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Abkurzungsverzeichnis

ACS Akutes Koronarsyndrom (engl. acute coronary syndrome)

ADP Adenosindiphosphat

AMD Altersbedingte Makuladegeneration

APTC Studiengruppe zu Thrombozytenhemmern (engl. anti-platelet
trialists' collaboration)

ATE Arterielle thromboembolische Ereignisse

CD62P Thrombozyten-Selektin (engl. cluster of differentiation 62 P)

CNV choroidale Neovaskularisation

CVvD Herz-Kreislauf-Erkrankung (engl. cardiovascular disease)

CPDA Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin

CRP C-reaktives Protein

FDA Food and Drug Administration

FITC Fluorescein-Isothiocyanat

FSC Vorwartslichtstreuung (engl. forward scatter)

GP Glykoprotein

HCI Salzsaure

IgG Immunoglobulin G

MFI mittlere Fluoreszenzintensitat (engl. mean fluorescent intensity)

MSI mittlerer Stimulationsindex (engl. mean stimulation index)

NaCl Natriumchlorid

NasPOa4 Natriumphosphat

PAR Protease-aktivierter-Rezeptor (engl. proteinase-activated
receptor)

PAR-4-AP | Agonist des Protease-aktivierter-Rezeptor-4 (engl. proteinase-
activated receptor 4-activating peptide)

PBS Phosphatgepufferte Salzlésung (engl. phosphate buffered
saline)

PE Phycoerythrin

PIGF Plazenta-Wachstumsfaktor (engl. placental growth factor)




PLT Thrombozytenzahl (engl. platelet-count)

PMT Photomultiplier-Rohre (engl. photomultiplier-tube)

PPP Thrombozyten-armes Plasma (engl. Platelet-poor plasma)

PRP Thrombozyten-reiches Plasma (engl. Platelet-rich plasma)

RR relatives Risiko

SDF-1 Stromazellen abgeleiteter Faktor 1 (engl. Stromal-cell-derived
factor 1)

SSC Seitwartslichtstreuung (engl. side scatter)

TRAP Thrombin-Rezeptor aktivierende Proteine (engl. thrombin
receptor-activating peptide)

UE unerwtinschtes Ereignis

UKT Universitatsklinikum Tlbingen

VEGF Gefallendothel-Wachstumsfaktor (engl. vascular endothelial
growth factor)

VEGFR Gefallendothel-Wachstumsfaktor-Rezeptor (engl. vascular
endothelial growth factor receptor)

VWF Von-Willebrand-Faktor







1 Einleitung

Die altersabhangige Makuladegeneration (AMD) ist eine der haufigsten
Erblindungsursachen in den westlichen Industrienationen. Die Erkrankung
gewinnt auf Grund der steigenden Lebenserwartung noch immer mehr an
Bedeutung (Krause et al., 2013, Keane et al., 2015). Im spaten Stadium der
Erkrankung kann es zu einem ausgepragten Verlust der zentralen Sehscharfe
kommen, wodurch Leseféahigkeit und Selbstandigkeit stark beeintrachtig sind
(Finger et al., 2007). Grundsatzlich unterscheidet man die neovaskulare Form mit
Blutungen, Exsudaten und Netzhautschwellung von der haufigeren Form mit
fortschreitender Atrophie der auf3eren Netzhaut und des Pigmentepithels (Meyer
et al., 2008). Das Einwachsen neuer Blutgefal3e, eine sogenannten choroidale
Neovaskularisation (CNV) aus der Aderhaut unter und in die Netzhaut, kann zu
einer schnellen Schadigung der zentralen Netzhaut fihren (Finger et al., 2011).
Die Spatphase beider Erkrankungen bedeutet nicht selten eine Erblindung im
Sinne des Gesetzes. Die pathologischen GefalRe mit vaskularer Leckage
verursachen eine Flussigkeitsansammlung unter und in der Netzhaut, haufig im
Bereich der Fovea, also dem Netzhautareal mit der héchsten Rezeptordichte. Fur
die Pathophysiologie der neovaskularen AMD ist der vascular endothelial growth
factor (VEGF) mit seiner angiogenen und permeabilitatssteigernden Wirkung von
grol3er Bedeutung (Ferrara et al., 2007).

Um der Schadigung der Stelle des scharfsten Sehens entgegen zu wirken, hat
die Therapie eine Hemmung des Wachstums der CNV und der begleitenden
Exsudation zum Ziel (Meyer et al., 2008). Seit 2006 wurden in Europa VEGF-
Inhibitoren eingesetzt. Durch die regelmallige Gabe von Molekilen in den
Glaskorper, die samtliche Isoformen von VEGF binden kénnen, werden das
Wachstum, das begleitende Odem und die assoziierten Blutungen gunstig
beeinflusst, allerdings ohne dass die Ursache der Erkrankung und die
begleitende Atrophie-Komponente beeinflusst werden. Dennoch konnte die Rate
an Neuerblindungen erfreulicherweise in den letzten Jahren durch diese
Therapie deutlich reduziert werden (Minassian et al., 2011, Campbell et al., 2012,
Bourne et al., 2014).



1.1  Der endotheliale Wachstumsfaktoren VEGF

Neben VEGF sind auch noch die Angiopoietine und Ephrine spezifische
Wachstumsfaktoren fur das GefaRendothel (Yancopoulos et al.,, 2000).
Zusatzlich sind fur die Gefal3formation noch weitere unspezifische
Wachstumsfaktoren notwendig. VEGF ist jedoch von entscheidender Bedeutung,
da es das Ausspriel3en der Blutgefal3e initiiert. Neben der Proliferation des
Gefallendothels fordert es auch die Permeabilitdt und eine vaskuléare Leckage.
AulRRerdem spielt VEGF auch eine zentrale Rolle fur das Wachstum und die
extrazellulare Anbindung von Tumoren.

VEGF-A qilt als Hauptregulator der normalen und pathologischen Angiogenese
und ist eine wichtige Zielstruktur bei der Therapie der neovaskularen AMD
(Ferrara et al., 2007). Endothelzellen stellen die priméare Zielstruktur von VEGF-
A dar. Neben VEGF-A gibt es auch noch VEGF- B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E
und den plazentaren Wachstumsfaktor (PIGF).

VEGF bindet an der Zelloberflache an VEGF-Rezeptoren (VEGFR) (siehe
Abb. 1), sogenannte Tyrosinkinase-Rezeptoren (Lemmon and Schlessinger,
2010). Tyrosinkinase-Rezeptoren beinhalten tber 20 Subgruppen und sind von
wesentlicher Bedeutung flr viele verschiedene Zellablaufe wie Differenzierung
und Proliferation; neben VEGFR binden z.B. auch epidermale
Wachstumsfaktoren und Stammzell-Faktoren an Rezeptoren dieser Familie.
Tyrosinkinase-Rezeptoren bestehen aus einer extrazellularen Region, an die ein
Ligand binden kann. Diese ist Uber eine transmembrane Helix mit einer
zytoplasmatische Tyrosinkinase verbunden. Durch Bindung eines Liganden
kommt es zur Dimerisierung der Rezeptoren, es folgt die Aktivierung des
Signalweges.

VEGFR-2 ist hauptursachlich fur die VEGF-A vermittelte Angiogenese und
Permeabilitdtssteigerung, neben VEGF-A bindet hier auch VEGF-C und D
(Ferrara et al., 2007). VEGFR-1 hat eine inhibierende Funktion, VEGFR-3 scheint
fur die Lymphangiogenese von Bedeutung zu sein (Yancopoulos et al., 2000).
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Abb. 1: VEGFR aus der Gruppe der Tyrosinkinase-Rezeptoren (modifiziert nach
Smith et al., 2015)

Schematische Darstellung der VEGFR. VEGFR-1 bindet VEGF-A, VEGF-B und PIGF
und hat eine regulierende und inhibierende Funktion. VEGFR-2 bindet VEGF-A, VEGF-
C und VEGF-D, eine Aktivierung fuhrt zur Angiogenese. VEGFR-3 reguliert im
Wesentlichen die Lymphangiogenese und bindet VEGF-C und VEGF-D (Smith et al.,
2015).

1.2  Therapeutischer Einsatz der VEGF-Inhibitoren
Fur die Therapie der neovaskularen AMD werden in Deutschland vorwiegend

folgende drei VEGF-Inhibitoren verwendet.

Bevacizumab

Der monoklonale Antikérper Bevacizumab (Avastin®; Genentech Inc; Roche,
Basel, Switzerland) wurde fiir den Einsatz in der Krebstherapie entwickelt, fand
jedoch frih als off-label-Préaparat Einzug in die Augenheilkunde, weil andere
Wirkstoffe mit vergleichbarer Wirksamkeit noch nicht zugelassen oder verfiigbar
waren (Rosenfeld et al., 2005). Obwohl nicht von der FDA (Food and Drug



Administration) zur Behandlung der neovaskularen AMD zugelassen, wurde der

Wirkstoff auch aus Kostengrinden sehr haufig eingesetzt (Thomas et al., 2013).

Ranibizumab

Ranibizumab (Lucentis®; Genentech Inc, South San Francisco, CA, USA;
Novartis International AG) wurde 2006 von der FDA zugelassen (Thomas et al.,
2013). Ranibizumab stellt ein Antikdrper-Fragment dar. Ranibizumab wird
intravitreal als Losung mit einer Konzentration von 10 mg/ml verabreicht,
dementsprechend enthélt eine Einzeldosis von 0,05 ml 0,5 mg Ranibizumab
(Novartis Pharma, 2007). Zu Beginn der Therapie wurde meist eine dreimalige,
monatliche Dosis verabreicht (Deutsche Ophthalmologische Gesellschaft, 2015).
Anschlieend wurden Behandlung und Kontrolle der morphologischen
Lasionsaktivitat angepasst.

Die Wirksamkeit von Ranibizumab wurde in den Zulassungsstudien MARINA und
ANCHOR belegt (Rosenfeld et al., 2006, Brown et al., 2009).

Aflibercept

Der jungste VEGF-Inhibitor zur Behandlung der neovaskularen AMD ist
Aflibercept (Eylea®, Bayer Pharma, Berlin, Germany), welcher im November
2011 von der FDA zugelassen wurde (Thomas et al., 2013). Vorausgegangen
waren dabei zwei randomisierte doppelt verblindete Phase-IlI-Studien, die
VIEW1 und VIEW2 (VEGF Trap-Eye: Investigation of Efficacy and Safety in Wet
Age-Related Macular Degeneration) (Heier et al., 2012).

