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1. Einleitung

Unter den Augenerkrankungen nehmen die Erkrankungen der Netzhaut eine wichtige Stellung
ein. Dabei konnen verschiedene Strukturen betroffen sein.

Die Netzhaut oder Retina ist eine Schicht von spezialisiertem Nervengewebe an der hinteren
Innenseite des Auges von Wirbeltieren, die das auf das Auge auftreffende Licht in
Nervenimpulse umwandelt. Diese Impulse werden in elektrische Signale umgewandelt und an
das Gehirn weitergeleitet, wo schlielich das eigentliche Bild, das wir sehen, entsteht.

In der Mitte der Retina befindet sich die Stelle des schirfsten Sehens, der sogenannte gelbe
Fleck oder die Macula lutea. Ist diese Region von einer Erkrankung betroffen, die zu einem
Absterben der Zellen der Netzhaut fiihrt, spricht man von einer Makuladegeneration.

Neben der juvenilen Form spielt die sogenannte altersabhidngige Makuladegeneration (AMD)
eine bedeutende Rolle. Sie ist die Hauptursache fiir Erblindungen bei dlteren Menschen in den
Industrienationen (Ambati u. a., 2003a). Da zu erwarten ist, dass im Rahmen des
demographischen Wandels das Durchschnittsalter der Bevdlkerung in diesen Léndern weiter
steigen wird, wird vermutlich zukiinftig AMD vermehrt diagnostiziert werden, sodass
Erkennung, Prophylaxe, Entstehung und Therapie dieser Erkrankung an Bedeutung gewinnen

werden.

Bei jliingeren Menschen hingegen ist die hidufigste Ursache fiir eine Erblindung die
diabetische Retinopathie (DRP), die eine Folge von Diabetes-mellitus-Erkrankungen darstellt.
Ist der Punkt des schirfsten Sehens, die Makula, betroffen, spricht man von einer diabetischen
Makulopathie, die zusétzlich mit einem Makuladdem einhergehen kann. Mit der zu
erwartenden, durch die Lebensumstinde bedingten Zunahme von Diabetes-mellitus-
Erkrankungen in der westlichen Welt erscheint eine erfolgreiche Pravention bzw. Therapie der

Folgeschdden, wie z.B. der diabetischen Retinopathie, immer wichtiger zu werden.

1.1 Anatomische Grundlagen

Die Retina grenzt zum Augeninneren an den Glaskorper und ihre &dulere Schicht bildet das
retinale Pigmentepithel (RPE). Diesem schliet sich die Bruchsche Membran an. Es folgen
Aderhaut (Chorioidea bzw. Choroidea) und schlielich die Lederhaut (Sklera), die duBere
Augenbhiille.

Die Retina besteht aus mehreren Schichten. In der &uBleren Schicht (duere Kornerschicht),
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zur Choroidea hin, liegen die Photorezeptoren (Stidbchen fiir das Dammerungssehen und
Zapfen fiir das Tag- und Farbensehen), die mit ihren RezeptorauBlengliedern die Lichtreize
aufnehmen. Das retinale Pigmentepithel versorgt sie dabei mit Néhrstoffen und transportiert
ihre Stoffwechselabbauprodukte zur Aderhaut. Die Signale werden schlieBlich durch bipolare
Zellen, Horizontalzellen und amakrine Zellen (innere Kornerschicht) an die Ganglienzellen
weitergegeben. Die Ganglienzellen liegen zum Glaskorper hin und leiten den Lichtimpuls
tiber die Papille zum Sehnerven weiter. Die Papille selbst ist frei von Photorezeptoren,
weshalb der sogenannte blinde Fleck im Gesichtsfeld entsteht. Temporal der Papille, im
Zentrum der Retina, liegt die Macula lutea, die wegen der Pigmenteinlagerungen ,,gelber
Fleck* genannt wird. In der Macula lutea liegt die Fovea centralis retinae. Sie enthélt nur

Zapfen und stellt somit die Stelle des schérfsten Sehens dar (Grehn, 2008).

1.2 Altersabhingige Makuladegeneration

1.2.1 Epidemiologie

Die fortschreitende Degeneration der Makula in hoherem Lebensalter, die sogenannte
altersabhéngige Makuladegeneration, ist die hdufigste Erblindungsursache im Sinne des
Gesetzes jenseits des 65. Lebensjahres (Ambati u.a., 2003a). Ménner und Frauen sind in
gleicher Weise betroffen, wobei die Auspragung an beiden Augen unterschiedlich sein kann.
Anhand européischer Studien wird die Pridvalenz von Spétformen der AMD bei 70-Jdhrigen
auf 1,4% geschitzt, bei 80-Jahrigen steigt sie auf 5,6% und bei 90-Jdhrigen liegt sie bei 20%
(Rudnicka u. a., 2012). Man geht davon aus, dass allein 2006 ungefihr 4,5 Millionen
Deutsche an AMD litten (Holz u. a., 2006). Schitzungen ergeben, dass die Zahl der Fille von
AMD-Neuerkrankungen von 5285 im Jahr 2010 auf 7340 im Jahr 2030 ansteigen wird,
sodass 2030 die Inzidenzrate bei 9,5 Erkrankten pro 100.000 Personen liegt (Finger u. a.,
2011).

1.2.2 Formen der AMD und Risikofaktoren

Die AMD kommt sowohl in der sogenannten trockenen als auch in der feuchten oder
exsudativen Form vor. Bei der weitaus hiufigeren (ca. 85%) trockenen Form kommt es durch
Ablagerungen  von  Stoffwechselendprodukten, den  sognannten ,Drusen”, zu

Verschlechterungen im Stoffwechsel der Netzhaut und zu Verdnderungen der Durchblutung
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und Nervenfunktion. Dies fiihrt zu Pigmentverschiebungen im Zentrum der Retina und
schlieBlich zu einer Atrophie des Pigmentepithels und der sensorischen Netzhaut.

Bei der feuchten Form kommt es aufgrund von Defekten in der Bruchschen Membran und im
Pigmentepithel zu Fliissigkeitsansammlungen unterhalb des Pigmentepithels und der
Netzhaut. Es entstthen Odeme mit Pigmentepithelabhebungen oder serdsen
Netzhautabhebungen. Pathologische choroidale GefiBle konnen durch Liicken im
Pigmentepithel und in der Bruchschen Membran wachsen, man spricht von einer choroidalen
Neovaskularisation (CNV). Diese neuen GefdBe neigen aufgrund ihres unzureichenden
Wandaufbaus dazu, zu bluten und die Makula zu zerstoren. Liegt die Gefalneubildung unter
dem Pigmentepithel, spricht man von einer okkulten CNV; ist sie durch das Pigmentepithel
durchgebrochen und liegt somit im subretinalen Raum, spricht man von einer klassischen
CNV. Im Spitstadium kann es zur Bildung einer fibrovaskuliren Membran kommen (Grehn,
2008).

Die genauen Entstehungsmechanismen der altersabhéngigen Makuladegeneration sind noch
nicht abschliefend geklért. Es scheint sich um ein multifaktorielles Geschehen zu handeln, bei
dem sowohl endogene als auch exogene Risikofaktoren eine Rolle spielen. Eine genetische
Pradisposition wurde nachgewiesen (Dewan u. a., 2006; Haddad u. a., 2006; Klaver u. a.,
1998; Meyers, 1994; Scholl u. a., 2005), auBerdem begiinstigt erhohter Nikotingenuss, an
einer AMD zu erkranken (Chakravarthy u. a., 2007; Vingerling u. a., 1996). Weitere Faktoren,
wie zum Beispiel intensive Sonneneinstrahlung, Ubergewicht, ethnische Zugehdrigkeit und
Irisfarbe werden als Krankheitsausloser diskutiert (Frank u. a., 2000).

Bei genetischen Analysen von Patienten ist aufgefallen, dass ca. 50-70% der Betroffenen eine
Veranderung am sogenannten CFH-Gen aufweisen. Es kodiert fiir die Proteinbiosynthese des
Komplementfaktor H, der sich u.a. im retinalen Gewebe findet. Im alternativen
Aktivierungsweg des Komplementsystems wirkt der Faktor H hemmend, sodass die
komplementvermittelte Lyse verhindert wird. Fehlt nun, wie bei einigen Patienten
beschrieben, dieser Faktor H, findet die Lyse von Photorezeptoren und RPE ungehemmt statt

(Hageman u. a., 2005; Robert J. Klein u. a., 2005; N. Patel u. a., 2008).

1.2.3 Pathogenese

Die genauen Ursachen fiir die Entstehung einer AMD sind bislang nicht bekannt. Das retinale
Pigmentepithel und seine Verdanderungen im Alterungsprozess scheinen aber eine wichtige

Rolle in der Pathogenese =zu spielen. Im gesunden Auge phagozytieren die



Pigmentepithelzellen die verbrauchten Membranscheibchen der Rezeptoraulenglieder
(Young, Bok, 1970). Die Scheibchen werden lysosomal abgebaut und die Abbauprodukte
werden durch die Bruchsche Membran an die Choroidea zum Abtransport weitergeleitet. Das
sogenannte ,,Alterspigment® Lipofuszin, ein Teil des degenerierten Materials, das nicht weiter
abgebaut werden kann, wird in den RPE-Zellen gespeichert (Boulton u. a., 1994). Mit
zunehmendem Alter akkumuliert Lipofuszin und es kann zu Stérungen im Abbauprozess
kommen. Die Stoffwechselendprodukte konnen sich zwischen Basalmembran des RPE und
Bruchscher Membran als sogenannte Drusen einlagern, die sich funduskopisch als gelblich-
weille Ablagerungen darstellen. Thre genaue Entstehung und Zusammensetzung ist nicht
abschliefend geklart. Sie enthalten u.a. verschiedene Proteine, Komplementfaktoren,
Glykoproteine und RPE-Zellfragmente. Drusen gelten als erstes klinischen Anzeichen einer
AMD, anhand ihres Auftretens und ihrer Struktur lassen sich verschiedene Stadien der
Erkrankung festmachen (Bird u. a., 1995). Die Ablagerungen konnen eine Verdickung der
Membran, eingeschrinkte Permeabilitit und verminderten Stoffaustausch zwischen RPE und
Choroidea (Abdelsalam u. a., 1999) verursachen. Es kommt zur Degeneration und Atrophie
des RPE. Die RPE-Insuffizienz fiihrt zum Absterben der Photorezeptoren (trockene Form der
AMD) (Fauser u. a., 2003). GroB3e Drusen koénnen zur Abhebung des RPE und zu Liicken und
Spaltbildungen zwischen der Basalmembran des RPE und der inneren kollagenen Schicht der
Bruchschen Membran fiithren, durch die schlieBlich Gefaf3e der Choroidea einwachsen konnen
(Abdelsalam u. a., 1999).

AuBlerdem konnen die extrazelluldren Ablagerungen lokale chronische Entziindungen
induzieren. Sie locken dendritische Zellen an, die als Phagozyten und Immunzellen agieren.
Dendritische Zellen, Makrophagen und RPE-Zellen sezernieren ihrerseits verschiedene
Zytokine und angiogenetische Faktoren, sodass ein Entziindungsgeschehen aufrechterhalten
wird (de Jong, 2006). Zusammen mit den oben erwédhnten Vorgidngen innerhalb des
Komplementsystems scheint die AMD also auch eine entziindliche Komponente aufzuweisen.
Durch die Um- und Abbauvorginge im RPE und der Bruchschen Membran sowie durch eine
zusitzliche altersbedingte Verdiinnung der gefdfireichen Choroidea kommt es zu einer
Hypoxie der Photorezeptoren (Ramrattan u. a., 1994). Diese Sauerstoffunterversorgung ist
Reiz zur Bildung von VEGEF, vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktoren, die die Bildung
von Neovaskularisationen fordern und somit den Weg fiir die Entwicklung einer feuchten

AMD ebnen (Mousa u. a., 1999).

Unter dem Begriff VEGF (vascular endothelial growth factor) wird eine Proteinfamilie von
Wachstumsfaktoren zusammengefasst, zu der VEGF A bis F und der placental growth factor
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(PIGF) zéhlen. VEGEF spielt sowohl bei der Vaskulogenese als auch bei der Angiogenese eine
wichtige Rolle. Viele Tumoren exprimieren zudem VEGF, da Neovaskularisationen in der
Tumorgenese eine wichtige Rolle spielen (Jakeman u. a., 1993; Klagsbrun, D’ Amore, 1996;
Risau, 1994).Von VEGF-A wurden bislang neun Isoformen identifiziert, von denen die
langeren zellstdndig sind (Takahashi, Shibuya, 2005). VEGF-A fiihrt zur Mitose und
Migration von vaskuldren Endothelzellen, auBlerdem wirkt es chemotaktisch auf
Makrophagen und Monozyten (Dias u. a., 2011). AuBler an der Proliferation von
Endothelzellen und der Verhinderung der Apoptose dieser Zellen ist VEGF-A an der Bildung
von Gefdflumina und der Verlingerung von GefaBlen beteiligt (Hoeben u. a., 2004). Dariiber
hinaus gilt es als Vasodilatator, indem es die Bildung von Stickstoffmonoxid beeinflusst
(Valdes u. a., 2009). VEGF-A fiihrt zu einer Erhohung der vaskuldren Permeabilitit (Lal u. a.,
2001), unter anderem durch die Lockerung der tight junctions der Endothelzellen (Wang u. a.,
2001) und die Induzierung endothelialer Fenestrierung (Roberts, Palade, 1995), sodass
Odembildungen begiinstigt werden. VEGF-B ist in der embryonalen Vaskulogenese
involviert, VEGF-C und VEGF-D tragen zur Lymphangiogenese bei, VEGF-E wird von Viren
kodiert und VEGF-F ist Bestandteil von Schlangengiften (Shibuya, 2011). Zu den
ausldsenden Faktoren fiir die Produktion von VEGF zihlt die Hypoxie. Uber die sogenannten
hypoxieinduzierten Faktoren, beispielweise HIF-la, wird die Ausschiittung von VEGF
bewirkt (Kinnunen u. a., 2012). VEGF bindet an seinen Rezeptor, eine Tyrosinkinase,
wodurch das Signal ins Zellinnere weitergeleitet wird. Es sind bislang drei Rezeptoren
bekannt (VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3), an die die verschiedenen VEGF-Formen mit
unterschiedlicher Affinitdt binden. VEGF-A kann beispielsweise nur an VEGFR-1 und
VEGFR-2 binden (Dias u. a., 2011; Shibuya, 2011). Wenn nicht anders angegeben, ist im
Folgenden mit dem Ausdruck ,,VEGF*“ VEGF-A gemeint.

1.2.4 Klinische Symptome und Diagnose

Patienten bemerken eine langsame Verschlechterung der Sehschirfe und der Lesefdhigkeit.
Bei der feuchten Form mit Makuladdem tritt oftmals ein plotzlicher Visusverlust auf, es
kommt bei den Patienten zu Metamorphopsien (Verzerrtsehen), Mikro- oder Makropsie sowie
zu einer Abnahme des Kontrastempfindens und des Farbensehens. Zentrale
Gesichtsfeldaustille treten auf. Die Diagnose der AMD wird durch die Funduskopie bei
erweiterter Pupille gestellt. Eine Stadieneinteilung der AMD kann mit Hilfe der
Fluoreszenzangiographie (FA) vorgenommen werden, eine Indocyaningriinangiographie kann

weitere Informationen z.B. {iber choroidale Verdnderungen liefern. Mit der optischen
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Kohérenztomographie (OCT) konnen Schnittbilder des Augenhintergrundes in hoher

Auflosung aufgenommen werden (Grehn, 2008).

1.2.5 Therapie

Fiir die trockene Form der AMD gibt es keine gesicherte Therapicoption. Neben der
Verminderung der Risikofaktoren wie Nikotinabusus und Ubergewicht wird generell eine
Einnahme von speziellen Nahrungserginzungsmitteln empfohlen (Ho u. a., 2011; van
Leeuwen u. a., 2005). In der amerikanischen ARED-Studie (Age-related-eye-disease-Studie)
wurden Hinweise gefunden, dass durch die hochdosierte Gabe von Mikrondhrstoffen und
Antioxidantien (Vitamin C, Zink, Karotinoide) die Progression der Erkrankung reduziert
werden kann. Daneben existieren noch einige zum Teil medikamentdse Therapieansitze, die
sich aber alle noch im Entwicklungsstadium befinden (Damico u. a., 2012). Es wird
beispielsweise versucht, den Sehzyklus so zu modulieren, dass die Anreicherung von
Lipofuszin gemindert wird (Gerste, 2012). Ansonsten sind vergroBBernde Sehhilfen ein
wichtiges Hilfsmittel fiir Betroffene.

Bei der feuchten Form der AMD hat sich inzwischen die intravitreale Gabe von VEGF-
Inhibitoren durchgesetzt. Durch die Herunterregulierung von VEGF sollen die pathologischen
Neovaskularisationen im Auge unterbunden werden. VEGF-A gilt als potentestes
proangiogenetisches Protein, das eine Hauptrolle in der Pathogenese der CNV spielt (Dias u.
a., 2011, Kwak wu. a., 2000). Das humanisierte, rekombinante, monoklonale
Antikorperfragment Ranibizumab (Handelsname Lucentis®, Hersteller Novartis) bindet mit
erhohter Affinitdit VEGF-A und ist offiziell zur Therapie der feuchten AMD seit 2007 in
Deutschland zugelassen. Daneben wird Bevacizumab (Handelsname Avastin®, Hersteller
Roche), der komplette monoklonale Antikorper, der alle Isoformen von VEGF-A hemmt, im
off-label-use zur Therapie eingesetzt. Ein gingiges Behandlungsschema in Deutschland, das
auch am Zentrum fiir Augenheilkunde des Universititsklinikums Koln angewendet wird, sieht
wie folgt aus: Patienten mit feuchter AMD erhalten initial drei aufeinanderfolgende,
monatliche intravitreale Injektionen von 0,5 mg Ranibizumab. Nach dieser Behandlungsserie
erfolgen monatliche Kontrolluntersuchungen, bei der Spektral-Doménen
Kohirenztomographie (SD-OCT)-Aufnahmen, ETDRS (early treatment diabetic retinopathy
study)-Visus-Untersuchungen und Fundusbeurteilungen Aufschluss iiber den Therapiezustand
des Patienten geben. Fluoreszenzangiographie und Indocyaningriinangiographie werden in
unklaren Féllen angewendet. Flissigkeit im OCT bzw. Leckagen in der

Fluoreszenzangiographie, Visusverlust von fiinf oder mehr Buchstaben oder neue intra- bzw.
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subretinale Blutungen definieren hierbei ein Rezidiv bzw. eine Persistenz der CNV- Aktivitit.
Liegt ein Rezidiv oder eine Persistenz vor, erfolgt eine erneute Behandlung mit drei

monatlichen intravitrealen Injektionen von Ranibizumab.

1.3 Diabetische Retinopathie und diabetisches Makulatdem

Komplikationen einer Diabetes-mellitus-Erkrankung stellen Vaskularisationsstorungen,
sowohl in Form von Makro- als auch Mikroangiopathien, dar. Am Auge der Patienten
manifestieren sich diese Folgeschidden als sogenannte diabetische Retinopathie (DRP). Ist
dabei die Makula betroffen, sodass es zum fortschreitenden Verlust der zentralen Sehschérfe
kommt, spricht man von einer diabetischen Makulopathie. Die Ursache hierfiir kann ein durch

die GefaBschdadigungen hervorgerufenes Makuladdem sein.
1.3.1 Epidemiologie

Die diabetische Retinopathie ist die hédufigste Erblindungsursache in der erwerbsfdhigen
Bevolkerung (20.-65. Lebensjahr) der Industrieldnder. Sie ist die hdufigste mikrovaskulére
Komplikation bei Diabetes mellitus. Nach 20 Jahren leiden an ihr ca. 90% der Diabetiker
(Lang, 2004). Das diabetische Makuladdem (DME) ist die Hauptursache fiir einen zentralen
Sehschérfeverlust bei Patienten mit diabetischer Retinopathie (Fraser-Bell u. a., 2008). In der
“Wisconsin Epidemiologic Study of Diabetic Retinopathy” (WESDR, (Klein u. a., 1995)
betrug die Inzidenz fiir DME iiber einen Zeitraum von zehn Jahren 20,1% fiir Patienten mit
Typ-1-Diabetes und 25,4% fiir Patienten mit Typ-2-Diabetes mit Insulinbehandlung. Mit der
steten Zunahme des Lebensdurchschnittsalters und der Verlagerung zu einer fett- und
kohlehydratreichen Erndhrung werden die Zahl der Diabetiker und auch die Erkrankungsfille
der diabetischen Retinopathie weltweit weiter zunehmen (Grehn, 2008). Nach Prognosen der
WHO wird die Zahl der Neuerblindungen durch Diabetes in Deutschland von 1728 im Jahr
2010 auf 2171 im Jahr 2030 ansteigen (Knauer, Pfeiffer, 2006).

