behandlungsphase wurden die Patienten monatlich untersucht. Bei den
Kontrolluntersuchungen wurde eine Bestimmung der Sehscharfe mit ETDRS-Visustafel,
Fundusuntersuchungen und SD-OCT durchgefihrt. Die Fluoreszenzangiographie wurde
nur in unklaren Fallen wiederholt. Folgende Kriterien wurden als Rezidiv oder Persistenz
einer CNV festgelegt: der Nachweis einer sub- oder intraretinaler Flussigkeit in der SD-
OCT oder einer Leckage bei der Fluoreszenzangiographie, ein Verlust von ETDRS-

Buchstaben bei der entsprechenden CNV-Aktivitdt sowie eine neue sub- oder
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intraretinale Blutung. Im Fall eines Rezidivs oder einer Persistenz bei entsprechenden
morphologischen Befunden im SD-OCT wurden die zusatzlichen Aflibercept-Injektionen
nach dem PRN-Schema verabreicht. Die variablen Behandlungsintervalle sind ohne ein
experimentelles Studiendesign durch mehrere Faktoren entstanden. Die individuell
gestellten schriftichen Behandlungsantrage wurden durch die unterschiedlichen
Krankenkassen oft verzogert genehmigt. Die Patienten hatten zudem eine
unterschiedlich ausgepragte Krankheitsaktivitdt und die Terminierung der Kontroll- und

Behandlungsuntersuchungen wurde individuell an die Patientenwinsche angepasst.

2.4 Messung von VEGF im Kammerwasser

Die Vorderkammerproben wurden nur wahrend der notwendigen Behandlung erworben.
Vor jeder intravitrealen Aflibercept-Injektion wurde unter sterilen Bedingungen eine
limbale Parazentese mittels einer 30-Gauge-Nadel durchgefiuhrt und etwa 0,1 ml
Vorderkammerflissigkeit in eine Insulinspritze gewonnen. Daraufhin wurden die
Vorderkammerproben sofort in die sterilen Polypropylengefale umgefillt, um diese bis
zur Analyse in einem Kuhlschrank bei -80 °C aufzubewahren. Das Verfahren der
Probeentnahme gefolgt von einer Aflibercept-Injektion wurde normalerweise durch drei
Chirurgen durchgeflihrt. Da kein Chirurg bestimmten Patienten zugeordnet wurde, sind
mdgliche Unterschiede in den Dosierungen ausgeschlossen.

Die Analyse der Vorderkammerproben erfolgte mit der xXMAP®-(unknown Multi Analyte
Profiling)-Technologie der Firma Luminex® (Luminex Corporation, Austin, Texas, USA).
Diese Technologie wurde als Alternative zum ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) entwickelt und ist ein Bead-basierter Immunoassay, der den Multiplex-Nachweis
von bis zu 100 Analyten in einer einzigen Probe gleichzeitig ermdglicht. Das notwendige
Probenvolumen kann dabei sehr klein sein (25 bis 50 pl), was bei der Messung der
Vorderkammerproben von grofder Bedeutung ist. Anders als bei ELISA findet bei diesem
Immunoassay die Bildung eines Antigen-Antikdrperkomplexes auf den kugelférmigen
Beads in einer Suspension und nicht auf der flachen Oberflache einer Platte statt. Beads
sind mikroskopisch  kleine  Polystyrolpartikel, die einen unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbton haben und mit spezifischen Antikdrpern beschichtet sind. Nachdem
die Beads mit den Standards und den Proben in die Mikrowellplatten pipettiert wurden,
binden sich die Analyte an die Antikérper auf der Oberflache der Beads. Das
Uberschissige Reagenz wird weggewaschen und die Proben werden dann mit einer
Mischung aus biotinylierten Nachweisantikdrpern und einem Streptavidin-Phycoerythrin-
Reporter inkubiert. Die Auswertung erfolgt basierend auf der Methode der
Durchflusszytometrie mit einem Luminex®200-Analysesystem, bei dem zwei
unterschiedliche Laser verwendet werden. Zuerst wird mit einem Laser die Fluoreszenz-

Signatur der Beads erkannt, um den entsprechenden Analyten zu bestimmen. Ein

27



weiterer Laser bestimmt die Grolke des von Phycoerythrin abgeleiteten Signals, das
proportional zur Menge des gebundenen Analyten ist. Im Zentrum fur Augenheilkunde
der Uniklinik KoIn wurden ausflhrliche Vormessungen mittels Luminex®-xMAP®-
Technologie durchgefiihrt, um die Standart-Protokolle fiir die Messung der
Vorderkammerproben zu erstellen. Diese Protokolle wurden durch ELISAs Uberpruft und
validiert.