Der VEGF-Inhibitor Aflibercept ist ein rekombinantes Fusionsprotein (Browning
et al.,, 2012). Das Protein besteht aus extrazellularen Anteilen des humanen
VEGFR-1 und des humanen VEGFR-2 gebunden an die Fc-Region des
humanen Immunglobulins G (IgG) 1 (siehe Abb. 2). In Form eines ldslichen
Rezeptors besitzt der Wirkstoff so die Fahigkeit, die Faktoren VEGF-A, VEGF-B,
PIGF1 und PIGF2 mit hoher Affinitat zu binden und ihren Effekt zu verhindern. Im
Vergleich zu Ranibizumab und Bevacizumab hat Aflibercept eine hdohere Affinitat
zu den Endothelwachstumsfaktoren und bindet als Alleinstellungsmerkmal auch
VEGF-B und PIGF (Papadopoulos et al., 2012).



Aflibercept wird intravitreal als Losung mit einer Konzentration von 40 mg/ml
verabreicht (Bayer Pharma, 2012). Eine Einzeldosis mit 0,05 ml enthalt somit
2 mg Aflibercept. Zur Behandlung der neovaskularen AMD werden zu Beginn
drei monatliche Injektionen verabreicht, anschlieRend werden Behandlung und
Kontrolle der morphologischen Lasionsaktivitat angepasst (Deutsche
Ophthalmologische Gesellschaft, 2015). Des Weiteren wird Aflibercept bei
Erwachsenen zur Therapie nach retinalem Venenverschluss, diabetesbedingtem
Makuladdem und Myopie-bedingter CNV eingesetzt, wobei zum Teil andere
Wiederbehandlungsstrategien verfolgt werden (European Medicines Agency,
2015).

Nebenwirkungen und Pharmakokinetik

Als sehr haufige Nebenwirkungen nach der Gabe der Wirkstoffe sind Blutungen
der Bindehaut und Augenschmerzen genannt worden (Bayer Pharma, 2012,
Falavarjani and Nguyen, 2013). Weitere haufige Ph&nomene waren
Glaskdrperabhebung, Katarakt, Glaskdrperschlieren und erhohter
Augeninnendruck. Die meisten dieser beobachteten Ereignisse durften aber
groftenteils zum einen der Altersstruktur der behandelten Menschen geschuldet
sein, zum anderen auf die Injektionsprozedur zurtickgefuhrt werden und wurden
fur samtliche Praparate beschrieben (Falavarjani and Nguyen, 2013).

Es ist davon auszugehen, dass Aflibercept aus dem Glaskorper in den
systemischen Kreislauf diffundiert, ohne wesentlich metabolisiert oder verandert
zu werden (Stewart, 2012): Im Blut hat ungebundenes Aflibercept eine
Halbwertszeit (HWZ) von 1-3 Tagen, an VEGF gebundenes Aflibercept zeigte
eine HWZ von 18 Tagen. Letztendlich bildet Aflibercept mit VEGF Komplexe und
wird durch Proteolyse und glomerulare Filtration abgebaut (Stewart, 2012).

Zur Behandlung des metastasierten kolorektalen Karzinoms wurde Aflibercept
(Zaltrap®; 4 mg/kg zweiwochentlich, Sanofi-Aventis, Germany) intravenos als
Zweitlinientherapie in Kombination mit der Chemotherapie FOLFIRI (5-
Fluorouracil, Leucovorin, Irinotecan) verwendet (Sinicrope et al., 2013). Die
zusatzliche Affinitat von Aflibercept zu PIGF kann hier besonders von Bedeutung
sein, da PIGF das Tumorwachstum Uber die Bildung von VEGFR-1 foérdert (Yao
et al., 2011).



Laut der VIEW-Studien sind Ranibizumab und Aflibercept beziglich Sicherheit
und Wirksamkeit vergleichbar, die Medikamente werden gleich gut toleriert (Heier
et al., 2012). Eine Analyse der Cochrane Collaboration bestéatigte dies,
bemangelte jedoch die limitierte Aussagekraft der Studien in Bezug auf seltene
Ereignisse (Sarwar et al., 2016).

Bevacizumab wurde in mehreren randomisiert kontrollierten Studien mit
Ranibizumab verglichen. CATT (USA), IVAN (GroRRbritannien), GEFAL
(Frankreich) und LUCAS (Norwegen) fanden keine wesentlichen Unterschiede
zu den zugelassenen Wirkstoffen im Hinblick auf die klinische Wirksamkeit auf
die neovaskulare AMD (Martin et al., 2012, Chakravarthy et al., 2013, Kodjikian
et al., 2013, Berg et al., 2015).

Allerdings wurden auch einzelne Unterschiede in den Studien oder einzelnen
Subgruppen beschrieben. So gab es z. B. Hinweise in der CATT- und IVAN-
Studie auf ein erhdhtes Auftreten schwerwiegender systemischer unerwiinschter
Ereignisse (UE) unter Bevacizumab (Ziemssen et al., 2016). Des Weiteren
wurden auch die Unterschiede des strukturellen Aufbaus und der Halbwertszeit
diskutiert (Avery et al., 2014). So wurde beobachtet, dass Ranibizumab relativ
schnell aus dem Serum eliminiert wird, Bevacizumab und Aflibercept langer
verbleiben, was innerhalb von 30 Tagen mit einem starken Abfall des im Serum

frei vorliegendem VEGFs verbunden war.
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Abb. 2: Der strukturelle Aufbau der VEGF-Inhibitoren (modifiziert nach Ziemssen
et al., 2016)

Aflibercept besteht aus der Fc-Region eines Antikdrpers gekoppelt an extrazellulare
Anteile des humanen VEGFR-1 und -2, wodurch VEGF-A, VEGF-B und PIGF gebunden
werden kénnen. Bevacizumab besteht ebenfalls aus einer Fc-Region, Ranibizumab nur
aus einem Fab-Fragment, beide binden VEGF-A Uber ihre variablen Regionen; adaptiert
nach (Ziemssen et al., 2016).

1.3  VEGF-Inhibitoren und arterielle thromboembolische
Ereignisse

Unter arteriellen thromboembolischen Ereignisse (ATEsS) versteht man
Thrombus-bedingte Embolien im arteriellen Blutkreislauf. Hierbei orientieren sich
Studien haufig an der Einteilung und Definition der anti-platelet trialists
collaboration (APTC) (Antiplatelet Trialists' Collaboration, 1994). Als Endpunkte
wurden von der APTC folgende ATEs genannt: nicht-tédlicher Schlaganfall
(isch&misch und hamorrhagisch), nicht-tédlicher Myokardinfarkt und Tod durch
kardiovaskulare, hAmorrhagische und unbekannte Ursachen (Baron et al., 2008).
Vorab bleibt anzumerken, dass sich ophthalmologische Studien haufig auf relativ
kleine Fallzahlen beschranken. So wurden in die VIEW1- und VIEW2-Studie
jeweils weniger als 1300 Patienten aufgenommen, mit ca. 300 Patienten pro

Behandlungsgruppe (Heier et al., 2012). Jedoch ist die Fallzahl von besonderer



Bedeutung fur die Aussagekraft einer Studie (Schumacher and Schulgen-
Kristiansen, 2008): Umso mehr Patienten in eine Studie eingeschlossen werden,
umso groler ist die Wahrscheinlichkeit, kleine Unterschiede nachweisen zu
kdnnen. Bei zu kleinen Stichproben werden bestehende Unterschiede
moglicherweise nicht erkannt (Metzler and Krause, 1997). Die statistische
Power ist von der Fallzahl abhangig (Cohen, 1992).

Insgesamt wurden nach einer Metaanalyse ernste Nebenwirkungen und
systemische thromboembolische Ereignisse haufiger nach Aflibercept,
Ranibizumab und Bevacizumab beobachtet im Vergleich mit einem Placebo
(Schmid et al., 2015). Es wurden Hinweise mit moderater Evidenz gefunden,
dass schwerwiegende systemische UE nach Aflibercept und Ranibizumab in
vergleichbarer Haufigkeit auftreten (Sarwar et al., 2016).

Laut der Fachinformation von Aflibercept (Eylea®) besteht ein potenzielles Risiko,
dass systemische Nebenwirkungen inklusive nicht-okularer Hamorrhagien und
arterieller thromboembolischer Ereignisse im Zusammenhang mit der VEGF-
Hemmung stehen kdnnen (Bayer Pharma, 2012). Die European Medicines
Agency warnt vor einer Anwendung bei Patienten, welche innerhalb der letzten
6 Monate einen Schlaganfall oder Myokardinfarkt erlitten haben (European
Medicines Agency, 2012). Die Daten der VIEW1- und VIEW2-Studie lassen keine
dosis-abhéngigen Nebenwirkungen erwarten, es zeigte sich kein Unterschied
bzgl. UEs in den verschiedenen Dosierungsgruppen (Heier et al., 2012). Des
Weiteren wird angegeben, dass die Inzidenz von ATEs in den VIEW-Studien mit
5 % fur Ranibizumab und 5,1 % fur Aflibercept mit vergleichbarer Haufigkeit
auftraten (Beaumont et al., 2014). Die ATEs beinhalten hier vaskularen Tod,
nicht-tédlichen Myokardinfarkt und nicht-tédlichen Schlaganfall beinhalten (Heier
et al, 2012). Die unter dem Namen ,zerebrovaskulare Ereignisse®
zusammengefassten UE waren jedoch signifikant erhéht (Beaumont et al., 2014).
ATEs traten unter Aflibercept nach einem signifikant kiirzeren Zeitintervall auf. In
einer populationsbezogenen Analyse mit Uber 50.000 Patienten im Alter von 65
Jahren oder alter konnte nach initialer Behandlung mit Ranibizumab oder

Bevacizumab ein signifikanter Anstieg thromboembolischer Ereignisse von



jahrlich 10,7 auf 18,6 pro 1000 Patienten ermittelt werden, wobei vorwiegend
ischamische Schlaganfélle die Zunahme ausmachten (Schlenker et al., 2015).
In der CATT-Studie wurde ein Unterschied bzgl. gastrointestinaler
Funktionsstbrungen auffallig, welche auch gastrointestinale Blutungen
beinhalteten: Unter Behandlung mit Ranibizumab wurden 11, unter Bevacizumab
28 verzeichnet, davon zwei bzw. sieben gastrointestinale Blutungen (Ahfat and
Zaidi, 2013). Anzumerken bleibt die GruppengrofRe von ca. 600 Patienten pro
Gruppe (Martin et al., 2012). Dieser Unterschied wurde durch eine Cochrane-
Analyse, eine systematische Ubersichtsarbeit mit tiber 3500 Patienten, bestatigt
(Moja et al., 2014). Auch hier zeigte sich lediglich ein héheres Risiko fur
gastrointestinale Funktionsstérungen unter intravitrealer Anwendung von
Bevacizumab im Vergleich zu Ranibizumab. Betont wurde jedoch auch die
unprazise Evidenz der Studienlage. Grundsatzlich bedarf es Studien, die die
Patienten deutlich langer als zwei Jahre begleiten, um groRere Aussagekraft in
Bezug auf das vollstandige Sicherheitsprofil zu erreichen.