1.3.2 Formen der diabetischen Retinopathie und Risikofaktoren

Man teilt die DRP in die nichtproliferative diabetische Retinopathie und die proliferative
diabetische Retinopathie ein.

Bei der nichtproliferativen diabetischen Retinopathie unterscheidet man je nach Anzahl der
Mikroaneurysmen, Blutungen, Verdickungen der Venen und Schweregrad der intraretinalen

mikrovaskulidren Anomalien (IRMA) eine milde, médBige und schwere Form.
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Die proliferative diabetische Retinopathie ist durch GefaBneubildungen gekennzeichnet.
Liegen diese Neovaskularisationen an der Papille, spricht man von einer NVD
(neovascularization of the disc), finden sie sich an anderer Stelle, beispielsweise an den
groBen Gefdllen, bezeichnet man dies als NVE (neovascularization elsewhere). Ist der
Bereich der Makula in Mitleidenschaft gezogen worden, liegt eine diabetische Makulopathie
vor. Es konnen Mikroaneurysmen, Punktblutungen und Lipidablagerungen (,,harte Exsudate*)
festgestellt werden. Bei einer auftretenden Verdickung der Netzhaut im Bereich der Makula,
dem Makuladdem, unterteilt man je nach Ausbreitung in ein diffuses und ein fokales
Makuladdem. Von einem klinisch signifikanten Makuladdem, d.h. von einem
visusbedrohenden Makuladdem, spricht man, wenn die Verdnderungen ganz oder teilweise
innerhalb eines Papillendurchmessers von der Foveola entfernt liegen (Hammes u. a., 2004).
Liegt eine ischdmische Komponente vor, sodass die Perfusion des Kapillarnetzes rund um die
Fovea in ausgedehnten Bereichen zum Erliegen kommt, bezeichnet man dies als ischdmische
Makulopathie (Grehn, 2008).

Als Hauptrisikofaktor fiir die Entstehung einer diabetischen Retinopathie gilt die schlechte
Blutzuckereinstellung. Weiterhin wirken sich arterielle Hypertonie und Nikotingenuss

ungiinstig auf den Verlauf aus (Eliasson, 2003; Kamoi u. a., 2013).

1.3.3 Pathogenese

Bei der diabetischen Retinopathie handelt es sich um eine Mikroangiopathie. Durch die
Hyperglykdmie im Rahmen der Diabetes-mellitus-Erkrankung kommt es zu Verdickungen der
Basalmembranen der GefiBle, zu Perizytenverlust und einem Untergang von
Gefidllendothelzellen. Kapillarverschliissse und retinale Ischdmie sind die Folge. Um die
retinale Hypoxie auszugleichen, werden neue GefdBle gebildet. Dazu werden angiogene
Faktoren, wie VEGF, gebildet. Die GefdBBpermeabilitit nimmt zu, sodass es zu einem
Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke kommen kann und ein Netzhautddem entstehen

kann.

1.3.4 Klinische Symptome und Diagnose

Die Patienten bemerken oft erst im Spétstadium Symptome. Es stellen sich
Sehverschlechterungen oder eine plotzliche Erblindung ein. Durch ein diabetisches
Makuladdem kann es u.a. zu unscharfem oder verzerrtem Sehen und zu Sehproblemen in der
Dunkelheit kommen. Liegt eine proliferative diabetische Retinopathie vor, wachsen

zusammen mit den Neovaskularisationen fibrovaskuldre Membranen, die sich an den
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Glaskorper legen und durch Kontraktionen eine Traktionsablatio herbeifiihren koénnen.
AuBlerdem kann es zu plotzlichen Glaskorperblutungen kommen, da die Wénde der
neugebildeten Gefdlle oft instabil sind. Dramatische Sehverschlechterungen sind die Folge.
SchlieBlich konnen sich die neuen GefaBle auch an der Iris (Rubeosis iridis) und am
Kammerwinkel bilden, sodass eine Erblindung durch ein sich entwickelndes sekundires
neovaskuldres Glaukom eintreten kann (Grehn, 2008). Ophthalmoskopisch kdénnen
Blutungen, = Mikroaneurysmen und  harte = Exsudate  erkannt werden. Die
Fluoreszenzangiographie ldsst zwischen Aneurysmen und Blutungen unterscheiden und stellt
CNV dar. Mittels OCT lassen sich letztere noch priiziser abbilden, Odeme konnen

nachgewiesen werden.

1.3.5 Therapie

Generell sind regelmédBige Kontrolluntersuchungen beim Augenarzt wichtig, um frithzeitig
Veranderungen festzustellen und gegebenenfalls entsprechende TherapiemaBBnahmen
einzuleiten. Bei fortgeschrittenen oder exsudativen Retinopathien besteht die Moglichkeit der
Laserkoagulation. Bei Glaskorperblutungen und Netzhautablésung mit Membranbildung
muss meist eine Entfernung des Glaskorpers, eine Vitrektomie, durchgefiihrt werden.
Antiangiogenetische und entziindungshemmende Wirkung haben Glukokortikoide, die
intravitreal verbreicht werden konnen und bei einem diabetischen Makuladdem zur
Stabilisierung der Blut-Retina-Schranke und auch bei der proliferativen Form eingesetzt
werden. Daneben sind die optimale Einstellung der Blutzuckerwerte, die Behandlung von
Bluthochdruck, Hyperlipidimie und die Anderung des Lebensstil in Richtung mehr
korperlicher Bewegung, Abbau von Ubergewicht und Nikotinkarenz wichtige Bestandteile
der Therapie. Erst seit dem Jahr 2011 ist der VEGF-Inhibitor Ranibizumab in Deutschland
bzw. seit 2012 in den USA fiir die Behandlung des diabetischen Makuladdems zugelassen.

2.  Ziel dieser Arbeit

Da die Pathogenese der AMD und des diabetischen Makuladdems sowie der genaue
Wirkmechanismus von VEGF bzw. die Wirkweise von VEGF-Inhibitoren noch nicht
abschlieend gekléart ist, soll die Rolle von VEGF und anderen Zytokinen im Rahmen dieser
Krankheitsgeschehen néher betrachtet werden. Es liegen zwar zahlreiche Untersuchungen zu
Morphologie und Funktion der Retina unter Behandlung mit Ranibizumab vor, aber es gibt

nur wenige Studien die das eigentliche Zielmolekiill VEGF, also die Spiegel von VEGF im
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Auge, untersucht haben. Diese Studien haben VEGF in Vorderkammerproben gemessen
(Bakri u. a., 2007; Funk u. a., 2009). In der vorliegenden Arbeit sollen sowohl VEGF als auch
andere pro- bzw. antiangiogenetische und entziindungsassoziierte Zytokine analysiert
werden. Ziel dieser Arbeit ist es, zu untersuchen, welche Zytokine vor Beginn der Therapie
mit intravitreal verabreichtem Ranibizumab im Kammerwasser der AMD- und DME-
Patienten nachweisbar sind und wie sich die Zytokinspiegel im Therapieverlauf, vor allem in
einer Langzeitbehandlung von bis zu drei Jahren, dndern. AuBBerdem soll erdrtert werden, ob
das Zytokinmilieu und der Therapieerfolg in Zusammenhang stehen. Alle Faktoren werden
auch in Plasmaproben vor und wéhrend der Anti-VEGF-Behandlung analysiert, um die
systemische Ebene der Krankheitsprozesse zu betrachten. Die Messwerte werden mit denen
einer gesunden Kontrollgruppe, die sich einer Katarakt-Operation unterzog, verglichen. Die
Frage, ob ein entziindliches Geschehen in der Pathogenese der AMD oder auch des DME eine

Rolle spielt, soll erdrtert werden.
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3. Material und Methoden

Die vorliegende Arbeit ist Teil einer prospektiven Beobachtungstudie, die am Zentrum fiir
Augenheilkunde der Universitéitsklinik Kéln durchgefiihrt wird. Von allen Patienten liegen
schriftliche Einverstdndniserkldrungen vor. Das Protokoll wurde von der Ethikkommission
der Universitit zu Koln genehmigt (Referenznummer 11-027) und folgt den Grundsétzen der
Deklaration von Helsinki. Diese Studie wurde bei ClinicalTrials.gov Identifier:

NCT01213667 registriert.

3.1 Einschlusskriterien und Ausschlusskriterien

Die AMD-Patienten, die in die Studie eingeschlossen wurden, wiesen eine aktive sub- oder
juxtafoveale CNV als Folge der AMD auf;, dies wurde durch eine Spektral-Dominen
Kohérenztomographie und Fluoreszenzangiographie mit Indocyaningriin bestétigt. Zudem
musste das Studienauge eine Sehschirfe mit bester Korrektur von >20 ETDRS Buchstaben
aufweisen und es durfte zuvor keine Behandlung fiir exsudative AMD erhalten haben, wie
z.B. photodynamische Therapie oder intravitreale Injektionen. Weitere Ausschlusskriterien

waren ophthalmologische Operationen, ausgenommen Katarakt-Operationen.

In die Gruppe der Diabetiker wurden Patienten, bei denen eine Diabetes-mellitus-Erkrankung
diagnostiziert wurde und die ein diabetisches Makulabdem (DME) aufwiesen, eingeschlossen.
Die Feststellung des Odems erfolgte mit Hilfe der Spektral-Dominen Kohirenztomographie
und der Fluoreszenzangiographie mit Indocyaningriin. Zudem musste das Studienauge eine
Sehschirfe mit bester Korrektur von >20 ETDRS Buchstaben aufweisen. Es durfte keine
Vorbehandlung des DME, beispielsweise durch intravitreale Injektionen, vorgenommen
worden sein. Zu den weiteren Ausschlusskriterien zdhlten ophthalmologische Operationen
auBBer Katarakt-Operationen und systemische Erkrankungen, die nicht mit der Diabetes-

mellitus-Erkrankung im Zusammenhang standen.

Fiir die Kontrollgruppe wurden Patienten, die sich einer Katarakt- oder Epiretinale-Gliose-
Operation unterzogen, rekrutiert. AMD, DRP und schwerwiegende systemische Erkrankungen

galten als Ausschlusskriterien.
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3.2 Diagnose und Behandlung

Initial erhielten die AMD-Patienten drei aufeinanderfolgende, monatliche intravitreale
Injektionen von 0,5mg Ranibizumab (Lucentis®). Es schlossen sich monatliche
Kontrolluntersuchungen an, in denen SD-OCT-Aufnahmen, Sehschérfetests (standardisiert
nach ETDRS) und Fundusbeurteilungen durchgefiihrt wurden. Fluoreszenz- bzw.
Indocyaningriinangiographie wurde nur bei unklaren Féllen durchgefiihrt. Wurde in der OCT
Fliissigkeit oder bei der Fluoreszenzangiographie eine Leckage nachgewiesen oder wurde ein
Verlust von >5 Buchstaben beim ETDRS-Visus bzw. neue intra- oder subretinale Blutung
festgestellt, so wurde dies als Rezidiv oder Persistenz der CNV-Aktivitit definiert. Im Falle
eines Rezidivs bzw. einer Persistenz wurde eine erneute Serie von drei intravitrealen
Injektionen mit Ranibizumab angeordnet. Da in Deutschland die Ranibizumab-Spritzen erst
nach einem schriftlich gestellten Antrag bei der Krankenkasse genehmigt werden, kommt es
bei jedem einzelnen Fall zu Verzégerungen zwischen der Indikationsstellung und der
Behandlung. Durch die so entstandenen unterschiedlichen Intervalle zwischen den einzelnen

Spritzen konnte die Suppressionsdauer von VEGF bestimmt werden.

Bei den diabetischen Patienten wurden als Initialbehandlung drei intravitreale Injektionen mit
je 0,5 mg Ranibizumab im Abstand von je vier Wochen verabreicht. Nach einem Monat
schloss sich eine Kontrolluntersuchung an, bei der unter Beriicksichtigung der Befunde von
Fundusuntersuchung, OCT, Fluoreszenangiographie und des Visusverlaufs {iber -eine
Weiterbehandlung entschieden wurde. Eine Fortsetzung der Behandlung erfolgte bis zur
Stabilisierung der Erkrankung, das bedeutet bis kein weiterer Visusanstieg oder kein Odem
mit fovealer Beteiligung in SD-OCT oder Fluoreszenzangiographie bei den letzten drei
monatlichen Kontrollen mehr nachgewiesen werden konnte. Die Gabe von Ranibizumab
wurde nach einer Unterbrechung wieder aufgenommen, wenn im Rahmen der monatlichen
Untersuchungen Hinweise auf eine neue Aktivitdt festgestellt werden konnten. Kriterien
hierfiir waren die signifikante Zunahme des Makuladdems mit fovealer Beteiligung im OCT,
die signifikante Zunahme der angiographischen Leckage im Bereich der Fovea sowie ein
klinisch signifikanter Visusverlust (Behandlungsschema orientiert an der Stellungnahme der
Deutschen Ophthalmologischen Gesellschaft, der Retinologischen Gesellschaft und des
Berufsverbandes der Augenirzte Deutschlands zur Therapie der Diabetischen Makulopathie,

Stand Dezember 2010 (DOG u. a., 2011)).
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33 Messung von vascular endothelial growth factor und anderen Zytokinen

3.3.1 Gewinnung der Vorderkammer-Proben

Vor jeder intravitrealen Injektion bzw. vor der eigentlichen Katarakt-Operation wurde dem
Patienten mittels limbaler Parazentese mit einer 30-gauge Nadel, die auf eine Insulinspritze
gesetzt wurde, 0,1 ml Vorderkammerfliissigkeit abgenommen. Die Probe wurde sofort

bei -80 °C in einem sterilen Polypropylengefa3 bis zur Analyse gelagert.

3.3.2 Gewinnung der Blutproben

Kurz vor dem Eingriff wurde dem Patienten vendses Blut mittels Butterflynadel und
Monovette® (K-EDTA-Réhrchen, 2,7 ml) abgenommen, das Rohrchen wurde mehrmals
behutsam geschwenkt. Innerhalb von 30 Minuten wurde das EDTA-Ro6hrchen in der
Zentrifuge bei 1000 X g fiir die Dauer von 10 Minuten und bei 4 °C zentrifugiert. Mittels
steriler Einmalpipette wurden zwei sterile Polypropylengefd3e mit ca. 0,5 ml Plasma befiillt

und ebenfalls unverziiglich bei -80 °C gelagert.

3.3.3 Messung der Proben

Die Blut- und Vorderkammerproben wurden iiber Nacht im Kiihlschrank auf Eis aufgetaut.
Die Analyse der Proben wurde mit der Luminex®-xMAP-Mikrosphéiren—Multiplex-
Technologie durchgefiihrt (Luminex®200 ", Luminex Incorporated, Austin, Texas).

Die sogenannte Luminex"“-Technologie ermdglicht es, bis zu einhundert verschiedene
Parameter in einer einzigen Probe und einem Messvorgang quantitativ zu bestimmen. Das
Probenvolumen kann dabei sehr klein sein (30-100 ul). Es kommen mikroskopisch kleine
Polystyrolpartikel, sogenannte Mikrosphiren oder Beads, mit distinkten Fluoreszenz-
Signaturen zum Einsatz, die analog zu beispielsweise einem Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA) als Festphase filir verschiedene biochemische Nachweisreaktionen dienen.
Sphédren eines bestimmten Fluoreszenz-Musters sind mit Antikorpern fiir bestimmte
Zielanalyte beladen. Standards und Proben werden in Mikrowell-Platten pipettiert,
vorhandene Zytokine werden an die Antikorper-beladenen Sphiren gebunden. Es werden mit
Biotin gekoppelte Reporter-Antikorper, die spezifisch fiir die jeweiligen Analyte sind, hinzu
gegeben, iiberschiissiges Reagenz wird abgespiilt und nach Analyt-Antikdrperbindung werden
Fluoreszenz-Reporter-Antikdrper (Phycoerithrin) zugegeben. Es erfolgt eine Farbreaktion in

Abhingigkeit von den zuvor gebundenen Zytokin-Mengen. Der Luminex”®-200-Reader
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erkennt durch ein Doppel-Lasersystem zundchst die Fluoreszenz-Signatur der Sphire und
dann die Intensitdt der Reporter-Fluoreszenz. So wird zuerst der Analyt klassifiziert und dann
die Menge des aufgenommenen Zielanalyten bestimmt. Fiir die Luminex”®-Technologie
wurden am Zentrum fiir Augenheilkunde der Universitdtsklinik Kéln durch umfangreiche
Vorversuche Standard-Protokolle fiir die Messung von Vorderkammerproben adaptiert und
etabliert, da die Standard-Methodik sdmtlicher Hersteller bislang nicht fiir die Messung von
Vorderkammerproben ausgelegt ist. Diese wurden mit ELISAs verifiziert. Die Luminex*-Kits
wurden iiber die Firma R&D-Systems, Deutschland bezogen.

Die Messungen wurden gemiB den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Einen Uberblick
iiber das Analyseprotokoll gibt Abbildung 1.
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Platte befeuchten,
Zugabe von Mikropartikeln und Probe oder Standard

Inkubation: 2 Stunden bei
Raumtemperatur auf dem Schittler

3 Waschvorgange,
3' 3‘ :\h,?‘ Zugabe von Biotin-Antikorper-Cocktail
Inkubation: 1 Stunde bei
Raumtemperatur auf dem Schttler
g b 3‘,1‘ 3 Waschvorgange,
I X b4 b Zugabe von Streptavidin-Phycoerithrin (SPE)
Inkubation: 30 Minuten bei
Raumtemperatur auf dem Schiittler
3 Waschvorgange,
? ;?; Zugabe von Waschpuffer
l Inkubation: 2 Minuten bei
Raumtemperatur auf dem Schiittler

Analyse mit Luminexgerdt

8 probe &Detektmnsannkérper Mit Antikérper beladene ;‘f\, SPE
Mikrosphare )

Abbildung 1: Uberblick iiber das Analyseprotokoll mit der Luminex®-Technologie

Eigene Darstellung modifiziert nach einer Graphik von life-technologies ™, mit Bildern von Labortechnik Siisse

bzw. performcentre.concordia.ca

Um verschiedene Analyte messen zu konnen, wurden unterschiedliche Kits desselben
Herstellers verwendet (R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland). Die jeweiligen
Detektionslimits der einzelnen Analyte sowie die angewendeten Verdiinnungen und
Probenvolumina sind Tabelle 1 zu entnehmen. Die Proben wurden jederzeit vor
Lichteinwirkung geschiitzt. Die Standardkurven wurden mit Hilfe der dem Kit beigefiigten

Referenzstandards generiert.
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Tabelle 1: Detektionslimit der Analyte

Fluorokine® MAP VersaMAP"" Human Fluorokine™ Fluorokine® MAP
Human Angiogenesis | Custom Multi-Analyte MAP Human Human Angiogenesis
Base Kit A Profiling Development Base Kit A Base Kit A 2012
System

IL-1B - 8,2 32 -

IL-4 - - 5,1 -

IL-6 - 18,4 6,7 -

IL-8 - 13,5 4,0 -

IL-10 - 9,1 44 -

IL-12 - - - -

IL-17 - - 35 -

IFN-g - 27,2 4,4 -

TNF-a - - 6,1 -

MCP-1 - 12,9 2,8 -

CRP - 129 - -

ICAM-1 - 1323 - -

VCAM-1 - 5693 - -

Angiogenin | 2,49 - - -

Endostatin | 21,97 - - -

PIGF 2,44 - - -

PDGF-AA | 1,46 - - -

THBS-2 54,19 - - -

VEGF 2,24 16,44 3.9 2,0

FGF-a 5,37 - - -

Detektionslimit der einzelnen Analyte in pg/ml. ,.-,= Analyt wurde nicht gemessen. Fiir Fluorokine® MAP

Human Angiogenesis Base Kit A betragt das Probenvolumen 100 ul, die Verdiinnung fiir Angiogenin 1:10, fiir
alle anderen Analyte 1:2; fiir VersaMAP" Human Custom Multi-Analyte-Profiling Development System betrigt
das Probenvolumen 50 ul, die Verdiinnung fiir die Plasmaproben 1:5, die Vorderkammerproben wurden nicht
verdiinnt; fiir Fluorokine® MAP Human Base Kit A betrigt das Probenvolumen 50 ul, die Verdiinnung der
Plasmaproben 1:4; fiir das Fluorokine® MAP Human Angiogenesis Base Kit A betréigt das Probenvolumen 100
ul, die Verdiinnung 1:2.
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3.3.4 Patientendaten

Fiir die folgenden Untersuchungen wurden 54 Patienten in die Gruppe der Patienten mit AMD
eingeschlossen. Das Durchschnittsalter dieser Gruppe betrug 80,46 Jahre (SD +7,3). Es
wurden die Daten von 16 Patienten mit DME analysiert. Das Durchschnittsalter dieser Gruppe
betrug 67,3 Jahre (SD + 10,1). In die Kontrollgruppe wurden insgesamt 32 Personen
eingeschlossen. Das Durchschnittsalter der Kontrollgruppe betrug 70,7 Jahre (SD+ 9,1). Fiir
jeden Patienten wurden folgende Daten erhoben und gespeichert: Alter, Geschlecht,
Studienauge, Einschlussdatum, Datum der Untersuchung bzw. Behandlung, Sehschirfe
(ETDRS), CNV-Status (,,trocken” = kein Odem oder ,,feucht* = Odem, basierend auf den
OCT- und Fluoreszenzangiographieergebnissen), Datum der Vorderkammerprobenentnahme

und der gleichzeitig erfolgten intravitrealen Ranibizumab-Injektion.