Die Messungen wurden mit dem Kit fir die menschliche Angiogenese nach Angaben
des Herstellers in der Testanleitung durchgefuhrt (Human Angiogenesis Panel, R&D
Systems, Wiesbaden, Deutschland). Die VEGF-Standardkurven wurden unter
Verwendung des mit dem Kit gelieferten Referenzstandards erstellt. Die untere Grenze

der VEGF-Quantifizierung lag bei 4 pg/mL.

2.5 Materialien

Tabelle 3: Liste der verwendeten Medikamente, Reagenzien, Gerate, Software und weiteren

Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung ‘ Hersteller

Intravitreale operative Medikamenteneingabe

Eylea® (Aflibercept) 40mg/ml Injektionslésung ‘ Bayer AG, Leverkusen, D

Gewinnung und Aufbewahrung der Vorderkammerproben

Insulinspritzen BD Plastipak™ Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D
Kanule 30 G BD Microlance™ Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D
Einfrierrdhrchen aus Polypropylen Cryo.s™ 2 ml Greiner Bio-One GmbH, Frickhausen, D
Ultra-Tiefkiihilbox B 35-85 FRYKA-Kaltetechnik GmbH, Esslingen, D
TiefkUhlschrank Herafreeze HFU 486 Basic Heraeus Holding GmbH, Hanau, D

Messung von VEGF in den Vorderkammerproben

Luminex® 200™ System Luminex Corporation, Austin, Texas, USA
e Luminex 200 Analysegerat und
e Desktop PC mit Windows, Dell Monitor, Invitrogen Corporation, Carlsbad, California,
Zubehdr, xPONENT Software USA

e Luminex SD™ Zuflihrungssystem fir die
Hullenflissigkeit

e Luminex XYX™ Platforminstrument

e Zwei lange Probensonden

e Behalter fur Hullenflissigkeit und
Abfallbehalter

e Schlauchverbindung fiir Hullenflissigkeit

e Heizplatte
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e Barcode-Lesegerat
xMAP-Technologie Reagenzien
o xMAP-Hillenflissigkeit Luminex Corporation, Austin, Texas, USA
und Invitrogen Corporation, Carlsbad,
California, USA
e Luminex® 100/200 Calibration Kit R&D Systems GmbH, Wiesbaden, D
e Luminex® 100/200 Performance
Verification Kit
e  Fluorokine MAP Human Angiogenesis
Base Kit A
o VEGF-spezifisches Bead-Set
Laborreagenzien
e Natriumhypochloritlésung (12% Cl) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
e Aqua dest., Ampuwa® Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad
Homburg, D
Kuhlschrank T 1400 Liebherr-International AG, Bulle, CH
Reagenzglasschuttler Vortex-Genie® 2T Scientific Industries Inc, Bohemia, NY, USA
Plattformschdttler Titramax 100 Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, D
Kleinschittler MS 3 digital IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen, D
Mikrozentrifuge 5415R, Refrigerant R134A Eppendorf SE, Hamburg, D
Reaktionsgefalle PP 1,5 mi BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim, D
PCR Gefalte PP 0,5 ml BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim, D
Wasserstrahlpumpe PP BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim, D
Laborflaschen Duran® 500ml Schott AG, Mainz, D
Zentrifugenréhrchen Falcon™, 15 ml und 50 ml Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D
Serumpipetten 153mm lang Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, D
96-Well-Platten MaxiSorp™ Nunc A/S, Roskilde, DNK
Reagenz Reservoirs PS 100 ml VWR International GmbH, Darmstadt, D
Auswertung der Ergebnisse
e Microsoft Office Excel 2007 Microsoft Corporation, Redmond,
Washington, USA
o IBM SPSS Statistics 19.0 IBM, Chicago, lllinois, USA

2.6 Statistik

Die Mittelwerte und die Standartabweichungen der erhobenen Daten wurden mit der
Software IBM SPSS Statistics 19.0 ermittelt. Auf Basis der einzelnen Datenpunkte pro
Patienten konnten individuelle VEGF-Suppressionszeiten modelliert werden.

Entsprechende Diagramme wurden mit der Software Microsoft Office Excel 2007 erstellt.
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3. Ergebnisse

Die intraokularen VEGF-Konzentrationen wurden in den Vorderkammerproben von 27

nAMD-Patienten, die mit Aflibercept nach PRN-Schema behandelt wurden, gemessen.

Die klinischen Charakteristika der Studienpopulation sind in der Tabelle 4 aufgefihrt.