In der Tumortherapie war das Risiko hamorrhagischer Ereignisse laut einer
Metaanalyse unter einer Therapie mit Aflibercept vergleichbar mit dem unter der
Therapie mit Bevacizumab; bei soliden Tumoren wurde Aflibercept mit einem
erhohten Risiko der Entstehung eines hamorrhagischen Ereignisses in
Zusammenhang gebracht (Peng et al., 2014). Des Weiteren traten
schwerwiegende bis lebensbedrohlich eigestufte unerwiinschte Ereignisse,
einschlie3lich ATEs, unter der Therapie von Aflibercept mit FOLFIRI haufiger auf
als bei der Therapie von FOLFIRI mit Placebo (Van Cutsem et al., 2012).

Eine weitere Metaanalyse aus 16 klinischen Studien zeigte ein erhdhtes Risiko
fur todliche Blutungen unter Therapie mit Bevacizumab bei Krebspatienten
(Ranpura et al, 2011). Auch ein signifikant erhdhtes Risiko, ein
zerebrovaskulares Ereignis zu erleiden, incl. zentralnervose Blutungen oder
Ischdmien, wurde fir Krebspatienten unter Therapie mit Bevacizumab
beschrieben (Zuo et al., 2014).



1.4  Die Suszeptibilitat der Patienten

Ein wichtiger Risikofaktor fur das Auftreten und die Progression der AMD ist das
Alter (Brandl et al., 2016). Die Pravalenz der AMD innerhalb der kaukasischen
Bevolkerung steigt ab dem 50. Lebensjahr exponentiell an (Schrader, 2006).
Uber 4,5 Mio. Menschen sind in Deutschland von der AMD betroffen, jeder Vierte
aller Uber 65-Jahrigen. Die Pravalenz in Deutschland wurde mit 11,9 % fur die
frihe AMD und 0,2 % fur die spate AMD beschrieben (Brandl et al., 2016). Bis
zu 2 % aller 70-J&hrigen und 5 % aller 80-Jahrigen waren von der spaten AMD
betroffen (Schrader, 2006). Dabei werden in Deutschland jahrlich 35.000
Neuerkrankungen vermutet (Pauleikhoff et al., 2009).

Bereits 1995 wurde eine Assoziation der AMD mit der Atherosklerose gefunden
(Vingerling et al., 1995). Des Weiteren haben epidemiologische Studien belegt,
dass Risikofaktoren kardiovaskularer Erkrankungen (CVD) wie Alter, ethnische
Zugehorigkeit, Adipositas, Rauchen, Bluthochdruck und hohes Cholesterin auch
mit einem erhohten Risiko fur eine AMD verbunden sind (Wu et al., 2014). Auch
das C-reaktive Protein (CRP) als unabh&ngiger Risikofaktor fur CVD wird
ebenfalls in Zusammenhang mit der AMD gebracht. Fur die Spatform der AMD
wurde ein um 66 % hoheres Risiko einer CVD angegeben. Die AMD geht nicht
nur mit einem erhdhten Risiko der Gesamtmortalitat einher, sondern es wurde im
Besonderen auch ein erhohtes relatives Risiko (RR) beschrieben, an einer Herz-
Kreislauf-Erkrankung zu sterben, an der Koronaren Herzkrankheit zu erkranken
oder einen Schlaganfall zu erleiden (Wang et al., 2016). FiUr die einzelnen
Studien ist kritisch zu prifen, ob die Gruppen mit einer erhéhten Empfindlichkeit
fur Risiken z. B. wegen kardiovaskulérer Begleiterkrankungen in ausreichender
Zahl eingeschlossen waren. Die Untersuchung gestinderer Patienten kdnnte die

Auswirkungen der Exposition von VEGF-Inhibitoren unterschatzen.

1.5  Thrombozyten-Aktivierung

Thrombozyten sind die wesentlichen Akteure der Hamostase (Potzsch and
Gawaz, 2010, S. 62-69, 82-86). Normalerweise verhindert intaktes
Endothelgewebe und dessen anti-thrombotische Faktoren wie Prostazykline und
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Stickstoffmonoxid eine Thrombusbildung. Fur den Fall einer Gefal3verletzung ist
die Thrombusbildung jedoch sinnvoll und erforderlich.

Thrombozyten enthalten drei Arten an sekretorischen Granula (siehe Tab. 1)
(Dame et al., 2006). a-Granula machen den Hauptanteil aus. Sie enthalten
verschiedene Proteine, welche sowohl durch Synthese entstehen, als auch aus
dem Blut aufgenommen werden: adhésive Glykoproteine (GP) wie der von-
Willebrand-Faktor (vVWF) und Fibrinogen, anti- und prokoagulatorische Faktoren
und Membranproteine wie das Adhasionsmolekil P-Selektin (CD62P, cluster
determinant 62P) und das GP lIb/llla (P6tzsch and Gawaz, 2010, S. 62-69, 82-
86). Auch das Chemokin SDF-1a (stromal cell derived factor-1a) ist in a-Granula
enthalten. Elektronenmikroskopisch dichte &-Granula machen 10 % der Granula
aus und enthalten Serotonin, was zu einer Thrombozyten-Aktivierung und
Vasokonstriktion fuhrt (Dame et al., 2006). Durch die Freisetzung von ADP, was
ebenfalls Thrombozyten aktiviert, kommt es zu einem positiven Feedback und
damit zu einer zweiten, vollstandigen Aktivierung. Lysosomale A-Granula dienen

vermutlich ebenfalls der Wundheilung.

Tab.: 1: Sekretorische Thrombozyten-Granula und ihre Charakteristika (Zieger et
al., 2018, Jurk and Kehrel, 2010, Rendu and Brohard-Bohn, 2001, Dame et al.,
2006)

Anzahl und Groél3e Inhalt
a-Granula 40-80 pro Thrombozyt Membrangebundene Proteine
200-500 nm z. B. P-Selektin, G lib/llla

Losliche Proteine

z. B. VWF, Fibrinogen, Thrombospondin,

Faktor V
0-Granula 3-9 pro Thrombozyt Amine (Serotonin, Histamin), Nukleotide
ca. 200 nm (ADP, ATP, GTP, GDP),
Pyrophosphat, Calcium, Magnesium
A-Granula vereinzelt Proteasen und Glykohydrolasen
175-250 nm
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Die Membran der Thrombozyten besitzt verschiedene Oberflachenrezeptoren,
wobei die meisten Glykoproteine sind (Dame et al., 2006). Diese Rezeptoren sind
wesentliche Bestandteile der Adhasion und Aggregation (siehe Abb. 3). Einige
Rezeptoren binden aktivierende Substanzen wie ADP oder Thrombin, andere
Rezeptoren binden an Matrixproteine wie Kollagenfilamente. Fir die Hamostase
von besonderer Bedeutung ist das GP llb/llla. Dieser sogenannte Fibrinogen-
Rezeptor verandert bei Aktivierung seine Konformation und verbindet das
Zytoskelett der Thrombozyten mit Fibrin. Die ,outside-in“-Aktivierung durch
Fibrinogen wird erganzt durch eine ,inside-out“Aktivierung, welche mittels
Signalkaskaden nach Aktivierung anderer Glykoproteine einsetzt. Neben Fibrin
bindet GP lIb/llla auch andere Liganden wie z. B. den vVWF. Auch das GP Ib/IX/V,
der sogenannte VWF-Rezeptor, ist wesentlich fur die Blutstillung.

AenLTRTRee
DS

GP Ib/IXIV GP lib/llla GP lallla

Abb. 3: Glykoproteine der Thrombozyten-Membran und ihre Liganden
(modifiziert nach Dame et al., 2006)

Von links nach rechts sind die Rezeptoren GP Ib/IX/V, GP lib/llla und GP la/lla und ihre
korrespondierenden Liganden abgebildet. Alle drei Glykoproteine sind von wesentlicher
Bedeutung beim Ablauf der priméren Hamostase (Dame et al., 2006).
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Findet eine Gewebeschadigung statt, kommen die Rezeptoren der
Thrombozyten mit subendothelialen Proteinen und Kollagen in Kontakt (Dame et
al., 2006). Durch Bindung von GP la/lla an Kollagen und GP Ib/IX/V an den vVWF
kommt es zur Adhésion an der Gefaliwand (siehe Abb. 4). Die Thrombozyten
werden aktiviert und sezernieren ADP und Thrombin. Die Thrombozyten
verandern ihre Konformation und bilden Pseudopodien aus. Durch einen
Exozytose-Prozess fusioniert die Granula-Membran mit der Plasmamembran
und die in den Granula enthaltenen Glykoproteine und Rezeptoren werden auf
der Thrombozyten-Oberflache prasentiert (Potzsch and Gawaz, 2010, S. 62-69,
82-86), so auch der Aktivierungsmarker P-Selektin (Dame et al., 2006). Die
Thrombozyten aggregieren, durch Aktivierung des GP lIb/llla, was die

Thrombozyten Uber Fibrinogen vernetzt, wird die Aggregation irreversibel.
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Freisetzung
Plattchen, noch in Ruhe
Fibrinogen ADP
Thrombospondin Serotonin

Plattchenfaktor 4

Verformung
Adhésion

subendotheliales Kollagen

Thrombin

Aggregation ‘/ %
N/ ‘ T

Thromboxan A, Fibrinogen

GP lib/lla

Abb. 4: Die Aktivierung der Thrombozyten (modifiziert nach Schmidt et al., 2011,
S. 493)

Die Adhésion erfolgt mittels Bindung an Kollagen und vVWF, es folgt die Freisetzung der
Granula und die Verformung der Thrombozyten. Mittels des Rezeptors GP llb/llla
kénnen Thrombozyten Uber Fibrinogen vernetzt werden. Die Aggregation wird durch
Thrombin, ADP und Thromboxan A2 stimuliert (Schmidt et al., 2011, S. 491-495).
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1.6  Thrombozytare Oberflachenmarker
Um die Aktivierung der Thrombozyten beurteilen zu kénnen, kann die Expression
verschiedener Oberflachenproteine mittels Durchflusszytometrie quantitativ

erfasst werden (Kamath et al., 2001, Sobolewska et al., 2015).