3.3.5 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung wurde mit der Software SPSS (Version 19.0, IBM, Chicago,
[linois, USA) und Prism (Version 5, Graph Pad, Kalifornien, USA) durchgefiihrt, das
Signifikanzniveau wurde auf 0=0,05 festgesetzt. Die Daten wurden auf Normalverteilung
getestet und je nach Ergebnis wurde das entsprechende statistische Testverfahren, das im

Weiteren jeweils ndher ausgewiesen wird, ausgewdhlt.

3.3.6 Verwendete Gerite und verwendetes Material

Geriite
Bezeichnung Hersteller
Kiihlbox B35-85 Fryka Kaltetechnik GmbH, Esslingen
Kiihlschrank T 1400 Liebherr-International AG, Bulle,
Schweiz
Luminex®200" System: Invitrogen  Corporation,  Carlsbad,
California & Luminex® Corporation,
- Luminex“200"" Analyzer Austin, Texas
- Luminex® XYP " Platform
- Luminex®SDS"" Sheath Delivery System
- Dell PC
Plattform-Schiittler Titramax 100 Heidolph Instruments, Schwabach
Schiittler MS 3 digital IKA®-Werke, Staufen
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Tiefkiihl-Schrank Hera freeze HFU 486 Basic bis Heraeus, Hanau

-86°C

Vortex-Genie 2T Scientific Industries, Inc., Bohemia,
New York, USA

Wasserstrahlpumpe, PP, Plastibrand Brand GmbH + Co KG, Wertheim

Zentrifuge Typ 5415R mit Refrigerant R134A Eppendorf AG, Hamburg

Zentrifuge Universal 320R Hettich, Tuttlingen

Software

Microsoft Office Exel 2007 Microsoft  Corporation, Redmond,
USA

Prism Version 5 Graph Pad, Kalifornien, USA

SPSS Version 19.0 IBM, Chicago, Illinois, USA

xPonent®v3.1 Software Invitrogen  Corporation,  Carlsbad,

California & Luminex® Corporation,
Austin, Texas

Verbrauchsmaterialien

96-well-Platten, MaxiSorp® F Nunc, Danemark

Cryo.s Einfrierrshrchen 2 ml, steril, Polypropylen  Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Falcon ', 15 ml und 50 ml Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Glasflaschen Duran® 500 ml Schott, Mainz

Insulinspritzen B D Plastipak Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Monovetten® EDTA-K 2,7 ml und Serum-Gel Sarstedt, Niimbrecht

PCR-GefdBe 0,5 ml, Reaktionsgefilie 1,5 ml Brand GmbH + Co KG, Wertheim

Reagenz-Einweg-Reservoirs, 100 ml weifl PS VWR International, Darmstadt
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Serumpipetten 153 mm lang

Venenpunktionsbesteck Butterfly®-23
Venisystems'

Chemikalien, Reagenzien und Antikorper

Lucentis® Injektionsldsung

L®
Luminex” Assays:

Fluorokine MAP Human Angiognesis Base Kit A

Fluorokine MAP Human Base Kit A

VersaMAP Human Custom Multi-Analyte Profiling

Development System

sowie die Analyte (Mikropartikel-Konzentrat und
Biotin-Antikorper-Konzentrat, alle human):

Angiogenin, CRP, Endostatin, FGF-a, ICAM-1, IL-
1B, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, IFN-y, MCP-1,
PDGF-AA, PIGF, TNF-a, THBS-2, VCAM-I1,

VEGF

Luminex® 100/200 Calibration Kit

Luminex® 100/200 Performance Verification Kit

Luminex® XMAP " Sheath fluid

Natriumhypochloritlosung 12% C1 (NaClO in H,O

M 74,45 sine H,O D~1,22)
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Greiner Bio-One GmbH,

Frickenhausen

Abbott, Irland

Novartis Pharma GmbH, Niirnberg

R&D Systems GmbH, Wiesbaden,
Deutschland und R&D Systems®,
Minneapolis, MN

R&D Systems GmbH, Wiesbaden,
Deutschland und R&D  Systems”,
Minneapolis, MN

R&D Systems GmbH, Wiesbaden,
Deutschland und R&D Systems®,
Minneapolis, MN

Invitrogen  Corporation,  Carlsbad,
California & Luminex® Corporation,
Austin, Texas

Carl Roth GmbH+Co, Karlsruhe



4. Ergebnisse

4.1 Altersabhingige Makuladegeneration

4.1.1 VEGTF in Vorderkammerproben

Um bei AMD-Patienten die Wirkung von Ranibizumab auf die VEGF-Spiegel im Auge
nachzuvollziehen, wurden zunidchst 47 Augen von 47 Patienten mit exsudativer AMD
untersucht. Das VEGF-Level wurde durchschnittlich 9,4-mal (SD =+ 4,1, Bereich: 3-18) pro
Patient in der Vorderkammerfliissigkeit bestimmt. Im Rahmen der Behandlung bekamen die
Patienten jeweils 3 Spritzen (= Serie) mit 0,5 mg Ranibizumab intravitreal injiziert. Es
schlossen sich monatliche Kontrolluntersuchungen an. Bei der Kontrolluntersuchung wurde
festgestellt, ob eine Persistenz des Geschehens vorlag und somit eine erneute Spritzenserie
erforderlich war oder ob sich das Odem zuriickgebildet hatte (Befund ,,trocken®) und eine
weitere Kontrolluntersuchung in ca. vier Wochen durchgefiihrt werden sollte. Falls sich bei
dieser erneuten Kontrolle ein Rezidiv zeigte, wurde eine weitere Spritzenserie vorgenommen.
Vier Wochen danach wurde der Therapieverlauf wiederum kontrolliert und die Behandlung
entsprechend fortgefiihrt. Vor der jeweiligen intravitrealen Injektion wurde eine Probe aus der

Vorderkammer entnommen und spéter analysiert.

Bei der Analyse konnte festgestellt werden, dass die Level von VEGF vor der jeweils zweiten
und dritten Spritze der Serie noch gesenkt waren. Unmittelbar vor der Verabreichung einer
neuen Serie mit 3 intravitrealen Spritzen waren die VEGF-Werte in der Vorderkammer wieder

angestiegen (Abbildung 2).
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Abbildung 2: VEGF in pg/ml in der Vorderkammerfliissigkeit eines Patienten

IVI=Intravitreale Injektion; die VEGF-Werte wurden in den Vorderkammerproben, die vor der jeweiligen
intravitrealen Verabreichung der Ranibizumab-Spritzen genommen wurden, gemessen. Die Analyse erfolgte mit

Fluorokine® MAP Human Base Kit A

Um zu bestimmen, wie lange die Suppression der VEGF-Level im Auge anhilt, wurde die
Korrelation zwischen dem Zeitintervall von der vorhergehenden intravitrealen Ranibizumab-
Injektion bis zur darauffolgenden Injektion und dem VEGF-Level direkt vor dieser
nachfolgenden Injektion fiir jeden Patienten bildlich dargestellt (Abbildung 3). Auf der
x-Achse wird in Tagen der zeitliche Abstand zur vorhergehenden intravitrealen Ranibizumab-
Injektion aufgetragen. Die erste Injektion wurde als Tag O definiert. Eine vollstindige
Suppression von VEGF wurde bei VEGF-Werten < 4pg/ml, dem Detektionslimit der
analytischen Methode, angenommen. Die Messwerte hiufen sich zwischen Tag 30 bis 40 nach
der ersten Injektion, da monatliche Injektionen im Rahmen des Behandlungsschemas
vorgesehen waren. Messungen mit lingerem Intervall korrespondieren mit Rezidiven nach
vorangegangenen trockenen Intervallen. Um zu bestimmen, wie lange die VEGF-Suppression
in der Vorderkammerfliissigkeit anhdlt, wurden fiir jeden Patienten die Intervalle bestimmt,
bei denen VEGF definitiv supprimiert war, bei denen VEGF definitiv nicht supprimiert war,
und es wurde diejenige Zeitspanne ermittelt, fiir die der VEGF-Status unbekannt blieb, da

wahrend dieses Zeitraums keine Messwerte erhoben werden konnten.
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Abbildung 3: VEGF-Status in der Vorderkammer eines Patienten in Abhéngigkeit von der Zeit nach

intravitrealer Ranibizumab-Injektion

Dieses Beispiel eines Patienten illustriert das Zeitintervall zwischen den Ranibizumab-Injektionen und reflektiert
die beobachtete Suppression von VEGF (bis Tag 38) und den beobachteten Verlust der VEGF-Suppression (nach
Tag 72). Das VEGF-Level ist bei diesem Patienten zwischen Tag 38 bis 72 aufgrund mangelnder Daten fiir

diesen Zeitraum unbekannt. VEGF=vascular endothelial growth factor, d=Tag

Aus diesen Daten lésst sich bei jedem Patienten die Zeitspanne, in der VEGF mit Sicherheit
supprimiert war, und die VEGF-Werte, die ohne Suppression gemessen wurden, ablesen

(Abbildung 4).
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Abbildung 4: VEGF-Werte in der Vorderkammer eines Patienten mit und ohne Suppression in Abhingigkeit von

der Zeit nach intravitrealer Ranibizumab-Injektion

Dieses Beispiel eines Patienten zeigt dessen individuelle VEGF-Werte in der Vorderkammer ohne Suppression
(34 bis 48 pg/ml) und illustriert das Zeitintervall in Tagen, bei dem von einer sicheren Suppression der VEGF-

Werte ausgegangen werden kann ( 28 bis 38 Tage nach Ranibizumab-Injektion)

Die Zeitspannen dieser drei Werte (VEGF supprimiert, VEGF-Status unbekannt, VEGF nicht
supprimiert) fiir alle Patienten (n=47) sind in der folgenden Grafik zusammengefasst
(Abbildung 5). Daraus ldsst sich ablesen, bei wie viel Prozent der Patienten zu einem
bestimmten Zeitpunkt nach erfolgter intravitrealer Verabreichung von Ranibizumab VEGF

supprimiert oder nicht mehr supprimiert war.
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Abbildung 5: Stapelbalkendiagramm fiir den Prozentanteil der AMD-Patienten mit VEGF-Werten oberhalb und
unterhalb des Detektionslimits fiir Tag 25 bis 100 nach intravitrealer Ranibizumab-Injektion

Die tatsdchliche Dauer der Suppression liegt im ,,unbekannten* Bereich. Der Charakter der Studie erlaubte keine
frei festgesetzten Zeitspannen fiir die Injektionen. Die Daten wurden auf der Basis der generellen Variabilitét der

Reinjektionsdaten generiert. VEGF=vascular endothelial growth factor, DI=Detektionslimit

Die Analysen ergaben, dass durch Ranibizumab VEGF im Vorderkammerwasser fiir die
durchschnittliche Dauer von 37,79 Tagen (SD + 4,84, Bereich: 26-49 Tage, Median 35 Tage)

supprimiert wurde.

Im Folgenden wurde analysiert, ob die VEGF-Spiegel in der Vorderkammer einen Einfluss
auf die Ausbildung eines Rezidivs haben.

Wenn Rezidive festgestellt wurden, waren die VEGF-Werte nie supprimiert; sie lagen bei
74,14 pg/ml (SD = 35,16, Bereich 28,4-231 pg/ml, Median 68 pg/ml). Die Unterschiede
zwischen den VEGF-Werten vor Therapie und zur Zeit des Rezidivs sind statistisch nicht
signifikant (69,3 pg/ml versus 74,14 pg/ml, 95% Konfidenzintervall, -18,87 bis 9,12).
Rezidive wurden durchschnittlich 93,7 Tage (SD + 69,9, Bereich 57-368 Tage) nach der

vorangegangenen Ranibizumab-Behandlung festgestellt.
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Es wurde untersucht, ob die Dauer der individuellen Suppression von VEGF in der
Vorderkammer mit dem Auftreten eines Rezidivs im Zusammenhang steht. Eine Korrelation
zwischen der individuellen Suppressionsdauer und dem Auftreten eines Rezidivs konnte nicht
festgestellt werden. So zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede hinsichtlich
der individuellen Suppressionszeit und dem Auftreten von persistierenden (36,61 Tage + 5,35
SD), trockenen (3-6 Monate (39,75 Tage = SD 11,07) bzw. 6-9 Monate (33,63 + SD 4,07))
oder rezidivierenden (36,21 Tage + SD 8,02) Krankheitsgeschehen (Kruskal-Wallis-Test,
p=0,34, n=8-19).

Desweiteren besteht kein Zusammenhang zwischen der Haufigkeit eines Rezidivs innerhalb
von 2 Jahren und der Linge der individuellen Suppression von VEGF in der Vorderkammer

(Spearman Korrelation, r=0,39, p=0,18).

Um zu untersuchen, ob sich die Spiegel von VEGF und anderen Zytokinen in der
Vorderkammerfliissigkeit von AMD-Patienten von denen einer gesunden Kontrollgruppe
unterscheiden, wurden weitere Vorderkammer-Proben mit Hilfe der Luminex®-Technologie
analysiert. Die Messungen der Vorderkammerproben ergaben keine statistisch signifikante
Erhohung von VEGF bei den Patienten mit AMD im Vergleich zur Kontrollgruppe (s. Tabelle
2).
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Tabelle 2: Vergleich der Zytokinspiegel in der Vorderkammerfliissigkeit bei den AMD-Patienten und der

Kontrollgruppe

Zytokin AMD-Patienten Kontrollgruppe p-Wert
VEGF 46,3 + 22,2 n=44 35,8 £ 20,8 n=21 0,1105
MCP-1 619,8 £ 263,3n=24 |384,1 £124,3n=21 | 0,0007
IL-6 54,5+ 143,5 n=24 | 4,8 + 11,9 n=21 0,0230
IL-8 8,4 + 8,4 n=24 4,5+ 2,1 n=21 0,0136
VCAM-1 57539 + 35865 42019 + 37340 0,0098

n=24 n=21
ICAM-1 288,9 + 273,1 n=24 | 43,6 + 103,8 n=21 <0,0001
CRP 7237 £+ 4879 n=21 9190 + 16429 n=21 | 0,1908
IL-10 1,8 +£ 0,81 n=24 nicht nachweisbar -

n=21

IL-18 nicht nachweisbar nicht nachweisbar -
I[FN-y nicht nachweisbar nicht nachweisbar -

Zytokine gemessen in Vorderkammerproben mit der Luminex®-Technologie, VersaMAP" Human Custom Multi-
Analyte-Profiling Development System, Angabe in pg/ml als Mittelwert + Standardabweichung, statistische
Analyse mit Mann-Whitney-Test, Signifikanzniveau o=0,05, n=Probenanzahl, ,-,=statistischer Test nicht

durchfiihrbar, p-Wert in Fettdruck=statistisch signifikant

4.1.2 VEGF in Vorderkammerproben in Langzeitbeobachtung

Es wurde untersucht, ob sich die individuellen, nicht supprimierten Spiegel von VEGF in der
Vorderkammerfliissigkeit im Laufe der Therapie mit Ranibizumab, vor allem auch in der
Langzeittherapie, in ihrer absoluten Hohe verdndern. Dazu wurde ein Vergleich der VK-
VEGF-Level vor Therapie mit den VK-VEGF-Werten, die unmitellbar vor einer erneuten,
wegen Feststellung eines Rezidivs oder einer Persistenz des Odems notwendig gewordenen,

Spritzenserie gemessen wurden, vorgenommen. Es zeigte sich, dass kein statistisch
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signifikanter Unterschied zwischen den individuellen VEGF-Werte vor der 1., 4., 7., 10. und
13. Spritze besteht (Friedman-Test p=0,83, Dunn’s Multiple Comparison-Test nicht
signifikant, 5 Gruppen, n=12). Auch zwischen dem Ausganswert (vor der ersten intravitrealen
Spritze) und dem VEGF-Wert, der am Anfang der fiinften Spritzenserie, d.h. unmittelbar vor
der 16. intravitrealen Injektion, erhoben wurde, ist kein statistisch signifikanter Unterschied
zu verzeichnen (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, p=0,57, n=7). Es wurde kein Unterschied

der individuellen, nicht supprimierten VK-VEGF-Werte im Langzeitverlauf festgestellt.

4.1.3 VEGYF in Vorderkammer und Plasma

Es wurde untersucht, ob sich im Plasma Unterschiede zwischen den AMD-Patienten und der
gesunden Kontrollgruppe beziiglich der einzelnen Zytokinspiegel zeigen. Dabei wurde
festgestellt, dass zwischen beiden Gruppen kein statistisch signifikanter Unterschied

hinsichtlich der Plasma-VEGF-Werte existiert (Tabelle 3).

Um zu priifen, ob ein Zusammenhang zwischen den Werten in der Vorderkammer und den
Werten im Plasma besteht, wurden die Daten der einzelnen Patienten korreliert. Eine
Korrelation zwischen den VEGF-Werten in der Vorderkammer und den VEGF-Werten im
Plasma konnte nicht nachgewiesen werden. Dies gilt sowohl fiir die AMD-Patienten als auch
fiir die Kontrollgruppe. Auch wenn man das Patientengut in zwei Gruppen unterteilt, in denen
die eine Gruppe hohe VEGF-Ausgangswerte in der VK hat und die andere niedrige
Ausgangswerte, kann keine Korrelation in dem Sinne hergestellt werden, dass hohe VK-Level
auf hohe Plasmalevel bzw. niedrige VK-Werte auf niedrige Plasmawerte schlieBen lassen.
Gleiches gilt auch, wenn man das Patientengut anhand der Plasmawerte in zwei Gruppen
einteilt. Auch hier ist keine Korrelation zwischen Blut- und VK-Leveln festzustellen

(Korrelationen nach Pearson bzw. Spearman fiir a2 = 0,05 nicht signifikant).

4.1.4 VEGF im Plasma unter Therapie

Die erste Blutabnahme, die vor Beginn der Ranibizumab-Therapie genommen wurde, wies
héhere VEGF-Werte im Plasma auf (34,56 pg/ml £+ SD 20,21) als die zweite Blutprobe, die zu
einem beliebigen Zeitpunkt wihrend der Therapie mit Ranibizumab genommen wurde (16,90
+ SD 12,97, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, P<0,0001, n=31). VEGF war vor Therapie im
Plasma in hoheren Konzentrationen nachweisbar (37,45 pg/ml + SD 23,21) als unter
unmittelbarer Therapie mit Ranibizumab (= wahrend Spritzenserie, 21,62 pg/ml + SD 20,40,
gepaarter t-Test p=0,04 n=9). Die Analyse der Plasmakonzentrationen von VEGF unter der
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Therapie mit Ranibizumab ergab, dass diese statistisch signifikant niedriger waren als die
Vergleichswerte der gesunden Kontrollgruppe (16,90 pg/ml versus 31,58 pg/ml, Mann-
Whitney-Test n=23-31, p=0,0397). AuBlerdem lagen die Plasmalevel von VEGF im
Therapiestadium ,,trocken (17,43 pg/ml +£ SD 6,54) deutlich unterhalb der Ausgangslevel
(36,03 pg/ml = SD 18,06, gepaarter t-Test p=0,008 n=9). Bei Patienten, die als ,,trocken*
diagnostiziert waren und bei denen die letzte Ranibizumab-Spritze zwischen 5,5-11 Monate
zuriicklag, befanden sich die Plasma-VEGF-Werte noch deutlich unterhalb der
Ausgangsplasmawerte (16,88 pg/ml + 4,97 SD versus 32,01pg/ml = SD 10,28, Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test p=0,03, n= 6).