Tabelle 4: Klinische Merkmale der Studienpopulation wahrend der Behandlung mit Aflibercept

bei der neovaskularen altersbedingten Makuladegeneration

Anzahl der Patienten

27 Patienten

Geschlecht (Anzahl und Prozent)

e Manner 13 (48 %)

e Frauen 14 (52 %)
Alter in Jahren bei der ersten Aflibercept Injektion | 77,5+6,4
(Durchschnittswert + Standardabweichung, Umfang) (64-90)
Anzahl der Augen (in Prozent) 27 Augen

9 (33 %) rechtes Auge
18 (67 %) linkes Auge

Beobachtungszeit pro Patienten in Monaten

(Durchschnittswert + Standardabweichung, Umfang)

7.7%2,1 (4,1-12,0)

Anzahl intravitrealer Injektionen pro Patienten

(Durchschnittswert + Standardabweichung, Umfang)

55% 1,3 (3-8)

VEGF-Konzentration im Vorderkammer am Tag 0 (pg/ml)

(Durchschnittswert + Standardabweichung, Umfang)

90,6 + 37,1 (23.4-190.3)

VEGF-Suppressionszeit (in Tagen)

(Durchschnittswert + Standardabweichung, Umfang)

70,5 + 18,0 (41-109)

CNV-Typ
o  okkult
e gemischt
e klassisch

¢ retinale angiomatdse Proliferation

GroRke der CNV (mm?)

(Durchschnittswert + Standardabweichung, Umfang)

45+34(0,3-12,7)

BCVA in ETDRS-Buchstaben am Tag 0

(Durchschnittswert + Standardabweichung, Umfang)

59,5 + 17,0 (20-85)

Zentrale retinale Dicke am Tag 0 (um)

(Durchschnittswert + Standardabweichung, Umfang)

392 * 132 (210-6)

Es wurden 132 Vorderkammerproben nach den 149 wahrend der Studie verabreichten

intravitrealen Aflibercept-Injektionen analysiert. Die VEGF-Konzentrationen (y-Achse:

VEGF pg/ml) wurden fur jeden Patienten in Bezug auf das Intervall zur vorherigen
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Aflibercept-Injektion (x-Achse: days after aflibercept injection) aufgetragen. Als Tag 0
wurde die erste Aflibercept-Injektion definiert. Reprasentative Beispiele sind in Abbildung
1 dargestellt. Komplette VEGF-Suppression wurde angenommen, wenn die VEGF-
Konzentrationen unterhalb der unteren Nachweisgrenze der analytischen Methode (4

pg/ml) lagen.

VEGF pg/ml
(o))
o

01— eoepe®?

0 20 40 60 80
days after aflibercept injection

100 I

(0]
o

VEGF pg/ml
(2]
o

0 T — 88— .I

0 20 40 60 80
days after aflibercept injection

Abbildung 1: Streudiagramme von zwei Patienten zeigen Zeitintervalle in Tagen seit der letzten
intravitrealen Aflibercept-Injektion (days after aflibercept injection) und die entsprechenden

VEGF-Konzentrationen im Vorderkammerwasser (VEGF pg/ml)

Die Mittelwerte der VEGF-Konzentrationen im Kammerwasser betrugen vor der
Therapie 90,6 £ 37,1 pg/ml. Aflibercept fihrte kurz nach der Injektion bei allen Patienten
zur kompletten Suppression von VEGF-Konzentrationen im Kammerwasser. Die
Patienten wurden monatlich gesehen und nach dem PRN-Schema mit Aflibercept
behandelt. Zur Entstehung der variablen Behandlungsintervalle haben folgende
Faktoren beigetragen: die individuelle Krankheitsaktivitat der Patienten, die verzogerte
Genehmigung der Behandlungsantrdge durch die Krankenkassen und die
Berucksichtigung der Patientenwinsche bei der Terminierung der Kontroll- und
Behandlungsuntersuchungen.

Die Vorderkammerproben sind nur vor den Injektionen mit Aflibercept gesammelt
worden und nicht wahrend jeder Kontrolluntersuchung. Aus diesem Grund gestaltet es
sich schwierig, den genauen Zeitpunkt, zu dem die VEGF-Suppression endete, zu

messen. Dennoch konnte bei allen Patienten der spateste Probenzeitpunkt mit der
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kompletten VEGF-Suppression (definite VEGF suppression in Abbildung 2) bestimmt
werden. Der friheste Zeitpunkt, an dem die komplette VEGF-Suppression verloren
wurde, konnte bei nur sieben Patienten detektiert werden (definite end of suppression in
Abbildung 2). Die wahre VEGF-Suppressionszeit liegt zwischen diesen zwei Zeitpunkten
— innerhalb der Zeitperiode, wahrend der der VEGF-Suppressionsstatus unsicher ist
(uncertain suppression status in Abbildung 2), da keine weitere Vorderkammerproben
fir eine genauere Bestimmung zur Verfigung standen. Die restlichen 20 Patienten
zeigten auch in den letzten vorhandenen Vorderkammerproben eine komplette
Suppression und haben daher ein nicht definierbares Ende der VEGF-Suppression