GP lIb/llla

GP lIb/llla, auch bekannt als Integrin aunPs, wurde mit einer Anzahl von 80.000
pro Thrombozyt als haufigster Thrombozytenrezeptor der thrombozytaren
Zellmembran identifiziert (Zieger et al., 2018). GP llb/llla wird ausschlief3lich auf
Thrombozyten exprimiert. Es besteht aus zwei transmembranésen Einheiten, die
bei der Degranulation der Thrombozyten aus den a-Granula freigesetzt und auf
der Plasmamembran prasentiert werden (Dame et al., 2006). Dadurch kann die
Verfligbarkeit des GP lIb/llla auf der Thrombozyten-Oberflache um 30-50 %
gesteigert werden. Nach Aktivierung durch Bindung von Fibrinogen, dem
soutside-in“-Signal folgt eine Signalkaskade und der Fibrinogen-Rezeptor
verandert seine Konformation (,inside-out”). Nach der Konformationsanderung
stellt er einen hoch-affinen Fibrinogen-Rezeptor dar und sorgt fur eine irreversible
Thrombozyten-Aggregation. Neben Fibrinogen bindet GP lIb/llla auch vVWF und
andere prothrombotische Liganden. Des Weiteren scheint eine verstarkte
Oberflachenprasentation von GP lIb/llla auch als unabhangiger pradiktiver
Biomarker ein erhéhtes Risiko anzuzeigen, einen rezidivierenden Schlaganfall zu
erleiden (Fateh-Moghadam et al., 2007).

CD62P

Das P-Selektin wird vor allem in den a-Granula der Thrombozyten gespeichert
(Merten and Thiagarajan, 2004). Es dient zur Interaktion zwischen Thrombozyten
und Leukozyten. Der P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1 der Leukozyten bindet an
CD62P und die Leukozyten bilden Aggregate mit den Thrombozyten. Durch
Produktion von prokoagulativen Mikropartikeln der Leukozyten wird die Neigung
zur Gerinnung verstarkt. Des Weiteren kdnnen P-Selektine mit thrombozytaren
Sulfatiden interagieren, dadurch werden die Uber Fibrinbriicken gebildeten
Thrombozyten-Aggregate weiter stabilisiert. Insgesamt beteiligt sich das

thrombozytare  P-Selektin  mit  GP IIb/llla an der |Initierung der
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Thrombozytenaggregation (Théorét et al., 2006). Fur das P-Selektin wurde
auBerdem eine Bedeutung als relevanter Biomarker fur das Ausmald der
Schadigung durch ischamische Schlaganfalle gefunden (Hasan et al., 2012).
Eine verstarkte Expression des Proteins wurde auf3erdem fur das Akute
Koronarsyndrom (ACS) berichtet (Stellos et al., 2010).

SDF-1

Die a-Granula stellen eine groRe Quelle des SDF-1 dar, auch bekannt unter
CXCL12 (Chatterjee and Gawaz, 2013). Nach der Thrombozyten-Aktivierung
durch einen Agonisten kommt es zur Freisetzung und SDF-1 wird verstarkt an
der Plattchen-Oberflache prasentiert. Der Hauptrezeptor CXCR4 wird u.a. von
Thrombozyten selbst exprimiert (autokrine Stimulation). Durch SDF-1 kénnen
zudem CD34-positive Progenitorzellen aus dem Knochenmark mobilisiert
werden und zu ischdmischen Arealen wandern (Stellos et al., 2008). Dort kbénnen
sie mit Thrombozyten interagieren und wu.a. zur Differenzierung der
Endothelzellen beitragen. Des Weiteren wurde Uber eine erhdhte Plattchen-
abhangige Oberflachenexpression von SDF-1 beim ACS berichtet, womit SDF-1
eventuell ein relevanter Biomarker fir ein kardiovaskulares Risiko sein kénnte
(Wurster et al., 2013).

1.7  Fragestellung

Obwohl VEGF-Inhibitoren die Rate an Neuerblindungen und fortgeschrittenen
Erkrankungsstadien positiv beeinflussen kdnnen, missten randomisierte Studien
mit gréReren Fallzahlen erfolgen, um sichere Aussagen zu thromboembolischen
und kardiovaskularen Nebenwirkungen nach der Intervention treffen zu kdnnen.
Das Fusionsprotein Aflibercept enthalt wie Bevacizumab die Fc-Region eines
Antikorpers und hat auch daher eine langere systemische Halbwertszeit als das
kleinere Molekil Ranibizumab (Avery et al., 2014). Die zugelassenen Wirkstoffe
enthalten Einschréankungen fur den Einsatz in der Friuhphase nach einem
vaskularen Ereignis (European Medicines Agency, 2012). Fur den Fall
thromboembolischer Komplikationen kann im individuellen Einzelfall noch nicht
abgeschétzt werden, ob und welche Rolle ein VEGF-Inhibitor eingenommen hat.

Hierfir missten praexistente Risiken innerhalb der Studienkohorten bedacht
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werden. Es sind vereinzelt Zusammenhange zwischen der intravitrealen
Therapie und dem Auftreten arterieller thromboembolischer Events beschrieben
worden, in deren Rahmen der ATEs eine Aktivierung des zellularen
Gerinnungssystems stattfinden kann (Jennings, 2009). Bisher wurden keine
Daten zur Expression der Oberflachenproteine von Thrombozyten wie
GP lIb/llla, P-Selektin oder SDF-1 erhoben, die auch als Biomarker fir
Schlaganfélle von Bedeutung sein konnten (Fateh-Moghadam et al., 2007,
Hasan et al., 2012, Wurster et al., 2013).

Es stellt sich die Frage, in wie weit eine Interaktion zwischen den intravitreal
verabreichten Dosen von Aflibercept und den Thrombozyten im systemischen
Kreislauf vorliegen kdnnte. Es ist unklar, welche zellularen Mechanismen durch
die Exposition gegenuber dem Fusionsprotein Aflibercept auftreten. Falls ein
Einfluss auf das Gerinnungssystem vorliegen wuirde, konnten lokale
Konzentrationen der VEGF-Inhibitoren pro- oder antikoagulatorische
Auswirkungen haben: Fir das strukturell sehr ahnliche Bevacizumab wurde ein
auffallig erhdhtes Risiko von Blutungen beschrieben (Ahfat and Zaidi, 2013). In
der Krebstherapie wurden unter Aflibercept zusatzlich auch ATEs registriert (Van
Cutsem et al., 2012).

Eine mdgliche direkte Interaktion von Aflibercept mit Thrombozyten sollte hier
evaluiert werden. Dafur sollten erst einmal Thrombozyten junger, gesunder
Probanden verwendet werden, um andere Einflisse (Vorerkrankungen,
Medikation) ausschlieBen zu kénnen. Um die Spezifitat der Ergebnisse auf
Aflibercept zurtickfiihren zu koénnen, sollten auf3erdem Kontrollversuche mit
kompletten Antikérpern vorgenommen werden. Als geeignete Kontrollgruppe
sollte auch die Formulierung der Losung ohne Wirkstoff als Einflussfaktor in
Betracht gezogen werden.

In dieser experimentellen Arbeit wurde die Aktivierung auf zellularer Ebene
mittels Durchflusszytometrie untersucht, um einen mdglichen Zusammenhang
zwischen der intravitrealen Anwendung von Aflibercept und dem Entstehen von

ATES besser beurteilen zu kdnnen.
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2 Material und Methoden

2.1  Das Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein etabliertes optisches Verfahren zur zellularen
Diagnostik (Sack, 2007). Neben GréRe und Granularitat kann auch die
Fluoreszenzintensitét einzelner Zellen ermittelt werden (siehe Abb. 5). Fur das
Verfahren wird meist im Voraus eine fluoreszierende Farbung der Zellen
vorgenommen. Dafiir macht man sich u.a. fluoreszente monoklonale Antikérper
zu Nutze. Das sind Antikérper, welche mit Fluorochrome konjugiert wurden und
dann an bestimmte zellulare Strukturen z. B. Oberflachenrezeptoren binden.
Somit ist der fluoreszierende Farbstoff indirekt an die Zelle gebunden. Die
Antikdrper werden passend zu den Antigenen ausgewahlt, welche mittels der
Durchflusszytometrie quantifiziert werden sollen. In dieser Arbeit wurden die

Oberflachenproteine GP lIb/llla, P-Selektin und SDF-1 gemessen.

PMT

—K ' 488 nm

Laser
°

Zellen ®

Abb. 5: Prinzip eines Durchflusszytometer (modifiziert nach Sack, 2007, S.30)

Der Laserstrahl trifft im rechten Winkel auf die einzelnen Zellen aus der Probe. Es wird
sowohl die Vorwartslichtstreuung (FSC) als auch die Seitwértslichtstreuung (SSC)
gemessen. Des Weiteren wird die jeweilige Immunofluoreszenz von den mit FL-1, FL-2
und FL-3 benannten Photomultipliern (PMTs) detektiert und anschlieBend in ein
elektrisches Signal zur Datenspeicherung umgewandelt (Sack, 2007).
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Beim Messverfahren wird zur Analyse ein Laserstrahl als monochromatische

Lichtquelle eingesetzt (Sack, 2007). Die Zellen aus der Probensuspension

werden dann im Gerét von einem sog. Hullstrom, eine flr das Gerat geeignete

Flissigkeit, umspult. Dies ermdglicht, dass die Zellen in einer Reihe Zelle fur

Zelle einzeln und zentriert am Laserstrahl vorbeigefiihrt werden. Am Messpunkt

trifft dann der Laserstrahl im rechten Winkel auf die Zellen.

Zur Analyse wird sowohl a) die Streuung des Anregungslichts als auch b) die

Immunofluoreszenz gemessen.

a)

b)

Die Lichtstreuung findet durch Brechung und Reflektion des Anregungslichts
statt (Erotocritou et al., 2007). Hierbei kann die Seitwartslichtstreuung (SSC,
engl. side scatter) und die Vorwartslichtstreuung (FSC, engl. forward scatter)
unterschieden werden. Die SSC ist Licht, welches im rechten Winkel zum
Laserstrahl von der Zelle abgelenkt wird. Die Intensitat korreliert mit der
Granularitat der Zelle. Die FSC dient als MalR der Zellgré3e und
Oberflachenbeschaffenheit. Gemessen wird ein Lichtsignal, welches im
kleinen Winkel zum Laserstrahl von der Zelle abgelenkt wird, also in der
Achse des Laserstrahls oder nahe 180° vom Auftreffen des Laserstrahls auf
der Zelle entfernt ist. Zusatzlich kénnen an Hand der SSC und FSC lebende
von toten Zellen unterschieden werden.

Der Fluoreszenzfarbstoff absorbiert das kurzwellige, energiereiche Licht,
wandelt es um und strahlt es als langerwelliges, energiearmeres Licht wieder
ab (Erotocritou et al.,, 2007). Jedes Fluorochrom hat ein bestimmtes
Emissionsspektrum, in dessen Bereich sich die Abstrahlungsenergie befindet,
welche als eine bestimmte Farbe sichtbar wird. Photodioden detektieren das
Fluoreszenzlicht der einzelnen Zellen in einer Photomultiplier-Réhre (PMT,
engl. photomultiplier tube) und wandeln es in elektronische Signale um,
welche abgespeichert werden (Sack, 2007). Die PMTs werden mit FL1, FL2,
FL3 usw. benannt, in aufsteigender Wellenlange des von ihnen detektierten
Fluoreszenzlichts. FL1 detektiert ein Abstrahlungslicht der Wellenldnge 515-
545 nm, die Farbe Grin, FITC (Fluoresceinisothiocyanat) dient als

Fluorochrom (Erotocritou et al., 2007). FL2 detektiert gelb-oranges
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Abstrahlungslicht der Wellenlange 564-606 nm, PE (Phycoerythrin) dient als
Fluorochrom. Beide Fluorochrome wurden in dieser Arbeit verwendet (siehe
Abb. 6). Die Intensitat der Lichtsignale korreliert in Abhangigkeit von der Art
der Farbung mit der Menge der zellular gebundenen monoklonalen Antikorper

und ist somit ein Mal3 fur die zellularen Antigene (Sack, 2007).