4.1.5 Andere Zytokine in Vorderkammerproben

Neben VEGF wurden weitere Zytokine in den Proben gemessen. Im Vergleich zur
Kontrollgruppe waren in der Vorderkammer die Werte von monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP-1), Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-8 (IL-8), vascular cell adhesion
molecule-1 (VCAM-1) und intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) erhoht.

C-reaktives Protein (CRP) war im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht erhoht.

Interleukin-10 (IL-10) war bei der Kontrollgruppe nicht, bei der Gruppe der AMD-Patienten
nur in sehr geringen Konzentrationen nachweisbar. Interleukin-15 (IL-18) und Interferon-y
(IFN-y) waren weder bei den AMD-Patienten noch bei der Kontrollgruppe nachweisbar
(Tabelle 2).

Korrelationen zwischen den einzelnen Zytokinen, vor allem auch im Therapieverlauf, waren

nicht feststellbar (Korrelationen nach Pearson bzw. Spearman fiir a = 0,05 nicht signifikant).

4.1.6 Zytokine in Vorderkammerproben unter Therapie mit Ranibizumab

Es wurde die Entwicklung der einzelnen Zytokinspiegel unter Einfluss der Therapie mit
Ranibizumab untersucht. Es wurde festgestellt, dass sich die Spiegel von Angiogenin,
Endostatin, fibroblast growth factor-acidic (FGF-a), placental growth factor (PIGF), platelet-
derived growth factor-AA (PDGF-AA), Thrombospondin-2 (THBS-2), IL-6, IL-8, IL-10,
MCP-1, ICAM-1, VCAM-1 und CRP im Kammerwasser der AMD-Patienten im Verlauf der
intravitrealen Spritzenbehandlung nicht statistisch signifikant verdndern (ANOVA mit

Messwiederholung und Bonferroni'’s multiple comparison-Test fiir p< 0,05 nicht signifikant).
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Nachfolgend wurde analysiert, ob die Zytokinvorderkammerspiegel bei Vorliegen eines
Rezidivs oder eines persistierenden Krankheitsgeschehens verdndert sind (Ergebnisse nicht
graphisch darsgestellt).

Es wurde festgestellt, dass die Werte von THBS-2 zum Zeitpunkt eines Rezidivs hdher waren
als die Ausgangswerte (Mann-Whitney-Test, p=0,0439, n=14-22).

Die Werte von Endostatin waren ebenfalls bei Vorliegen eines Rezidivs erhoht (ungepaarter

t-Test, p=0,0117, n=13-23).

Bei Angiogenin waren die Werte bei einer Persistenz hoher als die Anfangswerte (ungepaarter

t-Test, p=0,0069, n=12-15).

Auch bei PDGF waren bei einer Persistenz die Werte hoher als zu Anfang (Mann-Whitney-
Test p=0,018, n=13-16).

Bei IL-8, MCP-1, FGF-a, PIGF, IL-6, VCAM-1, ICAM-1 und CRP konnten keine statistisch

signifikanten Unterschiede zu den verschiedenen Zeitpunkten festgestellt werden.

4.1.7 Zytokine im Plasma

Es wurde untersucht, ob Unterschiede bei den Zytokinspiegeln im Plasma zwischen der
Gruppe der AMD-Patienten und der Kontrollgruppe existieren (Tabelle 3). Die
Plasmamessungen ergaben, dass die Level von IL-8 und CRP bei den Patienten mit AMD
hoher waren als bei den gesunden Kontrollpersonen.

Die Plasmawerte von MCP-1 waren hingegen bei der Kontrollgruppe hoher als bei den
AMD-Patienten.

Beziiglich der Spiegel von ICAM-1 und VCAM-1 konnten keine Unterschiede im Plasma
zwischen beiden Gruppen festgestellt werden. Die Werte von IL-6 wurden bei beiden
Gruppen in geringen, die Werte von TNF-a in sehr geringen Konzentrationen gemessen, die
Spiegel unterschieden sich nicht statistisch signifikant. Die Werte von IL-10 und IL-17
konnten bei der Kontrollgruppe nicht und bei der AMD-Gruppe nur in sehr geringen Mengen

gemessen werden. IFN-y, IL-1p und IL-4 konnten im Plasma nicht nachgewiesen werden.
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Tabelle 3: Vergleich der Zytokinspiegel im Plasma bei den AMD-Patienten und der Kontrollgruppe

Zytokin AMD-Patienten Kontrollgruppe p-Wert
VEGF 35,38 £22,12n=23 | 31,58 £ 29,41 n=23 | 0,2967
IL-8 9,366 +3,805 n=23 7,135 + 4,242 n=23 | 0,0198
CRP 326435 + 94331 261435 + 80588 0,0110
n=24 n=23
MCP-1 120,5 + 29,57 n=23 | 167,3 + 77,14n=23 | 0,0187
IL-6 4,648 + 1,517 n=23 | 4,327 £ 0,9714 n=23 | 0,6890
TNF-a 0,2966 £+ 0,7101 0,08442 £+ 0,3026 0,3676
n=23 n=23
VCAM-1 1421000 £ 400110 1423000 £ 1170000 | 0,0721
n=24 n=23
ICAM-1 51729 £ 20261 n=24 | 52998 + 36090 n=23 | 0,4759
IL-1PB nicht nachweisbar nicht nachweisbar -
n=23 n=23
IL-17 0,5735 + 0,3421 nicht nachweisbar -
n=23 n=23
IL-4 nicht nachweisbar nicht nachweisbar -
n=23 n=23
IL-10 0,1979 + 0.1979 nicht nachweisbar -
n=23 n=23
[FN-y nicht nachweisbar nicht nachweisbar -
n=23 n=23

Zytokine gemessen in Plasmaproben mit der Luminex”-Technologie, Fluorokine® MAP Human Base Kit A und
VersaMAP™" Human Custom Multi-Analyte-Profiling Development System, Angabe in pg/ml als Mittelwert

+ Standardabweichung, statistische Analyse mit Mann-Whitney-Test, Signifikanzniveau «a=0,05,

n=Probenanzahl, ,,-,,=statistischer Test nicht durchfiihrbar, p-Wert in Fettdruck=statistisch signifikant

32



Wihrend der Therapie mit Ranibizumab verdnderten sich die Plasmalevel von IL-17, IL-6,
IL-8, IL-10, TNF-a, MCP-1, CRP, VCAM-1 und ICAM-1 nicht signifikant (gepaarter t-Test
bzw. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test fiir o = 0,05 nicht signifikant).

Es existieren keine Korrelationen zwischen den Vorderkammer- bzw. Plasmawerten der
einzelnen Zytokine (Korrelationen nach Pearson bzw. Spearman fiir a=0,05 nicht

signifikant).

4.2 Diabetisches Makulaodem

4.2.1 VEGF und andere Zytokine in Vorderkammerproben

Zunichst wurden die Vorderkammerproben der Patienten mit diabetischem Makuladdem
beziiglich der VEGF-Spiegel analysiert. Das VEGF-Level wurde durchschnittlich 5,4-mal
(SD =+ 2,7) pro Patient bestimmt. Bei den Patienten mit DME zeigt sich eine Erhohung der
VK-VEGF-Level vor Therapie im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Es wurden weiterhin IL-18, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, MCP-1, VCAM-1, ICAM-1 und CRP in
den Vorderkammerproben der Diabetiker gemessen. Dabei wurde festgestellt, dass die
MCP-1-, VCAM-1- und IL-8-Level gegeniiber den Werten der Kontrollen erhéht sind.

Die Spiegel von ICAM-1 und CRP sind im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht erhoht.

IL-10, IL-16 und IFN-y konnten in den Vorderkammerproben nicht nachgewiesen werden.
Beziiglich IL-6 konnen aufgrund geringer Probenanzahl keine Aussagen getroffen werden

(Abbildung 6).
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Abbildung 6: Zytokinlevel in pg/ml in der Vorderkammerflissigkeit bei den DME-Patienten und der
Kontrollgruppe

Box-Plot-Darstellung; Messung der Proben mit VersaMAP Human Custom Multi-Analyte Profiling
Development System, statistische Analyse mit Mann-Whitney-Test, Signifikanzlevel p<0,05, n=Probenanzahl,
SD=Standardabweichung. Fiir den Vergleich VEGF-Kontrolle mit VEGF-DME gilt: 35,85 pg/ml + SD 20,84
versus 59,07 pg/ml + SD 23,47 n=7-21, p= 0,0338; fiir MCP-1-Kontrolle mit MCP-1-DME: 384,1 pg/ml + SD
124,3 versus 803,6 pg/ml + SD 470,5 n=6-21, p=0,008; fir VCAM-1-Kontrolle mit VCAM-1-DME:
42020 pg/ml + SD 37340 versus 105037 pg/ml + SD 54477 n= 6-23, p=0,0039; fiir [L-8-Kontrolle mit IL-8-
DME: 4,562 pg/ml + SD 2,129 versus 9,602 pg/ml £ SD 3,945 n=6-21, p=0,0094.

4.2.2 VEGF und andere Zytokine in Vorderkammerproben unter Therapie

Im Verlauf der Therapie mit Ranibizumab wurden die Level von VEGF in der Vorderkammer
gesenkt (Abbildung 7). Die Level von IL-6, IL-10, IL-8, MCP-1, IL-1f, IFN-y, VCAM-1,
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ICAM-1 und CRP verinderten sich nicht signifikant (ANOVA mit Messwiederholung und

Bonferroni'’s multiple comparison-Test fiir p< 0,05 nicht signifikant).

100-
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VEGF pg/ml

20-

0 T T

U P R
S

Intravitreale Ranibizumab-Injektionen

Abbildung 7: VEGF in pg/ml in der Vorderkammerfliissigkeit eines Patienten mit DME

IVI=Intravitreale Injektion; die VEGF-Werte wurden in den Vorderkammerproben, die vor der jeweiligen

intravitrealen Verabreichung der Ranibizumab-Spritzen genommen wurden, gemessen.

Pro Patient (n=16) wurden die Intervalle zwischen den einzelnen Injektionen (in Tagen)

graphisch mit dem dazugehorigen VEGF-Wert aufgetragen (Abbildung 8).
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Abbildung 8:VEGF-Status in der Vorderkammer eines Patienten in Abhéngigkeit von der Zeit nach

intravitrealer Ranibizumab-Injektion

Dieses Beispiel eines Patienten illustriert das Zeitintervall zwischen den Ranibizumab-Injektionen und reflektiert
die beobachtete Suppression von VEGF (bis Tag 38) und den beobachteten Verlust der VEGF-Suppression (nach
Tag 53). Das VEGF-Level ist bei diesem Patienten zwischen Tag 38 bis 53 aufgrund mangelnder Daten fiir

diesen Zeitraum unbekannt. VEGF=vascular endothelial growth factor, d=Tag

Aus diesen Daten ldsst sich bei jedem Patienten die Zeitspanne, in der VEGF mit Sicherheit
supprimiert ist, und die VEGF-Werte, die ohne Suppression gemessen wurden, ablesen

(Abbildung 9).
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Abbildung 9: VEGF-Werte in der Vorderkammer eines Patienten mit und ohne Suppression in Abhingigkeit von

der Zeit nach intravitrealer Ranibizumab-Injektion

Dieses Beispiel eines Patienten mit DME zeigt dessen individuelle VEGF-Werte in der Vorderkammer ohne
Suppression (67 bis 93 pg/ml) und illustriert das Zeitintervall in Tagen, bei dem von einer sicheren Suppression

der VEGF-Werte ausgegangen werden kann (31 bis 38 Tage nach Ranibizumab-Injektion)

Die Zeitspannen dieser drei Werte (VEGF supprimiert, VEGF-Status unklar, VEGF nicht
supprimiert) fiir alle Patienten sind in der folgenden Grafik zusammengefasst (Abbildung 10).
Daraus lésst sich ablesen, bei wie viel Prozent der Patienten zu einem bestimmten Zeitpunkt

nach erfolgter intravitrealer Verabreichung von Ranibizumab VEGF supprimiert oder nicht

mehr supprimiert war.
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Abbildung 10: Stapelbalkendiagramm fiir den Prozentanteil der DME-Patienten mit VEGF-Werten oberhalb

oder unterhalb des Detektionslimits fiir Tag 25 bis 216 nach intravitrealer Ranibizumab-Injektion

Die tatsdchliche Dauer der Suppression liegt im ,,unbekannten Bereich. Der Charakter der Studie erlaubte keine
frei festgesetzten Zeitspannen fiir die Injektionen. Die Daten wurden auf der Basis der generellen Variabilitét der

Reinjektionsdaten generiert. VEGF= vascular endothelial growth factor, D1=Detektionslimit

Aus diesen gesammelten Daten wurde das Intervall in Tagen bestimmt, bei dem VEGF in der
Vorderkammer vollstdndig supprimiert war. Der Zeitraum, in dem Ranibizumab-Spritzen
sicher zu einer Suppression der VEGF-Level in der Vorderkammerfliissigkeit aller DME-

Patienten fiihrt, betrdgt 28 Tage.

4.2.3 VEGF und andere Zytokine im Plasma

Bei der Messung der Plasmaproben wurde festgestellt, dass sich die Plasma-VEGF-Level
nicht statistisch signifikant von denen der Kontrollgruppe unterscheiden (Mann-Whitney-Test
p=0,0547 n=4-23). Die Messung weiterer Zytokine im Plasma ergab, dass IL-10, IL-17, IL-4,
IL-10, IFN-y und TNF-a nicht nachweisbar waren. Die Spiegel von IL-6, IL-8, MCP-1,
VCAM-1, ICAM-1 und CRP unterschieden sich nicht zwischen der Kontrollgruppe und der
Diabetiker-Gruppe.
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5. Diskussion

5.1 Altersabhingige Makuladegeneration

5.1.1 VEGF in der Vorderkammer

In der vorliegenden Arbeit wurden die Analyte in Vorderkammerproben gemessen.
Vorderkammerproben sind im Vergleich zu Proben aus dem Glaskdrper unkomplizierter und
risikodrmer zu gewinnen. Korrelationen von VEGF-Leveln im Glaskorper und in der
Vorderkammer bei retinalen Erkrankungen konnten in mehreren Untersuchungen
nachgewiesen werden (Bakri u. a., 2007; Funatsu u. a., 2005; Noma u. a., 2008). Fiir andere
Zytokine, beispielsweise verschiedene Interleukine, konnten diese Korrelationen auch
festgestellt werden (Funatsu u. a., 2005; Noma u. a., 2008, 2010; Pollreisz u. a., 2013). So
kann angenommen werden, dass die in dieser Arbeit im Kammerwasser gemessenen
Zytokinspiegel das Geschehen im Glaskorper angemessen widerspiegeln.

Intravitreale Injektionen mit Ranibizumab gelten heute als Standard in der Behandlung der
exsudativen Form der AMD. Es existieren zwar zahlreiche Studien iiber die Morphologie und
Funktion der Retina unter Ranibizumab-Therapie und ihre Beurteilung anhand z.B. von OCT-
Aufnahmen, aber nur wenige Studien haben sich mit dem eigentlichen Zielobjekt, ndmlich
den VEGF-Leveln im Auge im Rahmen der Therapie, beschéftigt (Bakri u. a., 2007; Funk u.
a., 2009; Sawada u. a., 2010). Auch die Studien im Zusammenhang mit der Zulassung von
Lucentis” analysieren nicht die VEGF-Level, sondern messen die lokalen bzw. systemischen
Ranibizumabkonzentrationen und werten die Visusverdnderungen unter Therapie aus. In der
vorliegenden Arbeit wurden okuldre und systemische VEGF-Werte untersucht und es wurde
dariber hinaus die Entwicklung der VEGF-Level im menschlichen Auge in der
Langzeitbetrachtung analysiert. Es existiert zwar eine Studie, in der VEGF- bzw. andere
Zytokin-Spiegel im Auge unter der Behandlung mit intravitrealen Ranibizumab-Spritzen {iber
einen Zeitraum von maximal zwolf Monaten gemessen wurden (Funk u. a., 2009), aber es
sind bislang keine Studien bekannt, in denen die Verdnderungen von VEGF- und anderen
Zytokinleveln in der Vorderkammer und im Plasma von AMD-Patienten wie hier {iber einen
Zeitraum von bis zu drei Jahren ausgewertet wurden. Innerhalb dieser Zeit kamen die
Patienten ca. alle vier Wochen zur Behandlung bzw. zu einer Kontrolluntersuchung in das
Zentrum fiir Augenheilkunde der Universititsklinik Koln. Im Behandlungszeitraum zeigte

sich, dass die Ranibizumab-Spritzen zu einer Senkung der VEGF-Spiegel in der
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Vorderkammerfliissigkeit fiihrten. VEGF war bei allen Patienten mindestens 28 Tage lang
vollstdndig supprimiert, die mittlere Suppressionszeit liegt bei 37,8 Tagen. Bei manchen
Patienten dauerte die Suppression sogar 49 Tage an. Die Suppressionszeiten sind individuell
konstant. Lediglich bei zwei Patienten wurden einmalig VEGF-Werte iiber dem
Detektionslimit gemessen und zwar zu einem Zeitpunkt, bei dem ansonsten supprimierte
VEGF-Level bei ihnen festgestellt wurden. Bei 90% der Patienten wird VEGF in der
Vorderkammer fiir die Dauer von 29 Tagen supprimiert, bei 75% der Patienten liegt die Dauer
bei 33 Tagen. Die durchschnittliche Suppressionsdauer ist bei Patienten, die ein Rezidiv
erleiden und bei denen, die eine persistierende Aktivitit aufweisen, dhnlich. Unterschiedliche
Suppressionszeiten konnen folglich kein Erkldrungsgrund fiir das Auftreten von Rezidiven
oder Persistenzen sein. Die Vermutung liegt nahe, dass bei diesen Krankheitsverldufen neben

VEGF-Leveln noch andere Faktoren eine Rolle spielen.

Studien an Affen und Kaninchen haben gezeigt, dass die Halbwertszeit von intravitreal
verabreichtem Ranibizumab ca. 3 Tage betrigt (Gaudreault u. a., 2005, 2007). Beim
Menschen liegt die Eliminationshalbwertszeit von 0,5 mg Ranibizumab aus dem Glaskdrper
bei ca. neun Tagen bzw. aus dem Kammerwasser bei ca. sieben Tagen (Gervasini, 2009;
Krohne u. a., 2012). Ausgehend von diesen Studien wurde durch Modellrechnungen die
Dauer der Suppression von VEGF nach intravitrealer Injektion von Ranibizumab (0,3 bis 0,5
mg) bei Menschen auf vier Wochen geschitzt (Gaudreault u. a., 2007). Diese Zeitspanne
stimmt gut mit den in dieser Arbeit gefundenen Suppressionszeiten iiberein. Wird die
vollstdndige Suppression von okuldrem VEGF angestrebt, so kann aufgrund der hier
empirisch gewonnenen Daten beim Menschen ein Behandlungsintervall mit 0,5 mg
intravitreal zu verabreichendem Ranibizumab alle 28 Tage empfohlen werden. Die Dauer der
Suppression von VEGF scheint nicht in Abhdngigkeit vom Krankheitsverlauf zu variieren.
Das bedeutet, dass die Suppressionsdauer sowohl fiir Patienten, die persistierende
Krankheitsgeschehen aufweisen, als auch fiir Patienten, die hidufiger Rezidive erleiden und fiir
diejenigen Patienten, bei denen sich das Odem nach der Spritzenserie zuriickbildet, dhnlich
ist. Anhand von Vorderkammerproben, die wéhrend des Behandlungsverlaufs genommen
werden wiirden und in denen die VEGF-Konzentrationen gemessen werden wiirden, konnte
ein individuelles Therapieintervall fiir jeden Patienten bestimmt werden. So konnte fiir jeden
einzelnen Patienten das flir ihn optimale Spritzenintervall, das zu einer sicheren VEGF-

Suppression fiihrt, festgelegt werden.
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Wihrend der Suppression von VEGF wurden keine Rezidive festgestellt. Daher scheint das

Vorhandensein von VEGF Voraussetzung fiir das Wiederauftreten der CNV-Aktivitét zu sein.