(uncertain end of suppression in Abbildung 2).

recommended 8-week injection interval

///////////////////’definite end of suppression # definite VEGF suppression

definite end of suppression I
///Z definite end of suppression 7 uncertain suppression status
|

rs— - I uncertain end of suppression
V11177777777 definite end of suppression

) Y
/000000007772 definite end of suppression

. definite end of suppression

vdeﬁnite end of suppression

individual patient
=
=Y

B NWRARUTON®

T T T I T T T T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
days after aflibercept injection

Abbildung 2: Gestapeltes Histogramm mit allen Studienpatienten. Das Histogramm zeigt sowohl
die Dauer der kompletten VEGF-Suppression als auch das Ende der VEGF-Suppression, wenn

Uberhaupt definierbar

Nach dem empfohlenen Dosierungsintervall von 56 Tagen (Acht-Wochen-Intervall)
waren bei den 20 Patienten die VEGF-Konzentrationen im Kammerwasser noch
vollstéandig supprimiert. Bei einem Patienten wurde ein sicherer Verlust der VEGF-
Suppression detektiert (Patient 25; Abbildung 2). Bei den restlichen sechs Patienten war
der VEGF-Suppressionsstatus unsicher, da die weiteren Vorderkammerproben fiir
diesen Zeitpunkt nicht verfugbar waren (Patienten 21-24, 26, 27; Abbildung 2).
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Die mittlere VEGF-Suppressionszeit war groRer als 71 + 18 Tage. Alle VEGF-
Suppressionszeiten sind in  Abbildung 2 dargestellt. Individuelle VEGF-
Suppressionszeiten waren wahrend der Behandlung im Rahmen dieser Studie stabil, da
keine Messungen einen Verlust der VEGF-Suppression zu dem Zeitpunkt gezeigt
haben, an dem die VEGF-Suppression durch die vorherigen Messungen bei dem
gleichen Patienten zu erwarten war.

Werden die Aufsattigungsphase mit drei IVOM am Anfang der Behandlung und die
Patienten mit persistierender Aktivitat ausgeschlossen, wurden nur sechs Injektionen vor
der achten Woche basierend auf den Rezidivzeichen in SD-OCT indiziert. Das mittlere
Rezidivintervall nach der letzten Aflibercept-Injektion in diesen sechs Fallen betrug 49 +

5 Tage.

33



4. Diskussion

Anhand vieler klinischer Studien konnte gezeigt werden, dass die Anti-VEGF-Therapie
zu einer deutlichen Prognoseverbesserung der Patienten mit nAMD fuhrt, sodass die
Wiederherstellung und der Erhalt der Sehfunktion bei der Mehrheit der Patienten mdglich
sind (3). Trotz vieler Fortschritte ist die Therapie der nAMD jedoch mit vielen
Herausforderungen verbunden. Die Patienten werden durch die hohe Terminanzahl und
die damit verbundene Angst vor den Injektionen belastet, die betreuenden Angehdrigen
beklagen Einkommensverluste und die Gesundheitssysteme sind weltweit von den
steigenden Behandlungszahlen betroffen (57). Um die mit der Anti-VEGF-Therapie
verbundene Behandlungsbelastung zu vermindern und die Behandlungsergebnisse zu
optimieren, wird in der klinischen Forschung derzeit der Fokus auf die Identifizierung von
Wirkstoffen mit molekularen Merkmalen und PK/PD-Eigenschaften gelegt, die optimale
Dosierungsschemata ermdglichen — mit reduzierter Injektionshaufigkeit, aber unter

Aufrechterhaltung einer permanenten VEGF-Suppression (61).

4.1 Mittlere VEGF-Suppressionszeit von Aflibercept

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die VEGF-Konzentrationen in den
Vorderkammerproben bei Patienten mit nAMD unter der Aflibercept-Behandlung
gemessen. Es wurde verglichen, ob die empfohlenen achtwdchigen intraokularen
Injektionsintervalle von Aflibercept der Suppressionszeit von VEGF entsprechen. Fir
PK/PD-Analysen sind die Vorderkammerproben einfacher und sicherer zu gewinnen als
die Proben aus dem Glaskorper. Bei Netzhauterkrankungen konnte in mehreren Studien
nachgewiesen werden, dass die VEGF-Konzentrationen in der Vorderkammer mit den
VEGF-Konzentrationen im Glaskorper korrelieren (86, 87).