Ch01_Brightfield Ch03_CD42b-PE Ch02_FITC

Abb. 6: Aufnahmen einer Zelle ohne und mit Fluoreszenz

Die linke Aufnahme (ChO1_Brightfield) stellt einen Thrombozyten im Hellfeld dar, die
Aufnahme des Thrombozyten wurde im Durchlicht ohne Anregung durch den Laserstrahl
gemacht, somit ist die Morphologie der Zelle gut ersichtlich. In der mittleren Aufnahme
(Ch03_CD42b-PE) sieht man einen mit PE markierten Thrombozyten, dessen
Fluoreszenz nach Anregung mit dem Laserstrahl gelb erscheint. Die rechte Aufnahme
(ChO2_FITC) stellt einen mit FITC gekennzeichneten Thrombozyten dar, dessen
abstrahlendes Fluoreszenzlicht griin erscheint. Die Abbildung zeigt die von uns wahrend
der Messungen im ImageStream® verwendeten Fluoreszenzen und Kanéle.

Die Daten, die durch Mehrfachmessung einzelner Zellen zustande kommt, diente
zur Auswertung (Sack, 2007). Die Darstellung der erhobenen Daten erfolgte
vorwiegend mittels Histogramm oder Dot Plot (Erotocritou et al., 2007). Im
Histogramm ist die Darstellung eindimensional, die x-Achse zeigt die
Fluoreszenzintensitat, die Zellzahl wird auf der y-Achse dargestellt. Im Dot Plot
wurden die Daten als Punktwolke zweidimensional dargestellt. Jeder Punkt
symbolisierte eine Zelle, angeordnet werden die Punkte auf der x- und y-Achse
nach zwei Signalintensitaten, eine Korrelation wird ersichtlich. Durch
Voreinstellungen kann ein sog. Gate bestimmt werden, in dem die Messung
stattfindet. Dadurch wird sichergestellt, dass nur die Messung der gewiinschten

Zielpopulation zur Auswertung dient.
2.2  Thrombozyten-Isolation

Fur die experimentellen Arbeiten wurde venoses Blut gesunder kaukasischer

Probanden aus der Antekubitalvene entnommen. Die Teilnahme der Probanden
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erfolgte freiwillig, Kriterium flr die Eignung war die korperliche Gesundheit der
Probanden und der Ausschluss einer Einnahme von Medikamenten wie nicht-
steroidaler Antirheumatika in den vorhergehenden zehn Tagen. Unter anderem
sollte die Anamnese sicherstellen, dass von einer unbeeintrachtigten Funktion
der Thrombozyten ausgegangen werden durfte. Fur die Blutentnahme wurde
eine CPDA (Citrat-Phosphat-Dextrose-Adenin) -Monovette (SARSTEDT AG &
Co. KG) verwendet. Nach der Blutentnahme erfolgte unverziiglich eine erste
Zentrifugation. Zentrifugiert wurde fur 10 min bei Raumtemperatur mit 2000 rpm.
Anschlieend wurde 1 ml Plasma, das sogenannte Platelet-Rich Plasma (PRP,
thrombozytenreiches Plasma), mit einer Pipette von der Schicht oberhalb des
Leukozytenfilms aus der Monovette abgetragen. Von dem gewonnenen PRP
wurden 500 pl fur die Experimente abpipettiert und zwei Proben mit je 100 pl zur
Messung der Thrombozytenzahl (Platelet-count, PLT) erstellt. Gemessen wurde
mit einem  vollautomatischen  Blutzellmessgerat (Axon Lab AG
Reichenbach/Stuttgart, Deutschland). Dabei wurde der Mittelwert der PLTs
beider gemessener Proben errechnet. War dieser < 200 103/mm?3 so wurde das
gewonnene PRP direkt fur die Versuche verwendet. War der PLT > 200 103/mm3,
so wurde die Blutentnahme in der Monovette ein zweites Mal fir 10 min bei
Raumtemperatur mit 3500 rpm zentrifugiert. AnschlieRend wurde erneut Plasma,
jetzt das Platelet-Poor Plasma (PPP, thrombozytenarmes Plasma) mit einer
Pipette von oben aus der Monovette abgetragen. Dies wurde zur Resuspension
des PRP verwendet, so dass trotz unterschiedlicher Probanden stets eine
einheitliche Thrombozyten-Konzentration des Plasmas fir die Experimente

gewahrleistet war.

2.3 Inkubation und Aktivierung der Thrombozyten

Nachdem die Thrombozyten isoliert waren, wurden die Proben der Versuche
hergestellt. Um die Isolation einer Thrombozyten-Population zu uberprifen,
wurden zu Beginn der Experimente bei einigen Versuchen Proben mit CD42b-
PE (Beckman Coulter, Marseille, Frankreich) angefarbt, sowie mit den
Immunoglobulinen IgG1-FITC (BD Biosciences, San Jose, Kalifornien, USA) und

IgG1-PE (BD Biosciences, San Jose, Kalifornien, USA) als Isotypkontrollen.
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Es wurde darauf geachtet, dass die Herstellung der Proben innerhalb von 3 h ab
Blutentnahme abgeschlossen war. Jede Probe wurde in einem fur die
Durchflusszytometrie geeignetem Reagenzglas, einem FACS®-Ro6hrchen,
hergestellt. Das Volumen jeder Probe betrug 50 pl.

Insgesamt wurden Versuche mit finf verschiedenen Konzentrationen von
Aflibercept (Eylea® Bayer Pharma, Berlin, Deutschland) durchgefihrt, die
Thrombozyten waren somit Konzentrationen von 4 mg/ml, 400 pg/ml, 40 pg/ml,
4 ug/ml und 40 ng/ml ausgesetzt. Dabei wurden die jeweiligen Losungen durch
Verdiinnung mit PBS hergestellt. Aquivalent dazu wurden diese Experimente
auch mit der Aflibercept-Losung in allen finf Konzentrationen durchgefthrt (siehe
Tab.2 und Tab.3). Die Losung wurde dabei in Anlehnung an die
Herstellerangaben von Aflibercept aus 164 mg NasPOs4, 23 mg NaCl, 0,5¢g
Saccharose und 0,3 pg Polysorbate in 10 ml PBS hergestellt und auf einen pH-
Wert von 6,2 eingestellt. Beide Experimente wurden ohne Agonist, als auch mit
Agonist durchgefuhrt. Als Agonisten wurden insgesamt Thrombin (0,02 U/ml;
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland), proteinase-activated
receptor 4-activating peptide (PAR-4-AP) (25 uM; Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA) und thrombin receptor-activating peptide-6 (TRAP) (25 pM;
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) eingesetzt. Fir PAR-4-AP
wurde eine Bindung an den Rezeptor proteinase-activated receptor 4 (PAR-4)
angenommen, fir TRAP wurde eine Bindung an proteinase-activated receptor 1
(PAR-1) angenommen, die zu einer Thrombozyten-Aktivierung und -Aggregation
fuhren (Chung et al., 2002). Fur Thrombin wurde eine Wirkung vorwiegend Uber
PAR-1 und PAR-4 beschrieben. Fir den Einsatz eines Agonisten wurde eine
Prainkubation von 10 min oder 30 min mit dem Medikament Aflibercept bzw.

dessen Losung durchgefihrt.
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Tab. 2: Ubersicht der Probenherstellung (von |. n. r.) stimulierter Proben mit
aktivierten Thrombozyten:

Stimulierte Proben mit aktivierten Thrombozyten
PBS |5l 5 ul Aflibercept 5 ul Fluoreszierender 300 ul
PRP Inkubationszeit 10 min | Agonist | AntikOrper PFA
PBS
PBS |5l 5 ul Aflibercept 5 ul Fluoreszierender 300 ul
PRP Inkubationszeit 30 min | Agonist | Antikdrper PFA
PBS
PBS |5l 5 ul Lésungsmittel 5 ul Fluoreszierender 300 ul
PRP Inkubationszeit 10 min | Agonist | Antikbrper PFA
PBS
PBS |5l 5 ul Lésungsmittel 5ul Fluoreszierender 300 ul
PRP Inkubationszeit 30 min | Agonist | Antikorper PFA
PBS

Tab. 3: Ubersicht der Probenherstellung (von . n. r.) nicht stimulierter Proben mit
nicht-aktivierten Thrombozyten:

Nicht stimulierte Proben mit nicht-aktivierten Thrombozyten

PBS | 5ul 5 ul Aflibercept Fluoreszierender | 300 pl
PRP Antikérper PFA
PBS
PBS |5 ul 5 ul Lésungsmittel Fluoreszierender | 300 pl
PRP Antikérper PFA
PBS

Um die Spezifitat der beobachteten Phanomene bewerten zu kdénnen, wurden
Kontrollversuche mit dem IgG1- Antikérper Rituximab (Roche Pharma, Basel,
Schweiz) gemacht. Rituximab bindet an das CD20-Antigen, ein Membranprotein
das sich auf B-Lymphozyten befindet (Pescovitz, 2006). Die Versuche wurden in
den Konzentrationen 4 mg/ml und 40 ng/ml durchgefihrt, verdinnt wurde
ausgehend der handelsublichen Medikamentenldsung mit PBS. Bei diesen
Experimenten erfolgten die Versuche ohne Agonist, aber auch mit Thrombin,
PAR-4-AP oder TRAP. Vor dem Einsatz eines Agonisten fand wiederrum eine

10-mindtige Inkubationszeit mit Rituximab statt.
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Fur die Messung in der Durchflusszytometrie wurden zur Anfarbung die
Fluorochrom-konjugierten Immunoglobuline PAC-1-FITC (BD Biosciences, San
Jose, Kalifornien, USA) (Bindung an GP llIb/llla), CD62P-FITC (Beckman
Coulter, Marseille, France) (Bindung an das P-Selektin) und SDF-1-FITC (Sigma
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) (Bindung an SDF-1) verwendet. Des Weiteren
wurde Aflibercept-FITC (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), das FITC-
konjugierte Medikament, in flinf verschiedenen Konzentrationen bei Versuchen
mit den Agonisten eingesetzt, um eine magliche Interaktion zwischen Aflibercept
und den Thrombozyten zu ermitteln.