Ungeachtet der vollstdndigen Suppression von VEGF litten einige Patienten an
persistierenden Odemen. Die durchschnittlichen Suppressionszeiten bei Patienten mit
Rezidiven und bei Patienten mit persistierendem Odem waren gleich, sodass eine
persistierende Aktivitit nicht mit einer kiirzeren Suppressionsdauer von VEGF im Auge
erkldart werden kann. Andere Faktoren miissen hier eine Rolle spielen. Interessanterweise
scheint auch kein Zusammenhang zwischen der Anzahl der erlittenen Rezidive innerhalb von
zwei Jahren und der individuellen Suppressionszeit zu bestehen. Selbst zur Suppressionszeit
von Patienten, die im Anschluss bis zu sechs Monaten und sogar bis zu neun Monaten
,trocken waren, besteht kein Unterschied. Zudem waren die absoluten VEGF-Werte zum
Zeitpunkt eines Rezidivs statistisch nicht signifikant hoher als die Ausgangswerte.
Moglicherweise ist zwar das losliche VEGF von Ranibizumab gebunden worden und somit in
der Vorderkammerfliissigkeit nicht mehr messbar, aber gewebegebundenes VEGF fiihrt
weiterhin zur Angiogenese und Aufrechterhaltung der CNV und somit zu einer Persistenz des
Krankheitsgeschehens. Es ist bekannt, dass sich die verschiedenen Isoformen von VEGF in
threr Loslichkeit unterscheiden. Einige sind frei l6slich, andere sind matrixgebunden und
andere haben intermedidre Eigenschaften, wobei matrixgebundenes VEGF ebenso eine

Bioaktivitit aufweist (Park u. a., 1993; Stalmans, 2005).

Die VEGF-Werte vor jeder Spritzenserie waren fiir jeden Patienten relativ stabil. Auch in der
Langzeitbeobachtung, d.h. nach zwdlf intravitrealen Ranibizumab-Injektionen, variierten die
Werte weder signifikant nach oben noch nach unten. Anzeichen fiir einen Rebound-Effekt
konnten nicht gesehen werden. Die VEGF-Spiegel stiegen nach dem Absetzen des
Ranibizumabs nach der 3er Spritzenserie nicht in iiberschieBendem Malle an und es trat auch
keine drastische Verschlechterung des urspriinglichen Makuladdems auf. Auf der Basis der
hier erhobenen Daten sollte ein Therapieschema mit vierwdchentlichen Injektionen zu einer
addquaten VEGF-Inhibition flihren. Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits aufzeigen, dass
morphologische Rezidive (SD-OCT) einige Zeit nach dem Ende der VEGF-Suppression,
nidmlich nach ca. 93 Tagen, aber vor dem funktionellen Rezidiv (Sehschérfeverlust), das nach
durchschnittlich 114,3 Tagen (SD 81,4, Bereich 57-398 Tage, p=0,026, Wilcoxon-Test)
festzustellen war, auftreten (Muether u. a., 2012). Demnach sollte ein sechswochiges
Behandlungsintervall morphologische und funktionelle Rezidive verhindern konnen,

wenngleich VEGF nicht mehr supprimiert sein wird. Die Daten erkldren auch, weshalb
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Injektionen alle drei Monate in funktionellen Rezidiven mit schlechteren Visusergebnissen
resultieren (Regillo u. a., 2008), da hier das Therapieintervall zu grof3 gewéhlt ist. Rezidive
mit Sehschirfeverlust sollten vermieden werden. Aflibercept bzw. ,,VEGF trap* ist ein neuer
VEGF-Inhibitor, der alle VEGF-A-Isoformen und zusétzlich PIGF bindet. Die Ergebnisse in
den ,,VEGF Trap: Investigation of Efficacy and Safety in Wet AMD 1 and 2 trials* zeigten,
dass ein achtwochiges Behandlungsschema der monatlichen Behandlung mit Ranibizumab
nicht nachsteht (Ohr, Kaiser, 2012). Ob die intravitreale Ranibizumab-Therapie im
achtwochigen Rhythmus genauso effektiv ist, wurde nicht getestet. Es besteht die
Moglichkeit, dass Rezidive bei einem Behandlungsintervall von acht Wochen noch nicht
auftreten, obwohl VEGF nicht mehr supprimiert ist. In diesem Zusammenhang muss
allerdings der Umstand beriicksichtigt werden, dass die Kontrolluntersuchungen am Kolner
Zentrum fiir Augenheilkunde in der Regel im monatlichen Intervall durchgefiihrt wurden. Es
ist moglich, dass das morphologische bzw. das funktionelle Rezidiv zu einem fritheren
Zeitpunkt auftritt, als es aus der Kalkualtion der vorliegenden Daten hervorgeht. Rezidive, die
wenige Tage nach einer Kontrolluntersuchung auftreten, werden erst bei der néchsten
Kontrolle einen Monat spiter festgestellt, sodass die Zeitspanne bis zum Auftreten eines
Rezidivs in Wahrheit kiirzer als angenommen sein konnte. Dies muss beachtet werden, wenn
sichere Reinjektionsintervalle fiir den einzelnen Patienten angestrebt werden. Falls eine
kontinuierliche Suppression von VEGF bei 90% der Patienten mit exsudativer AMD
beabsichtigt ist, sollten die Ranibizumab-Injektionen innerhalb von jeweils 29 Tagen oder
weniger erfolgen. Ein anderer Aspekt miisste hierbei in der Folge aber beriicksichtigt werden,
ndmlich eine mogliche Tachyphylaxie gegeniiber Anti-VEGF-Medikamenten. Es wiére
moglich, dass die Wirkung von Ranibizumab nach der mehrfachen Applikation in kurzen
Abstinden gemindert wird. Einige Studien legen dar, dass der Effekt von Ranibizumab, die
Dicke der Retina zu reduzieren, mit der Zeit abgeschwicht wird (Keane u. a., 2008, 2009).
Auch fiir Bevacizumab gibt es dhnliche Beobachtungen einer Tachyphylaxie (Forooghian u.
a., 2009; Schaal u. a., 2008). Keane u.a. nehmen an, dass Patienten, die Zeichen einer
Tachyphylaxie beziiglich Ranibizumab zeigen, von einer Behandlung mit Bevacizumab
profitieren konnten (und vice versa). Alternativ kdnne auch eine Pause in der Behandlung
eingelegt oder hohere Dosen verabreicht werden (Keane u. a., 2011). Allerdings hat die
sogenannte HARBOR-Studie jiingst ergeben, dass erhohte Dosen Ranibizumab (2 mg) keinen
Vorteil gegeniiber der iiblichen Dosis von 0,5 mg Ranibizumab fiir den Patienten haben
(Busbee u. a., 2013). Bei den Messungen der hier vorliegenden Arbeit wurde keine

Abschwichung der VEGF-Suppression selbst nach intravitrealen Ranibizumab-Injektionen im
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zweistelligen Bereich beobachtet, sodass die Dosis von 0,5 mg auch in der Langzeittherapie
ausreichend wirksam scheint. Diese Daten stiitzen die Ergebnisse der HARBOR-Studie. Uber
die Retinadicke kann allerdings an dieser Stelle keine Aussage getroffen werden. Dieser

Aspekt konnte in zukiinftigen Untersuchungen weiter beleuchtet werden.

Auflerdem wurde bei einem AMD-Patienten im Rahmen einer Katarakt-Operation eine
Vorderkammerprobe genommen (Daten im Ergebnisteil nicht dargestellt). Der gemessene
VEGF-Wert (87 pg/ml) war annidhernd so hoch wie der vor Therapiebeginn gemessene
Anfangswert (102 pg/ml), obwohl das Auge zu dieser Zeit kein aktives Krankheitsgeschehen,
d.h. kein Odem, zeigte und dieser Zustand auch noch mindestens sicben Monate andauerte.
Auch wenn es sich hierbei um nur eine einzige Probe handelt, scheint doch, zumindest bei
diesem Patienten, nicht allein ein hohes VEGF-Level kennzeichnend fiir eine vorliegende

exsudative AMD zu sein. Zusétzliche Faktoren miissen hierbei eine Rolle spielen.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe wurde in der vorliegenden Arbeit keine signifikante
Erhohung der VEGF-Level in den Vorderkammerfliissigkeiten der AMD-Patienten
festgestellt. Andere Wissenschaftler haben zwar eine derartige Erhohung von VEGF
nachweisen konnen, sie war aber gering (Funk u. a., 2009). In mehreren Studien konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen AMD-Patientengruppe und Kontrollgruppe hinsichtlich
der VEGF-Werte in der Vorderkammerfliissigkeit bestimmt werden (Jonas, Neumaier, 2007;
Jonas u. a., 2010; Roh u. a., 2009). Der Anstieg der VEGF-Level nach der Therapie mit
Ranibizumab ist ein physiologischer Vorgang. Auch wenn CNV-Léasionen von Verdnderungen
der VEGF-Konzentrationen begleitet werden, scheint die im Vergleich zum gesamten
Augapfel relativ kleine Lasion bei der AMD keinen statistisch signifikanten Effekt auf die
VEGF-Spiegel in der Kammerfliissigkeit haben zu kdnnen (Roh u. a., 2009). Der Unterschied
der VEGF-Werte zwischen AMD-Patienten und gesunder Kontrollgruppe ist nicht grof3
genug, um anhand dieser Werte ein aktives Geschehen im Rahmen einer AMD bei Patienten
zu erkennen (Muether u. a., 2012). Wie unsere Arbeitsgruppe herausfinden konnte, sind nur
bei intermediérer trockener AMD und nicht bei neovaskulédrer AMD die VEGF-Spiegel in der
Vorderkammerfliissigkeit erhoht, sodass die VEGF-Level nicht direkt die Aktivitdt der CNV

zu reflektieren scheinen (Muether u. a., 2013).

5.1.2 VEGF im Plasma

Da Thrombozyten VEGF enthalten und sie dieses bei ihrer Aktivierung durch Koagulation
freisetzen (Banks u. a., 1998), wurden in dieser Arbeit VEGF, und in der Folge auch die
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anderen Zytokine, im Plasma und nicht im Serum gemessen. Misst man VEGF im Serum,
erhélt man félschlich erhohte VEGF-Werte (Hyodo u. a., 1998; Webb u. a., 1998). Deshalb
wird von verschiedenen Seiten die Bestimmung von VEGF im Plasma propagiert und die
Messung im Serum abgelehnt (Banks u. a., 1998; Hyodo u. a., 1998; Webb u. a., 1998;
Wynendaele u. a., 1999). Im Gegensatz zu anderen Studien (Lip u. a., 2001; Tsai u. a., 2006)
konnten im Plasma beziiglich der VEGF-Werte keine signifikanten Unterschiede zwischen der
AMD-Patientengruppe und der gesunden Kontrollgruppe festgestellt werden. FEine
systemische Erhohung der VEGF-Werte lag nicht vor. Allerdings sanken interessanterweise
unter der intravitrealen Anti-VEGF-Therapie auch die Plasma-VEGF-Spiegel. Dabei scheint
es keine Rolle zu spielen, wie viele Spritzen mit Ranibizumab ein Patient bereits intravitreal
erhalten hat oder wie lange die letzte Spritze zuriickliegt. Vor allem zum Therapiezeitpunkt
»trocken® liegen die individuellen Plasma-VEGF-Werte deutlich unterhalb der Anfangswerte.
Sogar bei Patienten, bei denen die letzte intravitreale Lucentis®-Spritze bereits 5-11 Monate
zuriickliegt, ist dieser Unterschied zu verzeichnen. Die VEGF-Plasmakonzentrationen der
AMD-Patienten liegen schlielich wihrend der Therapie mit Ranibizumab statistisch
signifikant unterhalb der VEGF-Plasmaspiegel der gesunden Kontrollgruppe. Auch wenn in
mehreren Studien nur bei der Behandlung mit Bevacizumab und nicht mit Ranibizumab ein
Absinken der systemischen VEGF-Spiegel festgestellt wurde (Carneiro u. a., 2012;
Machalinska u. a., 2011; Zehetner u. a., 2013), muss hierbei beachtet werden, dass die Werte
nur nach einer oder maximal drei intravitrealen Injektionen erhoben wurden. In der IVAN-
Studie (alternative treatments to Inhibit VEGF in Age-related choroidal Neovascularization),
in der die systemischen Werte nach einem Jahr erhoben wurden, konnte sowohl bei der
Therapie mit Bevacizumab als auch mit Ranibizumab ein Absinken der systemischen VEGF-
Werte beobachtet werden (Chakravarthy u. a., 2012). Auch Meyer-Riisenberg et al. konnten
eine deutliche Abnahme der VEGF-Plasmalevel bei Patienten mit feuchter AMD unter
Ranibizumab-Therapie feststellen (Meyer-Riisenberg, 2010). Ranibizumab wurde bislang
gegenliber Bevacizumab eine groBere Sicherheit beziiglich systemischer Auswirkungen
zugestanden. Es wurde vermutet, dass das Antikorper-Fragment Ranibizumab im Vergleich
zum kompletten IgG-Molekiill Bevacizumab auf Grund seiner geringeren GroBe eine
schnellere retinale Clearance und somit eine verkiirzte Diffusion in den systemischen
Kreislauf erfahrt (Heiduschka u. a., 2007; Zehetner u. a., 2013). Zudem liegt die systemische
Halbwertszeit des Fab-Molekiils bei ungefahr nur zwei Stunden, wéhrend die des kompletten
Antikdrpers ca. drei Wochen betragt (Reff u. a., 2002). Es muss folglich iiberlegt werden, ob

nicht auch unter der zumindest ldngerfristigen Therapie mit Ranibizumab VEGF systemisch
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inhibiert wird und somit nicht nur lokale, im Auge stattfindende Prozesse ablaufen, sondern
auch systemische Auswirkungen, wie z.B. Hypertonie, Proteinurie, Thrombembolien und
Hémorrhagien (Apte u. a., 2007; Kabbinavar u. a., 2003; Schmucker u. a., 2010), stattfinden
konnen. In der MARINA 2006 (Minimally classic/occult trial of the Anti-VEGF antibody
Ranibizumab In the treatment of Neovascular AMD)-, PIER 2008 (Phase 11Ib, Multi-center,
Randomized, Double-Masked, Sham Injection-Controlled Study of Efficacy and Safety of
Ranibizumab in Subjects with Subfoveal CNV with or without Classic CNV secondary to
AMD)- und ANCHOR 2009 (ANti-VEGF Antibody for the Treatment of Predominantly
Classic CHORoidal Neovascularization in AMD)-Studie wurden bei Patienten, die intravitreal
mit Ranibizumab behandelt wurden, Myokardinfarkte, Schlaganfille und schwerwiegende
nichtokulédre Blutungen festgestellt. Allerdings konnte aufgrund der jeweiligen Studiendesigns
keine Aussage dariiber getroffen werden, ob diese Ereignisse lediglich durch Zufall oder
durch Ranibzumab bedingt waren (Schmucker u. a., 2010). VEGF wird auch eine
neuroprotektive Funktion zugesprochen. VEGF-A kann anti-apoptotisch auf experimentell
geschidigte retinale Neurone wirken. Unter ischdmischen Bedingungen wirkt es
neuroprotektiv, indem es den Blutfluss erhdht oder aber auf direktem, vom Blutfluss
unabhéngigem, Weg (Nishijima u. a., 2007), z.B. durch die erhdhte Expression von VEGFR-2
(Jin u. a., 2000), regulierend eingreift. Interessanterweise ist auch das Uberleben gesunder
retinaler Ganglionzellen von VEGF-A abhingig (Nishijima u. a., 2007), sowie auch normale
Gefdlle und Neurone des zentralen Nervensystems zu ihrer Erhaltung auf VEGF-A
angewiesen sind (Sun u. a., 2003). Einerseits konnen durch eine Anti-VEGF-Therapie Odeme,
Hamorrhagien und Neovaskularisationen eingeddmmt werden, andererseits konnten durch
diese Behandlung aber auch Neurone gefidhrdet werden. Dieser Aspekt sollte auch bei einer
okuldren Anti-VEGF-Therapie bedacht werden, gerade wenn sie als Langzeitbehandlung
durchgefiihrt wird. Weitere Auswertungen zu systemischen Langzeitauswirkungen sollten
vorgenommen werden. In der vorliegenden Arbeit konnte wegen teilweise zu geringer
Probenanzahl in den Untergruppen keine sichere Unterscheidung zwischen VEGF-Leveln zu
Anfang der Therapie und zu spiteren Therapiezeitpunkten getroffen werden. Die Analyse

weiterer Blutproben zur Erhohung der Stichprobenzahl wird derzeit vorgenommen.

5.1.3 Andere Zytokine in der Vorderkammer

Einige Studien haben Zytokine, die bei Entziindungsprozessen eine wichtige Rolle spielen, im

Auge von Patienten mit AMD untersucht.
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So konnte festgestellt werden, dass MCP-1 aus dem retinalen Pigmentepithel freigesetzt wird
(Crane u. a., 2000; Forrester, 2003). Es wirkt generell chemotaktisch auf Monozyten, die in
der friihen Phase von Entziindungsvorgingen und der Angiogenese eine wichtige Rolle
spielen (Deshmane u. a., 2009). Monozyten sind zur Phagozytose und Antigenprisentation
befidhigt, zudem differenzieren sie sich zu Makrophagen. In der vorliegenden Arbeit waren die
MCP-1-Werte in den Vorderkammerproben der AMD-Patienten im Vergleich zur Kontrolle
deutlich erhoht. Eine mdgliche Erkldrung, weshalb die MCP-1-Level erhoht sind, liefert eine
Studie von Austin et al.: Mit AMD ist der HTRA (high-temperature requirement serine
protease)-1-Polymorphismus eng verbunden. HTRA-1 ist in der Makularegion vieler AMD-
Patienten hochreguliert. Das natiirliche Substrat fiir diese Protease ist u.a. Fibronektin, das
sich auch in der Bruchschen Membran und bei AMD-Patienten in erhéhter Menge, auch in
Drusen, findet. HTRA-1 spaltet Fibronektin in Fibronektin-Fragmente. Diese Fragmente
wiederum stimulieren die Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6 und
auch MCP-1. Die Autoren vermuteten weiterhin, dass residente Makrophagen (Mikroglia)
durch eine erhohte Expression von MCP-1 angelockt werden und zum Abbau des RPE und
der Bruchschen Membran beitragen (Austin u. a., 2009). In der histologischen Untersuchung
von subfovealen neovaskuldren Membranen konnten Makrophagen in den Regionen gefunden
werden, die eine Atrophie des RPE, den Zusammenbruch der Bruchschen Membran und
choroidale Neovaskularisationen zeigten (Patel, Chan, 2008). Yang und Kollegen konnten
darlegen, dass MCP-1-aktivierte Makrophagen im RPE {iber einen kalziumabhéngigen
Signalweg eine Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) bedingen, die wiederum
Apoptose des RPE induzieren (Yang u. a., 2011). Zudem scheinen erhohte Level von MCP-1
zu einer weitergehenden Schidigung der Retina zu fiihren. So konnte ein Zusammenhang
zwischen MCP-1 und der Apoptose von Photorezeptoren bei einer Netzhautablosung
gefunden werden. Die Zytotoxizitit von MCP-1 ist auch hier in einer Aktivierung von
Makrophagen und ihrer Produktion von oxidativem Stress bedingt (Nakazawa u. a., 2007).
ROS entstehen in den RPE-Zellen auch durch die Lipidperoxidation der phagozytierten
Stdbchen-Auflensegmente, was wiederum die Expression von MCP-1 seitens des RPE
induziert (Higgins u. a., 2003), und intensive Lichteinstrahlung sowie hohe
Sauerstoffspannung in der Makularegion tragen zur Entstehung von oxidativem Stress bei
(Cai u. a., 2000). Folgender Pathomechanismus konnte der Apoptose des RPE bzw. der
Photorezeptoren zugrunde liegen: MCP-1 aktiviert Monozyten. In RPE-Zellen erhdhen diese
aktivierten Monozyten Calcium®’-Level; erhohte Calciumlevel wiederum bedingen eine