Durch Aflibercept wurden die VEGF-Konzentrationen unter die Nachweisgrenze unserer
analytischen Methode bei allen 27 Patienten in der ersten Zeit nach der Aflibercept-
Injektion komplett supprimiert. Die mittlere VEGF-Suppressionszeit lag bei 71 Tagen,
also zwei Wochen langer als das empfohlene Acht-Wochen-Injektionsintervall. Daraus
lasst sich schlieen, dass sich die meisten Patienten mit den achtwdchigen
Injektionsintervallen unter einer Aflibercept-Behandlung in einer sicheren VEGF-
Suppression befinden.

Die in dieser Studie gewonnenen Ergebnisse unterstitzen auch die Prognosen von
Stewart et al. In seinem mathematischen Modell postulierte Stewart sogar eine zehn- bis
zwolfwochige  Aktivitdt von  Aflibercept (83). Ein leichter Anstieg der
Eliminationshalbwertszeit von Aflibercept aus dem Kammerwasser, kombiniert mit einer
starkeren Bindungsaffinitat (73), wurde als Erklarung fur die Differenz zur funktionellen

Halbwertszeit dargestellt. Im Gegensatz zu den theoretischen Uberlegungen von
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Stewart et al. wurden in dieser Arbeit, wie auch in einer friiheren Studie mit Ranibizumab
(88), die VEGF-Konzentrationen vor und wahrend einer Behandlung mit Aflibercept
gemessen. Durch diese Messungen wurde eine prazisere Korrelation zu den
funktionellen Effekten ermdglicht.

Es ist bekannt, dass die VEGF-Konzentrationen im Vorderkammerwasser niedriger sind
als im Glaskorper. Bei den VEGF-Konzentrationen im Glaskorper handelt es sich
vermutlich auch nur um eine verdiinnte Reflexion der VEGF-Konzentration innerhalb der
Netzhaut oder im subretinalen Raum, in dem VEGF seine pro-angiogene Funktion
entfaltet. Dennoch ist es plausibel, dass die VEGF-Konzentrationen in diesen
unterschiedlichen Kompartimenten des Auges in einem angemessenen Gleichgewicht
zueinanderstehen. Aus diesem Grund wird davon ausgegangen, dass die VEGF-
Konzentrationen aus den Vorderkammerproben die VEGF-Konzentrationen in den

anderen Augenkompartimenten widerspiegeln (86).

4.2 Stabilitat der individuellen VEGF-Suppressionszeiten

Die Dauer der individuellen VEGF-Suppression variierte unter den Patienten und betrug
zwischen 41 und 109 Tagen. Von den 27 Patienten in dieser Studie hatte nur ein Patient
einen definitiven Verlust der VEGF-Suppression nach weniger als 56 Tagen (55 Tage),
trotzdem waren die VEGF-Konzentrationen mindestens 48 Tage komplett supprimiert
(Patient 25; Abbildung 2). Sechs Patienten wiesen aufgrund der ungenigenden
Vorderkammerproben einen unsicheren VEGF-Suppressionsstatus nach 56 Tagen auf,
wobei die VEGF-Suppressionszeit mindestens 41 Tage betrug (Patienten 21-24, 26, 27,
Abbildung 2).

Individuelle Aflibercept-VEGF-Suppressionszeiten blieben bis zu zwoIf Monate stabil. Es
wurden keine Anzeichen von Tachyphylaxie oder Rebound-Effekten beobachtet. Bei
keinem Patienten wurde eine VEGF-Konzentration Uber die Nachweisgrenze zu einem
Zeitpunkt gemessen, zu dem eine andere Probe des gleichen Patienten eine VEGF-
Suppression unter der Nachweisgrenze zeigte. Eine solche Stabilitdt der VEGF-
Suppressionszeiten wurde schon wahrend der Ranibizumab-Behandlung sowohl bei
den nAMD-Patienten (89) als auch bei den Patienten mit diabetischem Makuladdem
beobachtet (90). In den beiden Fallen variiert die VEGF-Suppressionszeit zwischen den
unterschiedlichen Patienten, bleibt aber fur jeden Patienten konstant. Diese individuellen
Unterschiede in der VEGF-Suppressionszeit konnten sowohl auf die unterschiedliche
VEGF-Produktion als auch auf den individuellen Aflibercept-Zerfall zuriickzufiihren sein
und unterstitzen somit eine individualisierte Therapie.