Bis zur Messung in der Durchflusszytometrie wurden die Proben abgedunkelt
und gekunhlt (4 °C) gelagert, die Messung erfolgte spatestens 48 Stunden nach
Ansetzen der Proben.

Die einzelnen Proben wurden wie folgt hergestellt: Im ersten Schritt wurde eine
bestimmte Menge der Tragerlésung phosphatgepufferte Salzldsung (PBS) in das
Reagenzgefal3 pipettiert, daraufhin 5 pl des bei Bedarf verdinnten PRPs.
Anschliel3end wurde die Probe mit 5 pl Aflibercept bzw. 5 pl des Lésungsmittels
versehen. Nach Gabe von Aflibercept bzw. der Losung wurden die Proben 10
oder 30 min inkubiert, bevor anschlieRend ein Agonist zur Stimulation dazu
gegeben wurde (siehe Tab. 2). Aquivalent dazu wurden Proben ohne Agonist
erstellt (siehe Tab. 3). Fur die nicht-stimulierten Kontrollproben wurde PBS
verwendet, zusatzlich wurden Proben analysiert, denen lediglich ein Agonist
beigefligt wurde (siehe Tab. 4). AbschlieRend wurden die Proben mit einem
fluoreszierenden Antikérper bzw. mit PBS versehen. Nach einer Inkubationszeit
von 25 min wurden die Proben mit 300 ul 0,5%ige Paraformaldehydlosung (PFA)
versehen, der Aktivitdtszustand der Thrombozyten war somit fixiert (Sobolewska
et al., 2015).
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Tab. 4: Die weitere Probenherstellung (von . n. r.):

PBS |5ul PBS Fluoreszierender 300 ul
PRP (nicht-stimulierte Kontrollprobe) Antikorper PFA
PBS
PBS |5l 5 pl Agonist Fluoreszierender 300 pl
PRP Antikérper PFA
PBS

2.4  Messung der Proben in der Durchflusszytometrie

Fur die Messung der hergestellten Proben wurde ein Becton Dickinson
FACSCalibur™ Durchflusszytometer (Serien-Nr. E97500055) verwendet. Dieses
beinhaltet eine duale Lasertechnik mit einem 15-mW-Argon-Laser 488 nm und
einem 10-mW-Dioden-Laser 633 nm.

Das Gate wurde in dieser Arbeit fur die Thrombozyten typische Lichtstreuung
definiert. Es wurden jeweils 10.000 Events der von den Thrombozyten
ausgehenden Fluoreszenz registriert. Es wurden die Fluorochrome FITC und PE

verwendet.

2.5 ImageStream® MK Il bildgebendes Durchflusszytometer

Um die in der Durchflusszytometrie gemessenen Parameter zu bestétigen,
wurden zusatzlich Messungen mit dem Imaging Flow Cytometer durchgefihrt.
Zusatzlich zu der Durchflusszytometrie konnten dadurch zeitgleich
hochauflosende Bilder der gemessenen Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie
aufgenommen werden (Zuba-Surma et al., 2007). Die Messungen wurden am
ImageStream® MK Il (Amnis®, Seattle, Washington, USA) in der Image Stream®
Core Facility der Medizinischen Fakultat des Universitatsklinikums Tubingen
(UKT) durchgefuhrt. 10.000 Zellen pro Probe wurden dabei mit Hilfe der
INSPIRE™ Instrument Controller Software mit 60facher Vergré3erung und dem
488 nm Laser auf 200 mW akquiriert. Hierbei wurden zusatzlich zu Rituximab
sowohl Bevacizumab (2,5 mg/ml, Avastin® Roche, Grenzach, Deutschland) als
IgG1-Antikérper als auch Ranibizumab (1 mg/ml, Lucentis® Novartis Pharma

GmbH, Deutschland) als Fab-Antikorper-Fragment als Kontrollen eingesetzt.
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Die Daten wurden mit IDEAS® Image Analysis Software ausgewertet.
Einzelfarbungen dienten hierbei als Grundlage zur Erstellung der
Kompensationsmatrix, welche dann auf alle Proben angewendet wurde. Fur die

Auswertung wurden alle Einzelzellen im Fokus eingeschlossen.

2.6  Statistische Auswertung

Zur Auswertung wurde der Mittelwert der gemessenen Fluoreszenzintensitét
verwendet. Durch das Verhaltnis von angefarbten Proben zu nicht angefarbten
Kontrollproben wurde die mittlere Fluoreszenzintesitat (MFI) errechnet. Der
mittlere Stimulations-Index (MSI) wiederrum wurde durch das Verhéltnis der MFI
einer stimulierten Probe zu der einer nicht-stimulierten Kontrollprobe definiert.
Zur statistischen Auswertung wurden verbundene Stichproben von mindestens
drei Probanden verwendet und der Wilcoxon-Test mit Hilfe kommerzieller
Software (IBM SPSS Statistics 23, SPSS Inc.) durchgefuhrt. Die Planung der zu
untersuchenden Proben orientierte sich an friheren Untersuchungen mit
mindestens drei Experimenten pro Versuchskonstellation (Sobolewska et al.,
2015).

Nach der Durchfihrung der Tests (mit Messwiederholungen) wurden
wahrscheinliche Ausreier nach einem vordefinierten Protokoll identifiziert.
Definiert wurde ein Ausreil3er als ein Wert, der um einen Faktor finf vom
Mittelwert aller Messwerte einer Probe abwich. Als Parameter fir die Streuung
und Konsistenz beobachteter Effekte wurde die Standardabweichung (< 50 %)
herangezogen. Es wurde ein Signifikanzniveau von 5 % festgelegt,
dementsprechend wurden Testergebnisse mit einem p-Wert < 0,05 als signifikant
bewertet (Weil3, 2007).

2.7 Material

Auflistung der Medikamente, -ldsungen, Agonisten, fluoreszierenden

Immunoglobuline, Gerate und Institute im Anhang (siehe Seite 61 f.).
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3 Ergebnisse

Die hier beschriebenen Ergebnisse wurden bereits im Oktober 2018 in der
Fachzeitschrift ,Experimental Eye Research“ in dem Artikel ,Influence of

aflibercept on platelet activation profile“ vertffentlicht (Sobolewska et al., 2018).

3.1  Experimente ohne Aktivierung der Thrombozyten

Einfluss von Aflibercept oder seiner Losung

Es wurde sowohl mit Aflibercept als auch mit der Formulierung ohne Wirkstoff in
den folgenden Konzentrationen 4 mg/ml, 400 pg/mi, 40 pg/mi, 4 pg/ml und
0,04 ug/ml Experimente durchgefuhrt. Die drei Plattchenmarker GP llb/llla,
CD62P und SDF-1 zeigten fur ruhende Thrombozyten, welche nicht mittels
Agonisten aktiviert wurden, minimale Einfliisse.

Nur fir die hochste untersuchte Aflibercept-Konzentration fand sich eine
signifikant erhdhte Expression von GP llb/llla an der Oberflache von mit
Aflibercept inkubierten Thrombozyten (MW: 0,781; 95 %-KI: 0,622-0,941 vs. MW
0,544; 95 %-Kl. 0,415-0,673; P < 0,05) (siehe Abb. 7a). In allen anderen
Konzentrationen zeigte die Expression von GP llb/llla unter Einfluss der Lésung
im Vergleich zu Aflibercept keine signifikante Veranderung.

GP llb/llla wurde sowohl unter 4 mg/ml Aflibercept (MW: 0,781; 95 %-KI: 0,622-
0,941; P <0,05) als auch unter Einfluss des 4 mg/ml Lésungsmittels (MW: 0,572;
95 %-KI: 0,434-0,711; P < 0,05) im Vergleich zu PBS (MW: 1,00, 95 %-KI: 1,0-
1,0) signifikant schwacher exprimiert. In allen anderen Konzentrationen waren
keine signifikanten Veranderungen festzustellen.

Eine signifikant verstarkte Expression von CD62P wurde bei allen untersuchten
Konzentrationen von Aflibercept im Vergleich zu PBS (P < 0,05) gemessen, mit
Ausnahme von 4 mg/ml. CD62P war in allen Konzentrationen der Ldsung
(P < 0,05), mit Ausnahme von 4 mg/ml und 0,04 pug/ml, signifikant hochreguliert.
Zwischen Aflibercept und seinem Ldsungsmittel gab es in keiner der funf

untersuchten Konzentrationen einen signifikanten Unterschied (siehe Abb. 7b).
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SDF-1 zeigte keine signifikant veranderte Auspragung auf der Thrombozyten-
Oberflache mit Ausnahme einer Steigerung nach Inkubation der 40 ug/ml Lésung
im Vergleich zu PBS (MW: 1,387; 95 %-KI: 1,122-1,652; P < 0,05).

Zwischen Aflibercept und der Formulierung ohne Wirkstoff gab es in keiner der
funf untersuchten Konzentrationen einen signifikanten Unterschied (siehe
Abb. 7c).
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Abb. 7a: GP llb/llla unter Einfluss von Aflibercept und seiner Losung

Die gemessenen Daten fir den Plattchenmarker GP llb/llla sind hier in aufsteigender
Konzentration von 0,04 pg/ml bis 4 mg/ml in Form von Boxplots mit Punktwolken
dargestellt. Die grau gefarbten Boxplots mit schwarzer Punktwolke stellen den
Plattchenmarker GP llb/llla unter Aflibercept dar, die weild gefillten Boxplots mit weil3er
Punktwolke stellen den Plattchenmarker mit der Losung ohne Wirkstoff dar. Zwischen
Aflibercept und dem Ldsungsmittel bestand kein signifikanter Unterschied, aul3er in der
hochsten Konzentration: GP lIb/llla war unter 4 mg/ml Aflibercept im Vergleich zu der
Ldsung signifikant hochreguliert (P < 0,05), unter Einfluss von 4 mg/ml Aflibercept und 4
mg/ml der Losung im Vergleich zu PBS war GP llb/llla signifikant herabreguliert. Alle
dargestellten Daten beziehen sich auf den Vergleich mit der Negativkontrolle, ruhende
Thrombozyten nach Inkubation mit PBS.
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Abb. 7b: CD62P unter Einfluss von Aflibercept und seiner Losung

Die gemessenen Daten fur den Plattchenmarker CD62P sind hier in aufsteigender
Konzentration von 0,04 pg/ml bis 4 mg/ml in Form von Boxplots mit Punktwolken
dargestellt. Die grau gefarbten Boxplots mit schwarzer Punktwolke stellen den
Plattchenmarker CD62P unter Aflibercept dar, die weil3 gefilliten Boxplots mit weil3er
Punktwolke zeigen das Losungsmittel an. Zwischen Aflibercept und dem Losungsmittel
wurde in keiner der finf untersuchten Konzentrationen eine signifikant veranderte
Expression von CD62P festgestellt. Alle dargestellten Daten beziehen sich auf den
Vergleich mit der Negativkontrolle, ruhende Thrombozyten nach Inkubation mit PBS.
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Abb. 7c: SDF-1 unter Einfluss von Aflibercept und seiner Lésung

Die gemessenen Daten fir den Plattchenmarker SDF-1 sind hier in aufsteigender
Konzentration von 0,04 pg/ml bis 4 mg/ml in Form von Boxplots mit Punktwolken
dargestellt. Die grau gefarbten Boxplots mit schwarzer Punktwolke stellen den
Plattchenmarker SDF-1 unter Aflibercept dar, die weil3 gefiillten Boxplots mit weilRer
Punktwolke stellen den Plattchenmarker mit der Losung ohne Wirkstoff dar. Zwischen
Aflibercept und der Kontrolllésung konnte in keiner der funf untersuchten
Konzentrationen eine signifikant veranderte Expression von SDF-1 festgestellt werden.
Alle dargestellten Daten beziehen sich auf den Vergleich mit der Negativkontrolle,
ruhende Thrombozyten nach Inkubation mit PBS.