Produktion von ROS (Yang u. a., 2011). Zu hohe Kalziumlevel bewirken bei den
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Mitochondrien die Offnung der sogenannten ,,permeability transition pore®, einer Proteinpore,
die sich aus Proteinen der inneren und duBleren mitochondrialen Membranen zusammensetzt
und fiir geloste Stoffe <1500 Dalton durchlissig ist. Mit der Offnung der Pore ist die
Freisetzung von Cytochrom C verbunden. Cytochrom C fiihrt als proapoptotischer Faktor
zum programmierten Zelltod (Loeffler, Kroemer, 2000). AuBerdem wird das Offnen der Pore
von einer massiven Freisetzung von ROS, die u.a. als Nebenprodukte der Atmungskette
entstehen, begleitet (Green, Reed, 1998; Grijalba u. a., 1999). Es wird propagiert, dass ROS
wiederum die Mitochondrien selbst angreifen, indem sie die mitochondriale DNA schidigen.
Dies fiihre zu einer Dysfunktion der Atmungskette und verminderter Bereitstellung von
Energie. In der Folge kdme es zu Schiaden und Apoptose des RPE (Liang, Godley, 2003).
Einen weiteren Zusammenhang zwischen AMD und oxidativem Stress haben Weismann und
Kollegen herausgefunden (Weismann u. a., 2011): Ein zuverldssiger Marker fiir oxidativen
Stress ist Malondialdehyd (MDA). Es entsteht bei der Lipidperoxidation von
Membranphospholipiden. MDA wurde in Drusen von AMD-Patienten gefunden (Schutt u. a.,
2003) und MDA-modifizierte Proteine bewirken Entziindungserscheinungen und werden vom
angeborenen Immunsystem erkannt (Shanmugam u. a., 2008; Thiele u. a., 2004). Weismann
u.a. fanden heraus, dass Komplementfaktor H (CFH) in der Lage ist, MDA zu binden. MDA-
Epitope finden sich z.B. auch auf nekrotischen und apoptotischen RPE-Zellen. Wenn CFH an
Oberfldchen bindet, die MDA tragen, inaktiviert es Komplement, indem es zur Bildung des
inaktiven Komplement-3b-Fragmentes (iC3b) beitrdgt und begilinstigt so ein anti-
entziindliches Milieu. Weiterhin induziert MDA in RPE-Zellen die Sekretion von IL-8, das
eine wichtige Rolle im entziindungsassoziierten Pathogeneseaspekt der AMD spielt (s.u.). In
Anwesenheit von CFH wurde diese Sekretion inhibiert (Weismann u. a., 2011). Bei AMD-
Patienten liegt nun aber hdufig der CFH-Polymorphismus H402 vor, der die Fihigkeit von
CFH an MDA =zu binden, drastisch reduziert. So werden die MDA-induzierten
proinflammatorischen Effekte unzureichend blockiert und ein vollstindiger Schutz vor
oxidativem Stress besteht nicht mehr (Weismann u. a., 2011). Dariiber hinaus induziert
MCP-1 iiber eine Hochregulierung von hypoxia-inducible-factor-1a (HIF-1a) die VEGF-A-
Expression in humanen Aorten-Endothelzellen und spielt somit eine wichtige Rolle in der
VEGF-A-induzierten Angiogenese (Hong u. a., 2005). Yamada u.a. haben zudem
herausgefunden, dass wiederum auch VEGF die MCP-1-messenger-RNS-Level in
Endothelzellen erhoht. Die durch VEGF induzierte Gefdbildung und vaskuldre
Permeabilitétssteigerung wurde in Experimenten inhibiert, sobald ein MCP-1-Antikdrper

angewendet wurde (Yamada u. a., 2003). Es ldsst sich schlussfolgern, dass MCP-1 bei der
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VEGF-induzierten Angiogenese und auch bei der durch VEGF bedingten akuten vaskuldren
Leckage mitwirkt. Generell kann ein Zusammenhang zwischen erhéhten MCP-1-Leveln im
Vorderkammerwasser und AMD gesehen werden. Maximale MCP-1-Level konnten in der
Phase der aktiven CNV festgestellt werden, sodass MCP-1 als Indikator fiir die angiogene
Phase bei AMD dienen konnte und gleichzeitig Zielmolekiil in der Therapie der exsudativen

AMD werden konnte (Kramer u. a., 2011).

Jonas et al. zeigten 2010 bzw. 2012, dass bei Patienten mit exsudativer AMD die Werte von
MCP-1, ICAM-1, VCAM-1, IL-6 und IL-8 im Vergleich zu einer Kontrollgruppe im
Vorderkammerwasser erhoht waren (Jonas u. a., 2010, 2012). Dies steht im Einklang mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. RPE-Zellen sind in der Lage, IL-6 (Benson u. a., 1992)
und IL-8 =zu sezernieren (Holtkamp wu. a., 1998). Als Antwort auf ROS in
Photorezeptorauflensegmenten oder entziindungsbedingte Schiadigungen wird IL-8 vom RPE
in vermehrtem Mafe exprimiert (Higgins u. a., 2003; Kanda u. a., 2008), dazu kann es u.a.
von Makrophagen, Neutrophilen und Endothelzellen als Antwort auf inflammatorische
Stimuli produziert werden (Taub, Oppenheim, 1994). IL-8 lockt im Entziindungsgeschehen
chemotaktisch vor allem neutrophile Granulozyten an (Baggiolini, Clark-Lewis, 1992).
Aullerdem bewirkt es eine VEGF-unabhingige Angiogenese (Brat u. a., 2005; Mizukami u.
a., 2005), indem es u.a. die Proliferation von Endothelzellen und die Organisation von
KapillargefdBen fordert (Brat u. a., 2005; Li u. a., 2003). Zusétzlich konnte beobachtet
werden, dass IL-8 die Produktion der Matrixmetalloproteinasen (MMP)-2 und -9
hochreguliert. Diese MMP bauen Extrazellularmatrix ab, ein Vorgang, der wichtig fiir
Endothelzellmigration und —organisation und schlieBlich auch fiir die Angiogenese ist (Li u.
a., 2003). In Anwesenheit von IL-8 wurde Apoptose von Endothelzellen verhindert und die
Expression von antiapoptotischen Genen verstirkt. So fungiert IL-8 als Uberlebensfaktor fiir
Endothelzellen und wirkt an der Angiogenese mit (Li u. a., 2003). Es ist zudem als Stimulator
der Expression von Adhédsionsmolekiilen bekannt. Desweiteren konnte herausgefunden
werden, dass ein IL-8-Promotor-Polymorphismus, der eine erhohte Expression von IL-8
bewirkt, mit der AMD assoziiert ist (Goverdhan u. a., 2008). IL-8 wirkt nicht nur
chemotaktisch und proangiogen, sondern es ist auch beim sogenannten ,,Homing*“ von
Stammzellen zur Reparatur beschiddigter Areale involviert (Kramer u. a., 2011). Die CNV
wird von einigen Wissenschaftlern als Antwort auf einen Wundheilungsprozess betrachtet
(Kent, Sheridan, 2003; Schlingemann, 2004). Sie stellen eine Analogie zwischen der AMD
und dem Heilungsverlauf von Wunden bzw. Gewebe her. Wie das Granulationsgewebe der
Haut sei die CNV durch Prozesse wie Gerinnung, Entziindung, Angiogenese und Fibrose
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charakterisiert, und wie bei Hautwunden wiirden Wachstumsfaktoren und Zytokine
exprimiert. IL-8 ist im Wundheilungsprozess involviert und fordert diesen (Rennekampft u.
a., 2000). Da erhohte IL-8-Spiegel v.a. auch bei AMD-Patienten, bei denen sich eine
subretinale Narbe gebildet hat, festgestellt wurden, kann angenommen werden, dass IL-8
neben seiner frithen Funktion als Chemokin auch eine Rolle bei der spiteren Narbenbildung
spielt (Kramer u. a., 2011).

Das proinflammatorische Zytokin IL-6 fiihrt, neben seiner Rolle als Lymphozyten-
stimulierender Faktor und Aktivator der Akute-Phase-Proteine, indirekt zur Angiogenese,
indem es die Expression von VEGF induziert (Cohen u. a., 1996). IL-6 unterhdlt auch
Entziindungsgeschehen, indem es die Expression von CRP bewirkt (Goverdhan u. a., 2008)
Izumi-Nagai u.a. konnten zeigen, dass eine laserinduzierte CNV in Mausen die Expression
von IL-6 im RPE-Choroidea-Komplex stimuliert und dass die Blockade des IL-6-Rezeptor zu
verminderter CNV fiihrt. Aullerdem stellten sie fest, dass die Blockade des IL-6-Rezeptors
eine Suppression von Entziindungs- bzw. CNV-assoziierten Molekiilen wie MCP-1, ICAM-1
und VEGF bedingt. Die ebenfalls zu verzeichnende Suppression einer Infiltration mit
Makrophagen innerhalb der CNV erklérten die Autoren damit, dass in diesem Fall weder die
MCP-1 vermittelte Migration noch die ICAM-1 abhédngige Adhédsion von Makrophagen
stattfinden kann. In der Folge bleibe auch die durch Makrophagen vermittelte Sekretion von
VEGF aus. Eine therapeutische Blockade des IL-6-Rezeptors konnte somit nicht nur
beziiglich der okuldren Verhdltnisse von Vorteil sein und eine entziindliche
Neovaskularisation verhindern, sondern sie konnte auch auf systemischer Ebene durch die
dann erfolgende Suppression von CRP positive Auswirkungen im Hinblick auf eine
Pravention von AMD haben (Izumi-Nagai u. a., 2007). Auch andere Wissenschaftler
postulieren einen Zusammenhang zwischen IL-6- und IL-8-Leveln in der
Vorderkammerfliissigkeit und der Groe bzw. Aktivitit der CNV (Roh u. a., 2009). Eine
weitere  Verbindung  zwischen  oxidativem  Stress und  Entziindungs-  bzw.
Autoimmunreaktionen in der Pathogenese der AMD konnten Wu u.a. aufzeigen, indem sie
nachwiesen, dass Wasserstoffperoxid die Produktion von IL-6 in humanen RPE-Zellen
stimuliert (Wu u. a., 2010). Auf diese vielfiltigen Weisen konnen die Interleukine 6 und 8
Einfluss auf die Entstehung und Aufrechterhaltung der exsudativen Form der AMD nehmen
und die hier gemessenen erhOhten Werte stehen mit diesen Erklarungsansidtzen zur
Pathogenese in Einklang.

Jonas et al. postulierten, dass u.a. VCAM-1 und ICAM-1 eine wichtige Rolle in der

Entstehung der AMD spielen miissen, da sie bei Patienten in erhohtem Mafle gemessen
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wurden, wohingegen die VEGF-Spiegel im Vergleich zu Gesunden nicht erhoht waren (Jonas
u. a., 2010). ICAM-1 vermittelt bei Entziindungsprozessen die Bindung von Leukozyten an
Endothelzellen, sodass diese ins Gewebe transmigrieren kdnnen. Die gleiche Funktion erfiillt
VCAM-1 in vaskuldrem Endothel. Zelladhdsionsmolekiile wurden in subretinalen Lésionen
bei AMD-Patienten gefunden (Heidenkummer, Kampik, 1995). ICAM-1 ist im RPE-
Choroidea-Komplex mit CNV erhoht (Shen u. a., 1998); eine Inhibierung von ICAM-1 in
Miusen fithrt zu einer Verringerung der CNV (Sakurai u. a., 2003). Bei menschlichen
Spenderaugen wurde zudem nachgewiesen, dass ICAM-1 vermehrt in der Makula, und
weniger in der peripheren Choroidea, zu finden ist. Dies legt nahe, dass die Makula einer
erhohten Anzahl von Leukozyten ausgesetzt ist (Mullins u. a., 2006). Eine mogliche Folge
konnte die Schiadigung kapilldrer Endothelzellen durch die Adhdsion von Neutrophilen und
Monozyten sein (Peri u. a., 1990; Skeie u. a., 2010). AuBerdem scheinen Makrophagen eine
CNV durch diverse Prozesse, wie die Expression von MMPs und der damit verbundenen
Schadigung der Bruchschen Membran oder den durch ihre Transmigration verursachten
Endothelzellschaden und eine anschlieBende Hypoperfusion der Choroidea zu begiinstigen
(Skeie, Mullins, 2009). Jonas u.a. konnten einen Zusammenhang zwischen der Grof3e eines
Makuladdems und erhohten ICAM-1-Spiegeln im Vorderkammerwasser aufzeigen (Jonas u.
a., 2012). Auch der Komplementfaktor C5a bewirkt eine Expression von ICAM-1, und zwar
in choroidalen Endothelzellen (Skeie u. a., 2010). Da bei einigen AMD-Patienten durch den
Y402H-CFH-Polymorphismus die inhibierende Wirkung des Komplementfaktor H gestort ist,
kann es bei diesen so zu einer gesteigerten ICAM-1-Produktion kommen. Zudem fanden
Yoshida u.a. (Yoshida u. a., 2003) heraus, dass aktivierte Monozyten humane RPE-Zellen zur
Produktion von reaktiven Sauerstoffmetaboliten anregen und Apoptose von RPE-Zellen, tliber
die Aktivierung der Caspase-3, induzieren. Fiir beide Vorginge ist ein Zellkontakt zwischen
den Monozyten und den retinalen Pigmentepithelzellen notwendig. Dieser Zell- Zell-Kontakt
wird teilweise durch ICAM-1 hergestellt. Eine ICAM-1-Blockade verhindert signifikant die
Apoptose der RPE-Zellen, wohingegen allerdings eine VCAM-1-Blockade Apoptose nicht
abwenden konnte.

VCAM-1 findet sich auf dem Endothel von retinalen Gefdflen (Noda u. a., 2008a) und den
GefaBBen der Choroidea und auch in den Gefillen von CNV-Lisionen (Noda u. a., 2008b).
Eine Inhibierung von VCAM-1 fiihrt zu einer Reduktion der Grofle der CNV, zu verringerter
Leckage in der Fluoreszenzangiographie und reduzierter Makrophagenansammlung in der
CNV-Lision (Noda u. a., 2008b). Desweiteren wird durch die Blockade von VCAM-1 die
Expression von ICAM-1, TNF-a und MCP-1 in den choroidalen Geweben mit CNV reduziert.
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Da ICAM-1 auch fiir die Makrophagenrekrutierung verantwortlich zu sein scheint, sinkt die
Zahl der Makrophagen weiter. Die von den Makrophagen bedingte Sekretion von TNF-a (Oh
u. a., 1999) wird folglich reduziert und die TNF-a abhédngige Expression von MCP-1 (Elner u.
a., 1991) sinkt. Niedrige MCP-1-Spiegel fiihren auch zu verminderter Anlockung von
Makrophagen. Die GroBe der CNV-Lésion wird reduziert. Da 14 Tage nach der
laserinduzierten CNV-Lision durch eine VCAM-1-Blockade keine Reduzierung dieser mehr
erreicht werden konnte, scheinen andere angiogene Mechanismen in Gang gesetzt worden zu
sein (Noda u. a., 2008b). Dies fiihrt zu der Uberlegung, dass die Inhibierung mehrerer und
nicht allein einzelner angiogenener Faktoren in der Therapie der exsudativen AMD von Néten
ist. VCAM-1 spielt eine wichtige Rolle bei den proangiogenen Effekten von oxidativem
Stress (Dong u. a., 2011): Wenn auf die ischdmische Retina oxidativer Stress einwirkt, wird
v.a. VCAM-1 in der Retina exprimiert. Dieser Anstieg von VCAM-1 bewirkt einen Anstieg
der Expression von HIF-1-regulierten Genen, die an der Sprossung neuer Gefdfle in der
Retina beteiligt sind, und einen Anstieg von Leukostase. Durch letztere kommt es zu einer
reduzierten kapilldren Perfusion, sodass schlieBlich die retinale Neovaskularisation verstirkt
wird. Obwohl VEGF auch zu den HIF-1-regulierten Genen zihlt, wird VEGF nicht
hochreguliert. Dies legt nahe, dass die Verschlimmerung von okuldrer Neovaskularisation
durch oxidativen Stress nicht von VEGF sondern anderen Faktoren abhingt und dass die
Effekte von VCAM-1 und VEGF beziiglich okuldrer Neovaskularisation unabhingig
voneinander sind. Dong u.a. schlagen deshalb vor, neben VEGF-Inhibitoren auch den Einsatz
von Anti-VCAM-1-Medikamenten in der Therapie von AMD zu bedenken. Die in dieser
Arbeit gefundenen erhohten Spiegel von ICAM-1 und VCAM-1 bei AMD-Patienten stehen

mit diesen Theorien im Einklang.

Zwar konnten in der vorliegenden Arbeit nicht alle Zytokine auch bei Kontrollgruppen
analysiert werden, dafiir wurden aber die Spiegel der einzelnen Analyte im zeitlichen Verlauf
und unter Lucentis-Therapie beleuchtet. Es wurde festgestellt, dass Angiogenin bei
persistierenden Krankheitsgeschehen in der Vorderkammer erhdht ist. Angiogenin induziert in
verschiedenen Geweben Angiogenese durch u.a. Aktivierung von vaskuldren Endothelzellen
und glatten Muskelzellen und durch die Beteiligung an Prozessen wie Zellmigration,
Invasion, Proliferation und Bildung tubuldrer Strukturen (Fett u. a., 1985; Gao, Xu, 2008;
Soncin, 1992). Auch in der Choroidea bei gesunden Menschen, in Drusen und in
neovaskuldren Membranen bei AMD-Patienten wurde Angiogenin nachgewiesen (Skeie u. a.,

2011). Erhohte Mengen bei Persistenz deuten auf eine Beteiligung von Angiogenin an der
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Bildung oder Aufrechterhaltung von CNV hin. Dieser Aspekt konnte bei mdglichen neuen

Therapieoptionen beriicksichtigt werden.

Es zeigt sich in der vorliegenden Arbeit, dass auch der Wachstumsfaktor PDGF bei Persistenz
in der Vorderkammer erhoht ist. PDGF wirkt chemotaktisch (Campochiaro, Glaser, 1985) und
mitogen auf RPE-Zellen und retinale Gliazellen (Funk u. a., 2009). Es wird vom RPE
exprimiert und gilt als Uberlebensfaktor fiir Perizyten, die wiederum fiir die Stabilisierung
von Gefdllen wichtig sind. Im Fall der AMD sind es die Gefdfle der CNV, die stabilisiert
werden und die Perizyten sind vermutlich auch dafiir verantwortlich, dass antiangiogene
Faktoren an der Penetration der Gefdlle gehindert werden (Kernt u. a., 2010). Wihrend der
Entwicklung einer CNV bewirkt PDGF die Rekrutierung von Perizyten (Jo u. a., 2006;
Schlingemann, 2004). Studien haben gezeigt, dass eine Blockade von PDGF retinale
Angiogenese verhindern kann. Eine Kombinationstherapie mit VEGF-Inhibitoren war aber
effektiver (Jo u. a., 2006). Andere Studien legten dar, dass eine alleinige Blockade von PDGF
hingegen nicht ausreicht, Angiogenese zu unterdriicken, sondern dass zusétzlich auch VEGF
inhibiert werden muss. Eine Kombinationstherapie von PDGF- und VEGF-Inhibitoren war
wiederum auch hier effektiver beziiglich der Inhibierung der Angiogenese (Dias u. a., 2011;
Jo u. a., 2006). Da in der vorliegenden Arbeit trotz der Suppression der VEGF-Spiegel
persistierende Krankheitsgeschehen auftraten, kann in der Erhdhung von PDGF ein moglicher

Grund fiir das bestindige Odem gesehen werden.