Ebenfalls ist bekannt, dass die Krankheitsaktivitat je nach Patienten sehr unterschiedlich
sein kann (91). Wahrend Patienten mit einer sehr aktiven Erkrankung durchaus eine

achtwochige oder sogar haufigere Behandlung bendtigen, waren Patienten, bei denen
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die Erkrankung nicht aktiv ist, mit einer zweimonatlichen Therapie eher Uberbehandelt
(91). Es gibt auch eine zunehmende Bestatigung aus der klinischen Forschung, dass
feste Behandlungsintervalle nicht fur alle Patienten passend sind. Anhand von Daten
aus einer Real-World-Studie zur nAMD-Behandlung mit Aflibercept nach dem T&E-
Schema wurde eine Untergruppe von Patienten gebildet, die eine Behandlung mit
Intervallen von weniger als zwei Monaten bendtigen (92). Auch Ebneter et al.
publizierten, dass 38 % der nAMD-Patienten nach 24 Monaten Aflibercept-Behandlung
eine haufigere Behandlung als alle acht Wochen bendtigen (93). Gleichzeitig bestiinde
es bei den Patienten mit einer langeren VEGF-Suppressionszeit die Moglichkeit, das
Dosierungsintervall zu verlangern und die Anzahl von IVOM zu verringern. In den
ALTAIR- und ARIES-Studien wurden am Ende des zweiten Jahres (Woche 96 bzw. 104)
etwa 47 bis 60 % der Patienten mit Uber zwodlfwdchigen Aflibercept-
Behandlungsintervallen und etwa 27 bis 46 % der Patienten mit 16-wdchigen Intervallen
behandelt (94). Auch in der 96. Woche der zulassungsrelevanten VIEW-Studie konnten
48 bis 54 % der mit Aflibercept behandelten Patienten das zwdlfwdchige
Behandlungsintervall beibehalten (95). Zuklnftige Analysen, in denen der Anteil von
Patienten mit unterschiedlicher VEGF-Suppressionsdauer oder unterschiedlicher
Krankheitsaktivitat ermittelt werden konnte, waren ebenfalls von Wert (8).

Die Ergebnisse der ALTAIR-Studie haben zur Zulassung einer neuen
Dosierungsempfehlung fur Aflibercept gefihrt. In dieser randomisierten kontrollierten
Studie erzielten Patienten nach 52 Wochen mit einer proaktiven Aflibercept-Behandlung
nach einem T&E-Schema Visusgewinne, die mit den Ergebnissen der
Zulassungsstudien vergleichbar sind. Daher kann Aflibercept seit der neuen Zulassung
im August 2018 bei NnAMD nun bereits im ersten Jahr, alternativ zur Behandlung mit
festen Intervallen alle zwei Monate, auch nach T&E-Behandlungsschema eingesetzt
werden (96).

Auch die Deutsche Ophthalmologische Gesellschaft, die Retinologische Gesellschaft
und der Berufsverband der Augenarzte Deutschlands halten in ihrer aktuellen,
gemeinsamen Stellungnahme zur Anti-VEGF-Therapie bei der nAMD fest, dass eine
individualisierte Behandlung notwendig sei, bei der die Krankheitsaktivitat eines
Patienten und das Ansprechen auf die Therapie berlcksichtigt werden sollten. Eine
Dauertherapie mit festen Intervallen habe zwar in vielen Studien zu guten visuellen
Ergebnissen geflhrt, doch aufgrund eines kumulativ erh6hten Nebenwirkungsrisikos,
einer méglichen Ubertherapie sowie einer fehlenden Exit-Strategie sei diese nicht als

erste Wahl einzustufen (25).
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4.3 Einschrankung der Studie

Als Haupteinschrankung dieser Studie ist das nicht-experimentelle Design zu nennen,
da die Variabilitat der Aflibercept-Injektionsintervalle hauptsachlich auf der individuellen
Krankheitsaktivitdt der Patienten basierte. Deshalb konnte der genaue Zeitpunkt des
VEGF-Suppressionsverlustes nicht exakt erhoben werden. Da die meisten Patienten in
der letzten vorhandenen Vorderkammerprobe eine komplette VEGF-Suppression
zeigten und somit ein nicht definierbares Ende der VEGF-Suppression hatten, sollte die
wahre mittlere VEGF-Suppressionszeit langer sein als die von uns ermittelte mittlere
VEGF-Suppressionszeit von 71 Tagen.