Einfluss von Rituximab

Es wurden Experimente mit 4 mg/ml Rituximab und 0,04 pg/ml Rituximab
durchgefuhrt und die Expression der Plattchenmarker GP lib/llla, CD62P und
SDF-1 gemessen. Im Vergleich zu PBS zeigten alle Plattchenmarker einen
signifikanten  Unterschied nach Inkubation mit Rituximab in zwei
unterschiedlichen Konzentrationen. Lediglich SDF-1 zeigte keine signifikante
Veranderung nach Inkubation mit 4 mg/ml Rituximab.

GP lIb/llla wurde im Vergleich mit PBS unter 4 mg/ml Rituximab signifikant
vermindert (95 %-KI: 0,271-0,362; P < 0,05) und nach 0,04 pg/ml Rituximab
signifikant erhéht gemessen (95 %-KI: 1,479-1,921; P < 0,05) (siehe Abb. 8a).
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CD62P war im Vergleich mit PBS unter 4 mg/ml und 0,04 pg/ml Rituximab
signifikant verstarkt exprimiert (95 %-Kl: 1,263-2,137; P < 0,05und 95 %-KI:

1,586-2,557; P < 0,05) (siehe Abb. 8b).

SDF-1 wurde im Vergleich mit PBS unter 0,04 pg/ml Rituximab signifikant
verstarkt gemessen (95 %-KI: 1,515-2,714; P < 0,05). Unter Rituximab 4 mg/ml
konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (95 %-KI: 0,595-1,205)

(siehe Abb. 8c).

GPlib/llla
>
3
= 4
0
c
k=)
T 3
=
£
w2 L
o .
o —
E 1
E
o
0 0.04ugiml 4 mgimi
Rituximab
Abb. 8a
5 SDF-1
>
3
c 4 -1
= .
c
k=)
g3
=3
£ .
B2 |
o K ——
[
=1 :
S o
0
0,04 ug/ml 4 mg/ml
Rituximab
Abb. 8c

CD62P

mittlerer Stimulationsindex

070,04 ug/mi 4 mg/ml

Rituximab

Abb. 8b

31



Abb. 8a-c: GP llb/llla, CD62P und SDF-1 unter Einfluss von Rituximab

Die gemessenen Daten der drei Plattchenmarker GP llb/llla, CD62P und SDF-1 bei
ruhenden Thrombozyten sind hier fiir die untersuchten Konzentrationen 0,04 pg/ml und
4 mg/ml Rituximab in Form von Boxplots mit Punktwolken der einzelnen Messwerte
dargestellt. Fast alle Plattchenmarker waren im Vergleich zu PBS (95 %-KI: 1,0-1,0)
signifikant hochreguliert, mit Ausnahmen von GP lIb/llla nach Inkubation mit 4 mg/ml
Rituximab, hier zeigte sich eine signifikant verminderte Expression (P < 0,05). Bei SDF-
1 nach Inkubation mit 4 mg/ml Rituximab konnte keine signifikante Verdnderung
festgestellt werden. Bei den Abbildungen wird jeweils PBS als Referenz des mittleren
Stimulationsindex betrachtet. Die dargestellten Daten beziehen sich auf den Vergleich
mit der Negativkontrolle, ruhende Thrombozyten mit PBS.

3.2  Experimente mit Aktivierung der Thrombozyten

Einfluss von Aflibercept oder seiner Losung vor Aktivierung von

Thrombozyten

Es wurden Experimente mit Aflibercept bzw. dem alleinigen Lésungsmittel in den
funf Konzentrationen 4 mg/ml, 400 pg/ml, 40 pg/ml, 4 pg/ml und 0,04 pg/ml
durchgefiihrt. Es fanden Untersuchungen mit 10 min und 30 min Inkubationszeit
statt. Zur Aktivierung der Thrombozyten wurden die Agonisten Thrombin und
PAR-4-AP verwendet. Gemessen wurde die Expression der Plattchenmarker
GP lib/llla, CD62P und SDF-1.

Thrombin als Agonist

GP lIb/llla wurde unter dem Einfluss von 4 pg/ml Aflibercept im Vergleich mit der
Lésung nach einer Prainkubation von 30 min (95 %-KI: 2,646-4,482 vs. 95 %-KI:
1,788-2,412; P < 0,05) und bei 400 pug/ml und 4 mg/ml nach einer Prainkubation
von 10 min (400 pg/ml: 95 %-KI: 1,074-2,104 vs. 95 %-KI: 0,611-1,411; P < 0,05
und 4 mg/ml: 95 %-KI: 0,914-2,566 vs. 95 %-KI: 0,481-1,599; P < 0,05) signifikant
verstarkt gemessen. Es zeigte sich keine signifikant veranderte Expression von
GP lIb/llla im Vergleich von Aflibercept mit der Loésung in den anderen
untersuchten Konzentrationen.

Im Vergleich der beiden Inkubationszeiten konnten keine signifikanten
Veranderungen fur alle untersuchten Konzentrationen festgestellt werden.
Ausnahme war eine signifikant verstarkte Expression von GP llb/llla nach einer

Inkubationszeit von 30 min im Vergleich zu 10 min unter Aflibercept 40 pug/mi
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(P <0,05) und 0,04 pg/ml (P < 0,05) und unter der Lésung 40 pg/ml (P < 0,05)
und 0,04 pg/ml (P < 0,05).

Thrombin-aktivierte Thrombozyten nach Inkubation mit Aflibercept oder seiner
Losung zeigten folgende signifikanten Unterschiede im Vergleich zu Thrombin-
aktivierten Thrombozyten mit PBS: Die Expression von GP lib/llla war bei 4
mg/ml der Losung mit 10 min und 30 min Prainkubation vermindert (beide
P <0,05) und bei 4 pg/ml Aflibercept mit 30 min Prainkubation verstarkt
(P < 0,05). Bei 0,04 ug/ml Aflibercept und seiner Losung wurde eine signifikante
Verstarkung mit beiden Prainkubationszeiten gemessen (P < 0,05). Es gab keine
weiteren signifikanten Veranderungen im Vergleich mit aktivierten Thrombozyten
mit PBS.

Bei der Messung von CD62P gab es keine signifikanten Veranderungen im
Vergleich von Aflibercept mit dem Ldsungsmittel in allen Konzentrationen mit
beiden Prainkubationszeiten. Ausnahme war eine signifikant verstarkte
Expression unter 0.04 pg/ml Aflibercept nach 10 min Préinkubation im Vergleich
mit der Losung (95 %-KI: 1,184-1,801 vs. 95 %-KI: 1,069-1,546; P < 0,05).
Auch im Vergleich von 10 min Inkubationszeit mit 30 min Inkubationszeit wurden
keine signifikanten Veranderungen fir die Auspragung von CD62P festgestellt.
CD62P wurde im Vergleich von Thrombin-aktivierten Thrombozyten mit PBS und
Thrombin-aktivierten Thrombozyten unter Aflibercept 400 pg/ml und 40 pg/ml
nach 10 und 30 min, sowie unter Aflibercept 4 pg/ml nach 10 min und 0,04 pg/mi
nach 30 min signifikant verstarkt gemessen (P < 0,05). Bezlglich der Lésung
konnte bei 4 pg/ml nach 10 und 30 min Prainkubation, als auch bei 40 pg/ml und
0,04 pg/ml nach 30 min eine verstarkte Expression von CD62P nach Aktivierung
durch Thrombin gemessen werden (P <0,05). Es gab keine weiteren

signifikanten Veranderungen im Vergleich mit aktivierten Thrombozyten mit PBS.
Die Expression von SDF-1 zeigte keine signifikanten Veranderungen im

Vergleich von Aflibercept mit der Kontrolle in allen Konzentrationen mit beiden

Prainkubationszeiten. Ausnahme war eine signifikante Hochregulierung unter
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4 mg/ml Aflibercept nach 30 min Prainkubation im Vergleich mit der Losung (95
%-KI: 0,897-2,158 vs. 95 %-KI: 0,701-1,408; P < 0,05).

Beim Vergleich der Inkubationszeiten wurde SDF-1 signifikant verstarkt unter
4 mg/ml Aflibercept nach 30 min gemessen (95 %-KI: 0,884-1,516 vs. 95 %-Kl:
1,206-2,737; P <0,05) und signifikant vermindert unter 4 pg/ml Lésung nach
30 min (95 %-KI: 1,249-2,515 vs. 95 %-KI: 0,968-1,523; P < 0,05).

SDF-1 wurde im Vergleich von Thrombin-aktivierten Thrombozyten mit PBS und
Thrombin-aktivierten Thrombozyten unter Aflibercept 4 mg/ml nach 10 min und
unter Aflibercept 400 pg/ml nach 10 und 30 min Prainkubation signifikant
vermindert gemessen (P < 0,05). Ebenso wurde SDF-1 bei diesem Vergleich
unter Einfluss der Losung 4 mg/ml unter beiden Prainkubationszeiten, sowie
unter 400 pg/ml und 0,04 pg/ml nach 10 min und 4 pg/ml nach 30 min signifikant

vermindert gemessen (P < 0,05).

PAR-4-AP als Agonist

GP lib/llla war signifikant hochreguliert unter Aflibercept in den Konzentrationen
4 mg/ml, 400 pg/ml (siehe Abb.9 und Abb. 10) und 4 ug/ml bei beiden
Prainkubationszeiten (P < 0,05) und signifikant herabreguliert bei 40 pg/ml mit
10 min Prainkubation (95 %-KI: 2,653-3,947 vs. 95 %-KI: 3,455-5,400; P < 0,05)
im Vergleich zum Lésungsmittel.

Im Vergleich der Prainkubationszeiten wurde sowohl unter Aflibercept als auch
der Losung in allen Konzentrationen auf3er 4 mg/ml eine signifikant verstarkte
Expression von GP llb/llla nach 30 min gemessen (P < 0,05).