Die Arbeit zeigt zudem, dass die Angiogenese-Inhibitoren THBS-2 und Endostatin bei
Rezidiven erhoht sind. Erhohte Endostatinlevel bei neovaskuldrer AMD konnten in unserer
Arbeitsgruppe in friiheren Experimenten bereits festgestellt werden (Muether u. a., 2013).
Mehrere Autoren konnten hingegen darlegen, dass beide Faktoren bei AMD-Patienten
erniedrigt sind (Bhutto u. a., 2008; Tatar u. a., 2006; Uno u. a., 2006). Endostatin reguliert
antiangiogene Gene hoch und regelt angiogene Gene inklusive VEGF herunter; auf zelluldrer
Ebene hemmt es u.a. Endothelzellproliferation und -migration (Tatar u. a., 2006). Es inhibiert
vaskuldre Leckagen auf direktem Weg (Marneros u. a., 2007) und es unterbindet VEGF-
induzierte vaskuldre Permeabilitit, indem es moglicherweise tight-junction-Proteine
hochreguliert (Brankin u. a., 2005; Marneros u. a., 2007). Tatar u.a. (Tatar u. a., 2006)
konnten nachweisen, dass Endostatin sowohl in Augen von Gesunden als auch von Patienten
mit AMD exprimiert wird. Sie beobachteten zudem, dass die proliferative Aktivitdt der
Endothelzellen hoch war trotz hoher Endostatinexpression. Die zusitzliche Beobachtung von

hoher VEGF-Expression mit gleichzeitig hoher Endostatin-Expression in Augen mit hoher
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angiogener Aktivitét lie sie schlussfolgern, dass angiogene und antiangiogene Faktoren in
CNV nicht nacheinander sondern gleichzeitig agieren, bis sie schlieBlich ein Gleichgewicht
erreichen und sich stabilisieren. Zudem konnten Ergiin u.a. (Ergiin u. a., 2001) zeigen, dass
Endostatin nur in neu geformten Gefdlen im Rahmen pathologischer Angiogenese exprimiert
wird und nicht in Gefdflen in nicht-pathologischen bzw. nicht-angiogenen Kontrollorganen.
Aus diesen Funden lésst sich eine mogliche Erklarung fiir die hier gefundenen erhéhten Werte
von Endostatin bei Rezidiven ableiten: Es sind nach der trockenen Phase nun wieder neue
Gefille gebildet worden, wodurch Endostatin exprimiert wird. Als antiangiogener Faktor tritt
es in dieser Phase zusammen mit dem angiogenen Faktor VEGF auf, der bei Vorliegen von
Rezidiven, wie hier gezeigt wird, nicht supprimiert ist. Andererseits ist es auch moglich, dass
Endostatin in der vorangegangenen trockenen Phase hochreguliert war bzw. im Vergleich zu
den moglicherweise erniedrigten Ausgangswerten nun auf normale Level angehoben wurde,
sodass die CNV erfolgreich eingedimmt werden konnte. Durch andere Faktoren ist es aber zu
einem Rezidiv gekommen und die zuvor hochregulierten Endostatinlevel reichen nicht mehr
zur Inhibierung der Angiogenese aus. Interessanterweise stellten Tatar u.a. in humanen CNV,
die eine Behandlung mit Bevacizumab erfahren hatten, neben reduzierter Expression von
VEGF eine erhohte Expression von Endostatin fest. Die VEGF-Dominanz iiber Endostatin
war im RPE, den Gefial3en und dem Stroma von CNV, die mit Bevacizumab behandelt worden
waren, signifikant niedriger im Vergleich zu Kontrollen. Moglicherweise konnte
Bevacizumab selbst eine direkte verstirkende Wirkung auf die Expression von Endostatin
haben (Tatar u. a., 2009). Einen dhnlichen Effekt konnte hier auch Ranibizumab auf die
Endostatin-Expression  haben. AuBlerdem erkldren sie, dass Makrophagen und
Entziindungszellen u.a. proteolytische Enzyme wie Matrixmetalloproteinasen sezernieren. Die
Proteasen spalten Endostatin, das an Kollagen XVIII in vaskuldren Basalmembranen und der
Bruchschen Membran gebunden ist. Durch die Spaltung wird Endostatin freigesetzt und
aktiviert. Deshalb sei es nicht verwunderlich, dass die Expression von Endostatin in den
entziindlich-aktiven CNV, die mit Bevacizumab behandelt worden waren, erhoht sei.

Ein weiterer Angiogenese-Inhibitor, der in der vorliegenden Arbeit in erhohtem Malle bei
AMD-Patienten in der Vorderkammer gemessen wurde, ist Thrombospondin-2 (THBS-2).
THBS-2 induziert u.a. die Apoptose von Endothelzellen und inhibiert deren Migration in
vitro, sodass es zur Inhibierung von Angiogenese kommt (Armstrong u. a., 2002; Noh u. a.,
2003). Ferner spielt THBS-2 eine wichtige Rolle in akuten und chronischen
Entziindungsprozessen; bei Entziindungen wird es induziert. Bei rheumatoider Arthritis

bewirkt eine Uberexpression von THBS-2 eine Inhibierung von lédsionsbedingten

53



Vaskularisierungen, Suppression von proinflammtorischen Mediatoren und Entfernung von
gewebsansdssigen T-Zellen (Park u. a., 2004). Desweiteren fiihrt ein Mangel an THBS-2 zu
erthohten Leveln von MMP-2 und MMP-9. Es wird angenommen, dass
Matrixmetalloproteinasen die Angiogenese durch die Proteolyse von Endothel-
Basalmembranen, welche dann die Sprossung und Invasion von Endothelzellen ermdglicht,
begiinstigen. MMP-9 soll die Freisetzung von matrixgebundenem VEGF bewirken, sodass es
zu erhohten Werten 16slichen VEGFs kommt (Abu el -Asrar u. a., 2013). In Anlehnung an die
Schlussfolgerungen von Abu El-Asrar zur Uberexpression von THBS-2-Werten bei
proliferativer diabetischer Retinopathie, kann die Hypothese aufgestellt werden, dass hier die
erhohten THBS-2-Werte bei Vorliegen von Rezidiven als Mechanismus des Auges betrachtet
werden konnen, sich vor exzessiver Blutgefdbildung und auch vor exzessiver

Gewebsentziindung zu schiitzen (Abu el -Asrar u. a., 2013).

Da die Zusammenstellung und Kombinationsmoglichkeit der verschiedenen Messanalyte fiir
die Luminex®-Kits nicht grenzenlos moglich ist, konnten in dieser Arbeit nicht alle Zytokine,
die von Interesse sind, beriicksichtigt werden. Der Angiogenese-Inhibitor pigment epithelium
derived factor (PEDF) beispielsweise scheint ein interessanter Gegenspieler von VEGF zu
sein (Holekamp u. a., 2002). PEDF inhibiert u.a.die Endothelzellmigration und —proliferation,
und es wird vermutet, dass bei AMD-Patienten VEGF-Werte nicht erhoht, sondern dass die
PEDF-Spiegel zu niedrig sind und dass vielmehr das VEGF-PEDF-Verhiltnis fiir die
Entwicklung einer exsudativen AMD von Bedeutung ist (Holekamp u. a., 2002; Pons, Marin-
Castafio, 2011; Zamiri u. a., 2007). PEDF ist aber fir Messungen mit der Luminex®-
Technologie nicht verfligbar. AuBBerdem kann die durch die Firmen getroffene Vorauswahl der

zur Verfiigung stehenden Messanalyte als Bias, als systematischer Fehler, betrachtet werden.

Unter der Therapie mit Ranibizumab, einem Anti-VEGF-Medikament, konnten keine
statistisch signifikanten Verdnderungen der anderen Zytokine festgestellt werden. Sie wurden
nicht signifikant supprimiert. Ahnliche Beobachtungen konnten Miao u.a. machen: Durch
intravitreal verabreichtes Bevacizumab verdnderten sich die intraokuldren Level

entzlindungsassoziierter Zytokine (IL-6,-8) nicht (Miao u. a., 2012).

Aus den Messungen und Beobachtungen all dieser Zytokine 14sst sich schlieBen, dass in der

Pathogenese der AMD entziindungsassoziierte Prozesse eine wichtige Rolle spielen.
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5.1.4 Andere Zytokine im Plasma

Die AMD-Patienten weisen im Vergleich zur Kontrollgruppe erhohte Spiegel von CRP und
I[L-8 im Plasma auf. Schaumberg u.a. stellten 2007 bereits fest, dass erhohte Plasmaspiegel
von CRP bei Frauen einer Entwicklung einer visusbeintrdchtigenden AMD vorangehen
(Schaumberg u. a., 2007). Auch andere Autoren sehen einen Zusammenhang zwischen CRP-
Leveln im Blut und AMD (Boekhoorn u. a., 2007; Hogg u. a., 2008; Hong u. a., 2011;
Kikuchi u. a., 2007; Seddon u. a., 2004, 2005), andere hingegen konnten keinen
Zusammenhang herstellen (Boey u. a., 2010; Ronald Klein u. a., 2005; Wu u. a., 2007). In
einer vergleichenden Betrachtung von mehreren Studien kommen Hong u.a. zu dem
abschlieBenden Urteil, dass hohe Serum-Level von CRP mit einer zweifachen
Wabhrscheinlichkeit, an der spiten Form der AMD zu erkranken, verbunden sind (Hong u. a.,
2011). Colak u.a. meinen, dass CRP nicht nur ein Entziindungsmarker, sondern ebenso ein
Mediator in der Entwicklung von vaskuldren Stérungen in der retinalen Zirkulation ist (Colak
u. a., 2011). In immortalisierter humaner RPE-Zelllinie fiihrt eine Behandlung mit CRP zur
Sekretion von IL-8 und zur Expression von VEGF (Wang u. a., 2010). CRP erhdht die IL-8-
Sekretion in humanen Aorten-Endothelzellen (Devaraj u. a., 2004) und in humanen
peripheren Blutmonozyten (Lim u. a., 2004; Xie u. a., 2005). IL-8 scheint im Rahmen der
Angiogenese und als Ausdruck der AMD als entziindliches Krankheitsgeschehen systemisch
erhoht zu sein. AuBBerdem wurde CRP in Drusen nachgewiesen (Anderson u. a., 2002).

Somit kdnnen die in dieser Arbeit gefundenen systemisch erhohten CRP- und IL-8-Level als
Aspekte einer entziindungsbedingten Pathogenese betrachtet werden. CRP gilt nicht nur als
Marker fiir Entziindungen, sondern es ist als Teil des angeborenen Immunsystems auch in der
Lage, das Komplementsystem zu aktivieren. Juel u.a. stellten die Hypothese auf, dass
Entziindungsstimuli aus dem Blut bzw. ein chronischer systemischer Anstieg von
proinflammatorischen Mediatoren wie dem CRP zur vermehrten Expression von
Komplementfaktoren im RPE im Bereich der Makula fiihren. Diese Komplementexpression
kann die Drusenbiogenese fordern - entweder direkt durch Proteinaggregation oder durch
verminderte Opsonierung von sich entwickelnden Drusen. So kann erkldrt werden, weshalb
erhohte Plasma-CRP-Werte mit erhohter AMD-Privalenz korrelieren (Juel u. a., 2011).

In Spenderaugen von AMD-Patienten wurden hohere Level von Komplementproteinen in der
Bruchschen Membran und im Aderhautkomplex gefunden und auch im Plasma waren erh6hte
Level von Komplementaktivierungsprodukten zu messen. Dies sei ein Hinweis darauf, dass
AMD eine systemische Erkrankung sei (Charbel Issa u. a., 2011). Durch die auf der retinalen
Seite der Bruchschen Membran befindlichen Drusen bzw. Ablagerungen, die altersbedingt

55



entstehen und unzureichend abgebaut werden, besteht ein stindiger Entziindungsreiz und das
Komplementsystem wird aktiviert. Liegt zudem noch ein Polymorphismus beziiglich des
Komplementfaktors H (CFH) vor, wie es hdufig bet AMD-Patienten der Fall ist, fehlt eine
wichtige inhibierend auf das Komplementsystem wirkende Kontrolle. So konnen wiederholte
Komplementattacken auf RPE-Zellen stattfinden und Gewebe wird zerstort (Bhutto u. a.,
2011; Hong u. a., 2011). Vor allem die Makula weise nach Ansicht von Issa u.a. minimale
Resistenz gegen diese Komplementaktivierung auf und sei so duflerst verwundbar (Charbel
Issa u. a., 2011). AuBBerdem ist in der Choroidea im Bereich der Makula eine zehnfach hohere
Perfusion nachweisbar als in der peripheren Choroidea (Alm, Bill, 1973), sodass das RPE im
Bereich der Makula in groerem Malle zirkulierenden Zytokinen und deren Wirkung
ausgesetzt sei (Juel u. a., 2011). CRP hat zudem selbst auch eine antiinflammatorische
Wirkung, indem es apoptotische Zellen vor der Lyse bewahrt. Dies wird dadurch erreicht,
dass CRP an CFH bindet und auf diesem Weg die Bildung des Membranangriffskomplexes
(MAC) innerhalb der Komplementkaskade verhindert. Beim CFH-Polymorphismus, der bei
AMD-Patienten gehéduft auftritt, ist jedoch die Bindungsaffinitit von CRP zu CFH
herabgesetzt und diese antiinflammatorische Wirkung von CRP geht verloren (Black u. a.,

2004; Gershov u. a., 2000).

Die Plasma-Level von MCP-1 bei den AMD-Patienten sind niedriger als die der
Kontrollgruppe. Interessanterweise wurden bei Maéusen, die kein MCP-1 bzw. dessen
Rezeptor exprimieren, Merkmale von AMD festgestellt (Bildung von Drusen neben dem RPE,
Akkumulation von Lipofuszin in Drusen, Photorezeptoratrophie und CNV) (Ambati u. a.,
2003b). Hier wird die Theorie aufgestellt, dass die durch den MCP-1-Mangel bedingte
verminderte Rekrutierung von Makrophagen zu einer Anhdufung von C5a und IgG fiihrt,
wodurch wiederum die Produktion von VEGF im RPE induziert wird und die Entstehung
einer CNV ermoglicht wird. In einer anschlieBenden Ver6ffentlichung erkliart die
Arbeitsgruppe, dass es zu verringerter Makrophagenanzahl und zu Drusenbildung kommt
(Anand u. a., 2012). Auch andere Autoren vertreten die Meinung, dass durch einen Mangel an
MCP-1 zu wenig Makrophagen rekrutiert werden, um proinflammatorisch wirkenden Debris
ausreichend zu phagozytieren, sodass es zur Akkumulation von Drusen, zur Infiltration
proangiogenetischer Makrophagen und schlieBlich zur Progression einer CNV kommt (Pons,
Marin-Castafio, 2011). Leider fehlen weitere Veroffentlichungen zu MCP-1-Leveln im Blut
von AMD-Patienten. Eine abschlieBende Interpretation der hier gemachten Beobachtungen ist
daher nicht mdéglich, weitere vergleichende Messungen wiren von Interesse. Aufgrund der
unterschiedlichen Werte von MCP-1 im Plasma von AMD-Patienten und gesunden Probanden
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kann aber gesagt werden, dass sich der Krankheitsprozess der AMD mit grofBer
Wahrscheinlichkeit nicht nur auf lokaler Ebene im Auge, sondern auch auf systemischer

Ebene abspielt.

Diese Ergebnisse der Plasmamessungen legen nahe, dass die AMD auch als chronische
systemische inflammatorische Erkrankung betrachtet werden muss. Allerdings konnten in der
vorliegenden Arbeit keine Korrelationen zwischen den Zytokinen auf okuldrer und bzw. oder
auf systemischer Ebene gefunden werden. Mdglicherweise finden die unterschiedlichen
Zytokinverdnderungen unabhéngig voneinander statt, beziechungsweise der Zusammenhang ist

derart komplex, dass weitergehende Analysen der Messwerte von Noten sind.

5.2 Diabetisches Makulaodem

5.2.1 VEGTF und andere Zytokine in der Vorderkammer

Bislang wurde die intravitreale Anti-VEGF-Behandlung mit Ranibizumab v.a. nur bei
Patienten, die an AMD leiden, angewendet. Erst seit dem Jahr 2011 ist Lucentis® fiir die
Behandlung des diabetischen Makuladdems in Deutschland zugelassen. In den USA
genehmigte die Lebens- und Arzneimittelbehdrde (Food and Drug Administration) die
Anwendung von Lucentis® beim diabetischen Makuladdem sogar erst im August 2012. Bei
den Patienten mit diabetischem Makuladdem wurde in dieser Arbeit ein erhéhter VEGF-Wert
in der Vorderkammer vor Therapiebeginn im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt. Viele
Autoren haben den gleichen Sachverhalt feststellen konnen (Boehm u. a., 2003; Endo u. a.,
2001; Funatsu u. a., 2002; Funk u. a., 2010; Lim, Han, 2011; Oh u. a., 2010), einige haben die
Zytokine im Glaskorper statt in der Vorderkammer des Auges gemessen

(Endo u. a., 2000; Funatsu u. a., 2009; Maier u. a., 2008). Allerdings scheint auch hier, wie
zuvor bei den AMD-Patienten, eine Korrelation zwischen den im Glaskorper und den in der
Vorderkammer gemessenen Werten zu bestehen. Die Werte im Glaskorper sind absolut
betrachtet hoher als diejenigen aus dem vorderen Augenabschnitt. Funatsu u.a. erkliren, dass
eine Diffusion aufgrund unterschiedlicher Konzentrationsgradienten von der hinteren zur
vorderen Augenkammer stattfande. Dieser Gradient wire moglicherweise durch die schnellere
Entfernung der Zytokine aus der Vorderkammer oder aber durch einen schnelleren Abbau
dieser in der Vorderkammer bedingt (Funatsu u. a., 2005). Qaum und Kollegen fanden heraus,
dass die Blut-Retina-Schranke durch hohe VEGF-Level zusammenbricht. Das retinale
Pigmentepithel (duBere Schranke) und das retinale Gefdendothel (innere Schranke) bilden
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zusammen, jeweils mit ithren tight junctions, die Blut-Retina-Schranke. Wird diese Schranke
durchbrochen, kann es zu einem Netzhautodem kommen. Quam erklédrt, dass endogenes
VEGF eine Expression von ICAM-1 in der Retina von Diabetikern bewirke. ICAM-1
wiederum fiihre iiber eine Adhdsion von Leukozyten in den retinalen Blutgefden zur Stérung
der Blut-Retina-Schranke. Durch die Fihigkeit der Leukozyten, Zell-Zell-Verbindungen des
Endothels und tight junctions umzuordnen, konne ein Zusammenbruch der Blut-Retina-
Schranke bedingt sein. Zusétzlich fiihre das in den Leukozyten selbst enthaltene VEGF zu
einer weiteren Verstirkung des permeabilititssteigernden Effekts (Qaum u. a., 2001). Die in
dieser Arbeit gemessenen erhohten VEGF-Werte in der Vorderkammerfliissigkeit der

Diabetiker kdnnen somit als urséchlich fiir das diabetische Makuladdem angesehen werden.

Ahnlich wie bei den AMD-Patienten fiihren die intravitrealen Spritzen mit Ranibizumab zu
einem Absinken der VEGF-Level in der Vorderkammer. Erfolgt {iber einen bestimmten
Zeitraum keine Gabe von Lucentis” ins Auge, so steigen die VEGF-Werte wieder an. Anhand
der Daten der einzelnen Patienten konnte auch hier eine durchschnittliche Suppressionszeit
von VEGF in der Vorderkammer ermittelt werden. Sie liegt bei 28 Tagen und unterscheidet
sich interessanterweise demnach nicht von der Suppressionsdauer, die bei den AMD-Patienten
festgestellt werden konnte. Die Annahme, dass Patienten mit diabetischem Makuladdem eine
hohere Dosis an Ranibizumab brduchten als Patienten, die an AMD erkrankt sind, kann durch
die vorliegenden Daten zuriickgewiesen werden. Die VEGF-Level werden durch 0,5 mg
intravitreal verabreichtes Lucentis” bis zur Nachweisgrenze bzw. unter physiologische Level
und auch fiir die gleich lange Dauer wie bei den AMD-Patienten supprimiert. Dass
VEGF-Spiegel in der Vorderkammer von Diabetikern durch ein bzw. zwei intravitreale
Spritzen mit Ranibizumab gesenkt werden konnen, zeigten Campochiaro u.a. (Campochiaro
u. a., 2009). Soweit bekannt ist, wurden nun hier in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal
Vorderkammerproben von Patienten mit diabetischem Makuladdem iiber einen langeren
Zeitraum im Verlauf der Therapie mit Ranibizumab gemessen und analysiert. Erstmalig
wurden Suppressionszeiten von VEGF in der Vorderkammer bei Patienten mit diabetischem

Makuladdem unter Ranibizumabtherapie bestimmt.