Auflerdem konnte in unserer Studie keinerlei Beziehung zwischen den Aflibercept-
VEGF-Suppressionszeiten und der klinischen CNV-Aktivitat bestimmt werden. Jedoch
wurde fir Ranibizumab eine Abfolge von Ereignissen vom Verlust der VEGF-
Suppression bis zu den morphologischen und funktionellen Rezidiven beschrieben.
Solche Veranderungen flhren typischerweise und letztendlich zu einem Verlust der
Sehscharfe (88). Die mittlere Aflibercept-VEGF-Suppressionszeit von 71 Tagen ist
langer als die mittlere Ranibizumab-VEGF-Suppressionszeit von 37 Tagen (88, 89). In
einer separaten Studie wurde die VEGF-Suppression bei einer kleinen Patientengruppe
gemessen, die zuerst mit Ranibizumab und nach zwei Jahren mit Aflibercept behandelt
wurde. Bei diesen sieben Patienten zeigte sich unter einer Ranibizumab-Therapie fir
mindestens zwei Jahre eine anhaltende CNV-Aktivitat. Daher wurden diese Patienten
auf eine Aflibercept-Therapie nach dem PRN-Schema umgestellt. In dieser Studie wurde
festgestellt, dass Aflibercept im Vergleich zu Ranibizumab in der Vorderkammer VEGF
doppelt so lange supprimiert. Dies korrelierte auch mit der klinischen Wirksamkeit der
Medikamente. Allerdings erlauben die oben genannten Limitationen dieser Studie es
nicht, diese klinische Korrelation auf andere nAMD-Patienten zu Ubertragen. Auf’erdem
gab es keine Untersuchungen von VEGF-Suppressionszeiten in einer Konstellation, in
der die Therapie von Aflibercept auf Ranibizumab umgestellt wurde. Eine weitere
Erkenntnis aus der Studie bestand darin, dass die frihesten Anzeichen einer CNV-
Aktivitat bei den beiden Anti-VEGF-Medikamenten zu einem Zeitpunkt nachgewiesen
werden konnten, der der Halfte der jeweiligen VEGF-Suppressionszeit entsprach. Trotz
der Korrelation der VEGF-Spiegel in den verschiedenen Kompartimenten im Auge
konnen die absoluten und zeitlichen Unterschiede erklaren, warum die klinische Aktivitat
lange vor dem Verschwinden der VEGF-Suppression in der Vorderkammer wieder
auftritt. Ein weiterer Grund fir diese Beobachtung kdnnte sein, dass eine untere
Bestimmungsgrenze in der analytischen Methode fur VEGF von 4 pg/ml zu hoch war
und eine CNV-Aktivitat bei niedrigeren Konzentrationen von VEGF mdglich ist (97).

Gleichzeitig bedeutet das Ende der VEGF-Suppression auch nicht das sofortige
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Auftreten von Anzeichen einer wiederkehrenden CNV-Aktivitat. Die Anwesenheit von
VEGEF ist notwendig, aber nicht ausreichend fur Rezidive, da andere Wachstumsfaktoren
sowie das Komplementsystem eine zentrale Rolle bei der Krankheitsaktivitat spielen.
Aulerdem konnen einzelne Patienten trotz anhaltender VEGF-Suppression eine
anhaltende CNV-Aktivitat aufweisen. Die CNV-Aktivitat bei nAMD ist unregelmafdig und
es ist kein Zusammenhang zwischen dem Wiederauftreten einer CNV und den VEGF-

Suppressionszeiten zu finden (98).

4.4 Nutzen der Studie

Unsere veroffentlichten Daten zu den VEGF-Suppressionszeiten flir Aflibercept und die
veroffentlichten Daten zu den VEGF-Suppressionszeiten von Ranibizumab (89) wurden
von Essing et al. verwendet, um die Dauer der VEGF-Suppression flr den neu
zugelassenen Anti-VEGF-Wirkstoff Brolucizumab vorherzusagen. Ab Marz 2020 ist
Brolucizumab zur Behandlung von nAMD auch in Deutschland erhéaltlich. Die
Verschreibungsempfehlung fiur die intravitreale Brolucizumab-Therapie betragt 6 mg
monatlich fur die ersten drei Dosen, gefolgt von einer Dosis von 6 mg alle acht bis zwolf
Wochen. Die durchgefiihrte Analyse unter Verwendung gut etablierter PK/PD-
Modellierungsprinzipien konnte eine mittlere VEGF-Suppressionszeit von 51 Tagen flr
Brolucizumab vorhersagen. Mit diesen Daten ist angesichts des potenziellen Verlusts
der wirksamen VEGF-Suppression von Brolucizumab nach Tag 48 bis Tag 59 Vorsicht
geboten, bevor die Dosierungsintervalle Uber diesen Zeitrahmen hinaus verlangert
werden (8). Diese PK/PD-Modellierung liefert eine mogliche Erklarung far die
Unterschiede in den funktionellen Ergebnissen, die in den letzten klinischen Studien mit
Aflibercept und Brolucizumab beobachtet wurden. Ein indirekter Vergleich der
Ergebnisse der ALTAIR- und ARIES-Studien mit Aflibercept sowie der HAWK- und
HARRIER-Studien mit Brolucizumab deutet darauf hin, dass im Durchschnitt ein héherer
Anteil der Patienten mit Aflibercept mit zwdlfwochigen oder langeren Intervallen
behandelt werden konnte als mit Brolucizumab (8, 62, 94, 99).