Desweiteren zeigen die vorliegenden Daten im Vergleich zur Kontrollgruppe erhohte Werte
von MCP-1, IL-8 und VCAM-1 in der Vorderkammerfliissigkeit der diabetischen Patienten.
Dies konnten auch andere Wissenschaftler und Kollegen beobachten (Funk u. a., 2010; Oh u.
a., 2010; Sohn u. a., o. J.; Tashimo u. a., 2004). Die Zytokine werden vermutlich direkt von

den Zellen im Auge (RPE, Gliazellen, Monozyten, Makrophagen) bzw. der Retina exprimiert
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(Hernandez u. a., 2005). Im Glaskorper wurden u.a. MCP-1 (Funatsu u. a., 2009; Maier u. a.,
2008) und IL-8 (Funatsu u. a., 2009, 2009; Hernandez u. a., 2005) auch im erhéhten Malle
gefunden. MCP-1 wirkt vermutlich in dhnlicher Weise wie bei AMD, sodass Makrophagen
aktiviert werden und zu einer Schiadigung des RPE und der Bruchschen Membran fiihren.
Zudem erhoht Hyperglykdmie die MCP-1-Generierung aus RPE-Zellen und retinalen
vaskuldren Endothelzellen (Bian u. a., 2001). Bei Mausen mit einem Knock-out des CCL-
2/MCP-1-Gens konnten Schéddigungen der Blut-Retina-Schranke verhindert werden
(Rangasamy wu. a., 2012). Das Chemokin IL-8 fiihrt moglicherweise durch seine
proangiogenetische Wirkung u.a. zur Proliferation und Bildung von Kapillarstrukturen. 1L-8
wird von vaskuldren retinalen Endothelzellen bei diabetischer Neovaskularisation exprimiert
(Yoshida u. a., 1998). VCAM-1 vermittelt einen proinflammatorischen Effekt durch
Rekrutierung inflammatorischer Leukozyten. Die dadurch bedingte Leukostase fiihrt {iber
Endothelzellschddigung zu Schiden der Blut-Retina-Schranke (Joussen u. a., 2001), die
schlieBlich zu einer Ansammlung von Flissigkeit in der Makula fithren. Um die hier
gefundenen  Ergebnisse zu  verifizieren und genauere Unterscheidungen der
Zytokinspiegelverldufe zu den unterschiedlichen Therapiezeitpunkten treffen zu koénnen,

werden derzeit weitere Proben von DME-Patienten generiert und analysiert.

Eine Reduzierung der Zytokinlevel in der Vorderkammer wird durch die Anti-VEGF-Therapie
nicht erreicht, dies steht im Einklang mit den Beobachtungen von Funk u.a. (Funk u. a.,

2010).

5.2.2 VEGF und andere Zytokine im Plasma

Im Plasma waren die VEGF-Spiegel, entsprechend den Ergebnissen bei den Plasmaproben der
AMD-Patienten, im Vergleich zur Kontrollgruppe in den Analysen dieser Arbeit nicht erhoht.
Ebenso waren auch andere Zytokine bei den Diabetikern im Plasma nicht erhoht, auch wenn
andere  Wissenschaftler eben eine solche Erhdhung von VEGF oder von
Entziindungsparametern im Blut von Patienten mit diabetischer Retinopathie feststellen
konnten (Abu el -Asrar u. a., 1997; Kaul u. a., 2010; Koleva-Georgieva u. a., 2011).
Allerdings haben einige Wissenschaftler auch Erhohungen der Zytokinlevel nur im
Glaskorper bzw. der Vorderkammerfliissigkeit und keine entsprechenden Erhéhungen in
Blutproben feststellen konnen (Abu el -Asrar u. a., 1992; Shinoda u. a., 1999). Die niedrige
Anzahl von Blutproben erschwert es, hier gesicherte Aussagen machen zu konnen. Auch die

Entwicklung der Plasmaspiegel von VEGF und der anderen Zytokine unter der Therapie mit
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Ranibizumab konnte in dieser Arbeit nicht ndher analysiert werden. Es muss weiter untersucht
werden, ob die Bildung eines diabetischen Makuladdems beziiglich der Zytokinspiegel nicht

nur als lokaler, sondern auch als systemischer Prozess betrachtet werden muss.

Es ldsst sich schlussfolgern, dass in der Entwicklung der diabetischen Retinopathie und des
diabetischen Makuladdems angiogene und inflammatorische Elemente eine Rolle spielen.
Um auch den genauen Einfluss der verschiedenen Zytokine auf funktioneller Ebene zu

analysieren, wiren Untersuchungen und Verfahren im Rahmen der Proteomik von Interesse.

5.3 Ausblick in die Veterindrmedizin

Als kleiner Ausblick in die Veterindrmedizin darf erwdhnt werden, dass auch bei Tieren
Proben von Vorderkammerfliissigkeiten analysiert werden.

Sandberg und Kolleglnnen (Sandberg u. a., 2012) haben bei Hunden VEGF sowohl im
Plasma als auch in Vorderkammerproben gemessen. Es stellte sich heraus, dass VEGF in der
Vorderkammer bei Patienten mit intraokuldren Krankheiten (primares Glaukom, uveitisches
Glaukom, aphakes/pseudophakes Glaukom, Netzhautablosung, Linsenluxation, intraokulare
Neoplasie) im Vergleich zu einer Kontrollgruppe erhoht war, bei Vorliegen einer priméiren
oder diabetischen Katarakt waren die Werte nicht erhoht. Ebenso konnte keine Korrelation
zwischen VEGF-Blut- und Vorderkammerwerten festgestellt werden. Zusétzlich war bei
Vorhandensein einer préiridialen fibrovaskuliren Membran VEGF in der Vorderkammer
erhoht.

Der mit Galaktose gefiitterte Hund ist ein Tiermodell, das fortgeschrittene Stadien der
proliferativen Retinopathie entwickelt (Murata u. a., 2000). VEGF stimuliert hier
Zellwachstum und GefdBbildung der retinalen kapilldren Endothelzellen des Hundes.

Abrams und Kolleglnnen untersuchten diabetische Hunde. Im Vergleich zu gesunden Hunde
wiesen die diabetischen Hunde im Plasma erhohte VEGF-Werte auf. Allerdings konnten die
Wissenschaftler in der Vorderkammerfliissigkeit keine erhohten VEGF-Werte feststellen. Sie
stellen die Hypothese auf, dass dies der Grund sein konnte, weshalb Hunde vor der
Entwicklung einer diabetischen Retinopathie geschiitzt seien (Abrams u. a., 2011).
Dahingegen existieren einzelne Falldarstellungen von Hunden, die eine diabetische
Retinopathie entwickelt haben (Barnett, 1981; Monti u. a., 1976). Binder u.a. stellten 2012
(Binder u. a., 2012) dar, dass VEGF-Rezeptoren sowohl bei physiologischer als auch

pathologischer Angiogenese im Auge des Hundes eine Rolle spielen. Sie postulierten, dass die
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Manipulation dieses Signalweges eine verniinftige Uberlegung fiir die therapeutische
Intervention bei okuldren Krankheiten des Hundes, die eine pathologische Neovaskularisation
aufwiesen, wire. Am Zentrum fiir Augenheilkunde des Universititsklinikums Koln werden
auch Tiere, vor allem Miuse und Kaninchen, hinsichtlich ihres Ansprechens auf eine Anti-
VEGF-Therapie untersucht und in die Forschung mit eingebunden.

Somit konnten in Zukunft vielleicht auch Tiere von einer intravitrealen Anti-VEGF-Therapie

profitieren.
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6. Schlussfolgerung

AbschlieBend ldsst sich sagen, dass sowohl in der Behandlung der AMD als auch des
diabetischen Makuladdems der Einsatz von Ranibizumab zu einer erfolgreichen Reduzierung
der VEGF-Spiegel in der Vorderkammer fiihrt. Diese Suppression kann bei beiden
Krankheitsgeschehen flir die Dauer von 28 Tagen sicher erreicht werden. Wenn eine
dauerhafte Suppression der VEGF-Werte angestrebt wird, so sollten die intravitrealen
Spritzen mit Ranibizumab im vierwodchigen Abstand erfolgen. Dies gilt auch fiir die
Langzeitbehandlung mit Ranibizumab, da in der vorliegenden Arbeit bei den AMD-Patienten
keine Anzeichen fiir GewOhnung oder Toleranzentwicklung gegeniiber dem Medikament
festgestellt werden konnten. Da sich unter der Therapie die VEGF-Spiegel der hier
untersuchten Patienten im Plasma senken, sollte bei einer Anti-VEGF-Therapie die
systemische Situation mitberiicksichtigt werden, sodass physiologische, VEGF-abhingige
Prozesse nicht behindert oder unterbunden werden. Trotz supprimierter VEGF-Spiegel zeigt
sich bei einigen AMD-Patienten ein persistierendes Makuladdem, sodass noch andere
Faktoren eine Rolle im Krankheitsgeschehen zu spielen scheinen. Mdglicherweise sind die in
dieser Arbeit sowohl lokal als auch systemisch gemessenen erhohten Spiegel von Zytokinen,
die ein Entzlindungsgeschehen bedingen und aufrecht erhalten, bedeutsam. Diese
Beobachtungen unterstiitzen die Hypothese, dass in der Pathogenese der AMD, neben
genetischen und umweltassoziierten Faktoren, Entziindungsprozesse beteiligt sind. Da sich
die Spiegel dieser Zytokine durch die Ranibizumab-Therapie nicht verédnderten, muss dariiber
nachgedacht werden, die Inhibition dieser in neuen Therapieansitzen zu beriicksichtigen. Dies
ist gerade auch fiir Patienten wichtig, die bislang von einer Anti-VEGF-Therapie allein nicht
profitieren konnten. Die AMD stellt sich somit als chronische systemische und entziindliche
Erkrankung dar, deren Pathogenese multifaktoriell ist. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass auch beim diabetischen Makulabdem der Einsatz von intravitreal verabreichtem
Ranibizumab, das erst seit 2011 fiir diese Indikation in Deutschland zugelassen ist, zu einer
stabilen Suppression von VEGF in der Vorderkammer fiihrt. Die Analyse der Messungen der
Vorderkammerproben lédsst schlussfolgern, dass neben VEGF auch hier weitere Zytokine im
Krankheitsgeschehen involviert sind. Entziindung scheint in beiden Erkrankungen von
Bedeutung zu sein, sodass neben der Inhibition der Angiogenese durch Anti-VEGF-
Medikamente auch die Regulierung weiterer angiogener und entzlindungsassoziierter

Zytokine in die Therapie mit einbezogen werden sollte.
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7. Zusammenfassung

In der Behandlung retinaler Erkrankungen, die mit Neovaskularisationen einhergehen, haben
intravitreal applizierte Anti-VEGF-Medikamente eine groBe Bedeutung gewonnen. Der
vaskuldre endotheliale Wachstumsfaktor VEGF-A ist einer der hauptséchlichen Regulatoren
der Angiogenese und fiihrt zu einer Erh6hung der GefdBpermeabilitit. Als VEGF-Inhibitor im
okuldren Bereich ist Ranibizumab, ein rekombinantes humanisiertes monoklonales
Antikorperfragment, das eine hohe Affinitdt fiir alle VEGF-A-Isoformen aufweist, zugelassen.
Es wird hauptsdchlich bei der altersabhingigen Makuladegeneration (AMD) und dem
diabetischen Makuladdem (DME) intravitreal verabreicht.

Die AMD ist die hidufigste Erblindungsursache fiir Menschen iiber 65 Jahren in den
Industrienationen. Die Erkrankung tritt in der sogenannten ,trockenen* Form und in der
exsudativen Form auf, die durch die Bildung neuer Gefille (choroidale Neovaskularisationen)
und der sich anschlieBenden Bildung von Odemen im Bereich der Makula charakterisiert ist.
Neben genetischer Pradisposition und Nikotingenuss sind die Ursachen und die genaue
Pathogenese der Erkrankung noch nicht abschlieend geklart.

Das DME tritt im Rahmen der diabetischen Retinopathie auf. Die diabetische Retinopathie
gilt als hdufigste Erblindungsursache in jungen Jahren in den Industrienationen und stellt eine
Folge von Diabetes-mellitus-Erkrankungen dar. Makulabdeme konnen unbehandelt zur
Erblindung fiihren.

Auch wenn sich das Interesse in der Behandlung der exsudativen AMD und des DME fast
ausschlieBlich auf VEGF konzentriert, konnten doch andere Wachstumsfaktoren und Zytokine
die Erkrankungen mit beeinflussen. In der vorliegenden Arbeit wurde daher untersucht,
welche Zytokine vor Therapiebeginn im Kammerwasser nachgewiesen werden koénnen, wie
sich die Zytokine im Therapieverlauf verdndern, und es wurde der Frage nachgegangen, ob
der Therapieerfolg vom Zytokin-Milieu abhangt.

Dazu wurden VEGF-Spiegel und weitere Zytokine, die inflammatorisch, angiogen oder
zelladhésiv wirken (Endostatin, fibroblast growth factor-acidic (FGF-a), placental growth
factor (PIGF), platelet derived growth factor (PDGF)-AA4, Thrombospondin (THBS)-2,
Angiogenin, Interleukin-1-B, Interleukin-4, Interleukin-6, Interleukin-8, Interleukin-10,
Interleukin-17, Tumornekrosefaktor (TNF)-a, Interferon (IFN)-y, monocyte chemoattractant
protein (MCP)-1, vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1, intercellular adhesion
molecule (ICAM)-1, C-reaktives Protein (CRP)), in Vorderkammerproben von 54 AMD-

Patienten und 16 Patienten mit DME vor und wéhrend der Therapie mit Ranibizumab
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gemessen. Zusétzlich wurden Plasmaproben untersucht, um die systemische Ebene zu
betrachten, und es wurden alle Parameter mit denen einer gesunden Kontrollgruppe, die sich
einer Katararkt-Operation unterzog, verglichen. Erstmalig wurden hier diese Daten im
Rahmen einer Langzeittherapie iiber einen Zeitraum von drei Jahren erhoben. Dank der
Luminex”®-Technologie konnten alle oben genannten Faktoren in den limitierten
Patientenproben simultan und quantitativ in den zum Teil sehr kleinen Probenvolumina
bestimmt werden.

Bei den AMD-Patienten ergaben die Messungen, dass durch die Therapie mit Ranibizumab
eine sichere Suppression von VEGF in der Vorderkammerfliissigkeit flir die Dauer von 28
Tagen erreicht wird. In der Langzeitanwendung von Ranibizumab konnten keine Anzeichen
fiir Gewohnung oder Toleranz beobachtet werden. Wahrend der Suppression traten keine
Rezidive auf. Trotz VEGF-Suppression wurden allerdings persistierende Odeme
diagnostiziert. Zudem waren die VEGF-Werte in der Vorderkammer im Vergleich zur
Kontrolle nicht erhoht, sodass allein anhand der VEGF-Werte eine aktive AMD und
choroidale Neovaskularisationen (CNV) nicht erkannt werden kénnen. Diese Beobachtungen
weisen darauf hin, dass zusétzliche Faktoren neben VEGF an der Pathogenese beteiligt sein
miissen. Entsprechend konnten signifikant erhohte Level von IL-6, IL-8, MCP-1, ICAM-1
und VCAM-1 in den Vorderkammerproben und von IL-8 und CRP in den Plasmaproben
nachgewiesen werden.

Bei den Patienten mit DME konnte ebenfalls eine sichere Suppression von VEGF in der
Vorderkammerfliissigkeit durch die Ranibizumab-Therapie fiir die Dauer von 28 Tagen
festgestellt werden. Wéhrend bei den Plasmaproben im Vergleich zur Kontrolle keine
Unterschiede festgestellt werden konnten, wurden in den Vorderkammerproben neben einer
Erhohung von VEGF erhohte Spiegel von IL-8, MCP-1 und VCAM-1 gemessen. Es scheinen
somit auch in der Pathogenese des DME weitere Zytokine neben VEGF eine Rolle zu spielen.
Die Spiegel dieser Zytokine wurden durch die Anti-VEGF-Therapie bei beiden
Patientengruppen nicht veridndert. Daher sollten in der Behandlung der Erkrankungen auch
Inhibitoren anderer Zytokine Beriicksichtigung erfahren, um auch Patienten, die
beispielsweise unter persistierenden Odemen leiden und von einer alleinigen Anti-VEGF-
Behandlung bislang nicht profitieren konnten, helfen zu kénnen. Die AMD und das DME
miissen als chronische, systemische und entziindliche Erkrankungen angesehen werden, deren

Pathogenese multifaktoriell ist.
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8. Summary

Intravitreal injections of anti-VEGF drugs play an important role in the treatment of retinal
diseases which are associated with neovascularization. Vascular endothelial growth factor-A
(VEGF-A) is a key regulator of angiogenesis and increases vascular permeability. The
recombinant human monoclonal antibody fragment Ranibizumab, which has a high affinity
for all VEGF-A-isoforms, is approved as an ocular VEGF-inhibitor. Ranibizumab is
especially used for intravitreal injections in age-related macular degeneration (AMD) and
diabetic macular edema (DME).

AMD is the leading cause of blindness in the developed countries in people over 65 years of
age. This disease occurs in a dry form and in an exudative form characterized by newly
formed vessels (choroidal neovascularizations) and edemas in the macula.

DME often develops in the course of diabetic retinopathy. Diabetic retinopathy is the major
cause of blindness in industrial nations in young people and is a consequence of diabetes
mellitus. Macular edema can lead to blindness when untreated.

Although the interest in the therapy of AMD and DME is mainly focused on VEGF other
growth factors and cytokines could also affect these diseases. Thus the current study analyzes
which cytokines could be detected before treatment, how they change during treatment and if
therapeutic success is dependent on cytokine environment.

Therefore VEGF levels and inflammatory, angiogenic and adhesion cytokines (i.e. endostatin,
fibroblast growth factor acidic (FGF-a), placental growth factor (PIGF), platelet derived
growth factor (PDGF)-AA, thrombospondin (THBS)-2, angiogenin, interleukin-1p,
interleukin-4, interleukin-6, interleukin-8, interleukin-10, interleukin-17, tumour necrosis
faktor (TNF)-a, interferon (IFN)-y, monocyte chemoattractant protein (MCP)-1, vascular cell
adhesion molecule (VCAM)-1, intercellular adhesion molecule (ICAM)-1, C-reactive protein
(CRP)) were measured in the aqueous humor of 54 AMD patients and 16 DME patients
before and during therapy with ranibizumab as well as in plasma samples in order to
determine systemic levels. All parameters were compared to a healthy control group
undergoing cataract surgery. This analysis shows for the first time data generated over a long
time period of three years. Using the luminex technology for analysis allowed quantitative
and simultaneous measurement of all cytokines even for low volumes of samples.

Data obtained from AMD-patients showed that intravitreal ranibizumab injections lead to
VEGF suppression that lasts for 28 days. There were no signs of addiction or tolerance to

ranibizumab even after long-term treatment. Recurrences were not detected during VEGF
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suppression. However, despite complete VEGF suppression several patients were diagnosed
with persistent edema. In addition, VEGF levels were not increased in aqueous humor
samples of AMD patients leading to the conclusion that VEGF levels alone cannot be used to
identify active AMD or choroidal neovascularizations (CNV). These observations lead to the
assumption that factors other than VEGF may play a role in the pathogenesis. According to
this hypothesis significantly elevated levels of IL-6, IL-8, MCP-1, ICAM-1 and VCAM-1
could be detected in aqueous humor samples and levels of IL-8 and CRP were increased in
plasma samples.

Patients suffering from DME showed the same duration of VEGF suppression of 28 days
following ranibizumab treatment. While plasma samples showed no differences, aqueous
humors samples revealed increased levels of VEGF and IL-8, MCP-1 and VCAM-1. Thus,
also other cytokines apart from VEGF seem to play a role in the pathogenesis of DME.
However, the levels of these other cytokines were not affected by anti-VEGF-therapy in both
patient groups.

Concluding from these observations inhibitors of other cytokines than VEGF should be taken
into consideration in order to help patients who could not benefit from anti-VEGF-therapy
yet. AMD and DME must be seen as chronic systemic and inflammatory diseases with

multifactorial pathogenesis.
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