Unsere Studie bietet somit die klinischen Daten, durch die das Verstandnis Uber die
Pharmakokinetik von Aflibercept erweitert werden kann. Die ermittelte mittlere VEGF-
Suppressionszeit von Aflibercept kann in den mathematischen PK/PD-Modellen benutzt
werden, um Vorhersagen Uber die biologische Aktivitat auch weiterer Anti-VEGF-
Medikamente zu treffen. Die individuell unterschiedlich lange VEGF-Suppressionszeiten
sind unter einer Aflibercept-Therapie im Rahmen dieser Studie bei allen Patienten stabil
geblieben. Weitere umfangreiche Studien sind notwendig, um eine Korrelation zwischen
den klinischen Befunden bei nAMD und den individuellen VEGF-Suppressionszeiten von

Aflibercept zu untersuchen.
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5. Zusammenfassung

Die altersabhangige Makuladegeneration (AMD) zahlt heute zu den haufigsten
Erblindungsursachen in den Industrienationen. Die neovaskulare Form der AMD (nAMD)
ist durch die choroidale Neovaskularisation (CNV) charakterisiert. Dabei werden unter
dem Einfluss vom Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) neue Blutgefalie gebildet,
die zu sub- und intraretinalen Makuladdemen, Blutung, Fibrose und letztendlich zum
Visusabfall flhren. Im Fokus der effektiven Therapie steht das Neutralisieren von VEGF
mit dem Antikérper (Bevacizumab), den Antikérperfragmenten (Ranibizumab,
Brolucizumab) und dem Fusionsprotein (Aflibercept). Aflibercept ist seit 2012 auf dem
deutschen Markt zugelassen. Diese prospektive Studie wurde durchgefihrt, um die
klinisch gemessenen intraokularen VEGF-Suppressionszeiten von Aflibercept mit der
vorhergesagten biologischen Aktivitat der mathematischen pharmakokinetischen und
pharmakodynamischen (PK/PD) Modelle zu vergleichen und die empfohlenen
Behandlungsintervalle (Acht-Wochen-Intervalle nach Aufsattigung) zu Uberprifen.

Es wurden 27 Patienten mit einer nAMD eingeschlossen. Die Patienten haben
Aflibercept-Injektionen nach dem Pro-re-nata-Schema erhalten, angetrieben durch
Kontrollen mit SD-OCT (Spectral-Domain Optical Coherence Tomography). Es wurden
132 Kammerwasserproben vor der Aflibercept-lnjektion gesammelt, deren VEGF-
Konzentrationen mit der xXMAP®-(unknown Multi Analyte Profiling)-Technologie der
Firma Luminex® gemessen wurden. Intravitreale Injektionen mit Aflibercept
supprimierten die VEGF-Konzentrationen unter der Nachweisgrenze bei allen Patienten.
Die gemessene mittlere VEGF-Suppressionszeit lag bei 71 + 18 Tagen. Der friheste
Zeitpunkt, zu dem die Suppression nach der Aflibercept-Injektion vor dem Acht-Wochen-
Intervall endete, wurde bei nur einem Patienten detektiert und betrug 55 Tage. Fir 20
Patienten konnte die VEGF-Suppression nach acht Wochen weiterhin nachgewiesen
werden. Der VEGF-Suppressionsstatus der restlichen sechs Patienten war fir dieses
Intervall unsicher.

Die mittlere intraokulare VEGF-Suppressionszeit nach der intravitrealen Aflibercept-
Therapie lag durchschnittlich bei zehn Wochen, was mit der in den PD/PK-Modellen
berechneten biologischen Aktivitat von Aflibercept Ubereinstimmt. Die individuell
unterschiedlich lange VEGF-Suppressionszeiten sind im Rahmen dieser Studie bei allen
Patienten stabil geblieben. Somit bietet unsere Studie klinische Daten, die mehr
Verstandnis Uber die intraokulare Pharmakokinetik von Aflibercept erlauben und eine
Entwicklung mathematischer PK/PD-Modelle zur Einschatzung der Wirksamkeit neuer
Anti-VEGF-Medikamente unterstitzen.
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