Im Vergleich zu aktivierten Thrombozyten mit PBS war GP lIb/llla unter
Aflibercept und der Losung in der hochsten Konzentration signifikant vermindert
(Aflibercept: P <0,05, Losungsmittel: P <0,05), bei allen anderen
Konzentrationen signifikant verstarkt exprimiert (Aflibercept: P < 0,05, Losung:
P <0,05).
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Abb. 9: Die Auspragung von GP lIb/llla bei mit PAR-4-AP aktivierten
Thrombozyten unter 400 pug/ml Aflibercept (rot) und seiner Losung (blau) im
Vergleich (Sobolewska et al., 2018)

Die gemessene Intensitat von GP lIb/llla auf der horizonalen Achse (Intensity Glib/llla-
FITC) ist gegen die Haufigkeit (Normalized Frequency) auf der vertikalen Achse
aufgetragen. Die rote Linie stellt die mit PAR-4-AP aktivierten Thrombozyten nach
Inkubation mit 400 pg/ml Aflibercept dar, die blaue Linie die aktivierten Thrombozyten
nach Inkubation mit 400 pg/ml der Kontrollldsung. Es ist deutlich zu sehen, dass
Aflibercept eine starkere Expression von GP llb/llla bewirkt.
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Abb. 10: Mit PAR-4-AP aktivierte Thrombozyten mit 400 pug/ml Aflibercept (unten)
und der Formulierung ohne Wirkstoff (oben) im Vergleich

Beispielhaft einzelne mit PAR-4-AP aktivierte Thrombozyten mit 400 ug/ml des
Losungsmittels in den oberen beiden Reihen und Aflibercept in den unteren beiden
Reihen. Die Zellen sind von links nach rechts im Hellfeld, mit gelber Fluoreszenz nach
PE-Markierung und griner Fluoreszenz nach GP llb/llla-FITC-Markierung dargestellt.
Es ist deutlich zu erkennen, dass die griine Fluoreszenz unter Aflibercept im Vergleich
zur Kontrolllésung starker ausgepragt ist, somit eine starkere Auspragung von GP llb/llla
vorliegt.

Der Oberflachenmarker CD62P zeigte keine signifikanten Unterschiede im
Vergleich von Aflibercept und der Kontrolllosung, aul3er einer signifikanten
Hochregulation unter 0,04 pg/ml L6ésung nach 30 min im Vergleich zu Aflibercept
(95 %-KI: 2,206-4,128 vs. 95 %-KI: 1,593-1,957; P < 0,05).

Im Vergleich der Prainkubationszeiten wurde eine signifikant verstarkte
Expression von CD62P unter Aflibercept nach 30 min bei 40 pg/mlund 0,04 pg/ml
festgestellt (P < 0,05) und mit der Losung nach 30 min bei 400 pug/ml, 40 pug/ml
und 0,04 pg/ml (P < 0,01).

Im Vergleich zu aktivierten Thrombozyten mit PBS war CD62P unter Aflibercept
400 pg/ml und 4 pg/ml nach beiden Prainkubationszeiten und unter Aflibercept
40 pg/ml und 0,04 pg/ml nach 30 min verstarkt zu messen (P < 0,05). Bei der



Lésung war in den Konzentrationen von 0,04 pg/ml bis 400 pg/ml nach 30 min
und bei 4 pg/ml nach 10 min eine verstarkte Expression von CD62P ersichtlich
(P <0,05).

SDF-1 zeigte keine signifikanten Veranderungen, aul3er einer Hochregulierung
bei der Losung 4 mg/ml nach 10 min und 0,04 pg/ml nach 30 min (P < 0,05) und
einer Hochregulierung unter 4 pg/ml Aflibercept nach 30 min (P < 0,05).

Im Vergleich der Prainkubationszeiten war bei Aflibercept 400 pg/ml eine
Zunahme der Expression von SDF-1 nach 30 min (95 %-KI: 0,880-1,365 vs. 95
%-KI: 1,138-2,306; P < 0,05), bei der Kontrolllosung 4 mg/ml und 4 pg/ml eine
Abnahme nach 30 min zu vermerken (P < 0,05).

Im Vergleich mit aktivierten Thrombozyten mit PBS war SDF-1 unter Einfluss der
Lésungsformulierung 4 mg/ml und 4 pg/ml nach 10 min und 0,04 pg/ml nach
30 min verstarkt zu messen (P < 0,05) und unter Aflibercept 4 ug/ml nach 30 min
(95 %-KI: 0,985-1,677 vs. 95 %-KI: 1,772-3,290; P < 0,05).

Einfluss von Rituximab vor Aktivierung von Thrombozyten

Es wurde die Expression der drei Plattchenmarker GP llb/llla, CD62P und SDF-
1 untersucht, nachdem die Plattchen 10 min mit Rituximab in 4 mg/ml und
0,04 pug/ml inkubiert wurden und anschlieend mit den Agonisten Thrombin,
TRAP und PAR-4-AP aktiviert wurden.

GP lIb/llla und SDF-1 waren signifikant vermindert exprimiert bei Thrombin-,
TRAP-, PAR-4-AP-aktivierten Thrombozyten unter Rituximab 4 mg/ml im
Vergleich zu aktivierten Thrombozyten ohne Rituximab (P < 0,05).

CD62P wurde nicht signifikant verdndert gemessen, Ausnahme war eine
signifikant verminderte Expression bei Thrombin-aktivierten Thrombozyten unter
4 mg/ml Rituximab im Vergleich zu Thrombin-aktivierten Thrombozyten ohne
Rituximab (95 %-KI: 1,297-1,948 vs. 95 %-KI: 1,849-3,084; P < 0,05).

GP lIb/llla war signifikant verstarkt ausgepragt bei mit Thrombin und PAR-4-AP
aktivierten Plattchen unter 0,04 pg/ml Rituximab im Vergleich zu aktivierten
Thrombozyten ohne Rituximab (Thrombin: 95 %-KI: 2,279-3,398 vs. 95 %-KI:
1,526-2,013; P < 0,05, PAR-4-AP: 95 %-KI: 2,090-4,835 vs. 95 %-KI: 1,686-
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2,264; P < 0,05). GP lIb/llla war bei TRAP-aktivierten Plattchen unter Rituximab
0,04 pg/ml nicht signifikant verandert.

CD62P zeigte keine signifikanten Unterschiede auf3er einer verstarkten
Auspragung bei TRAP-aktivierten Plattchen unter Rituximab im Vergleich zu
aktivierten Plattchen ohne Rituximab (95 %-KI: 11,546-19,726 vs. 95 %-KI:
9,919-17,226; P < 0,05).

Kein signifikanter Unterschied von SDF-1 fand sich nach Exposition von
0,04 pg/ml Rituximab.

Messung von Aflibercept-FITC nach Aktivierung der Thrombozyten

Untersucht wurden mit Thrombin, TRAP und PAR-4-AP aktivierte Thrombozyten,
welche anschlieBend mit Aflibercept-FITC in den fiinf Konzentrationen 1 mg/ml,
400 pg/ml, 40 pg/ml, 4 pg/ml und 0,04 pg/ml versetzt wurden.

Ein verstarktes Auftreten von Aflibercept-FITC auf der Thrombozyten-Oberflache
konnte in allen untersuchten Konzentrationen bei mittels Thrombin, TRAP und
PAR-4-AP aktivierten Thrombozyten im Vergleich zu PBS (MW: 1,00, KI: 1,0-1,0)
gemessen werden. Die Steigerung war mit zwei Ausnahmen - bei einer
Konzentration von 40 pg/ml Aflibercept-FITC unter PAR-4-AP- und Thrombin-
aktivierten Thrombozyten - immer signifikant. Unter Stimulation mit TRAP und
Thrombin ging eine kleinere Konzentration von Aflibercept-FITC mit einer stets
verringerten Messung von Aflibercept-FITC einher (siehe Abb. 11).

Bei einer Konzentration von 1 mg/ml Aflibercept-FITC wurden unter Stimulation
durch PAR-4-AP (95 %-KI: 1,625-2,508; P < 0,05), TRAP (95 %-KI: 1,801-3,624;
P < 0,05) oder Thrombin (95 %-KI: 1,156-2,644; P < 0,05) signifikant erhdhte
Werte von Aflibercept-FITC gemessen (siehe Abb. 12 und Abb. 13).

Auch bei einer Konzentration von 400 pg/ml waren mit Stimulation durch die
Agonisten PAR-4-AP (95 %-KI: 1,286-3,114; P < 0,05), TRAP (95 %-KI: 1,598-
2,527; P <0,05) und Thrombin (95 %-KI 1,174-2,582; P < 0,05) signifikant
erhohte Werte von Aflibercept-FITC zu verzeichnen.

Aflibercept-FITC wurde auch in der Konzentration von 40 pg/ml bei TRAP-
stimulierten Thrombozyten signifikant erhdht gemessen (95 %-Kl: 1,177-2,137,;
P <0,05), unter PAR-4-AP (95 %-KI: 0,938-1,685) und Thrombin (95 %-KI:
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0,938-2,137) waren ebenfalls erhthte Werte jedoch ohne Signifikanz
festzustellen.

Bei einer Konzentration von 4 pg/ml Aflibercept-FITC waren mit Stimulation der
Thrombozyten durch alle Agonisten signifikant erhohte Werte von Aflibercept-
FITC zu verzeichnen (PAR-4-AP: 95 %-KI: 1,298-1,791; P < 0,05; TRAP: 95 %-
Kl: 1,106-1,994; P < 0,05; Thrombin: 95 %-KI: 1,307-1,760; P < 0,05).

Fur Aflibercept-FITC 0,04 pug/ml zeigten sich ebenfalls signifikant erhéhte Werte
von Aflibercept-FITC unter Stimulation durch alle Agonisten (PAR-4-AP: 95 %-
KI: 1,3-1,3; P < 0,05; TRAP: 95 %-KI: 1,168-1,382; P < 0,05; Thrombin: 95 %-KI:
1,090-1,481; P < 0,05).

Aflibercept-FITC
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Abb. 11: Aktivierte Thrombozyten mit Aflibercept-FITC in den Konzentrationen
1 mg/ml bis 0,04 pug/ml versetzt im Vergleich

Die gemessenen Daten von mit Aflibercept-FITC versehenen Thrombozyten, wobei
Aflibercept-FITC in den Konzentrationen von 1 mg/ml bis 0,04 pg/ml absteigend im
Diagramm aufgefuhrt ist und die einzelnen Werte als Punkte dargestellt sind (PAR-4-AP
als Kreuze, TRAP als helle Rauten, Thrombin als schwarze Punkte). Die Linien (PAR-4-
AP als durchgezogenen Linie, TRAP als kurz gestrichelte Linie und Thrombin als lang
gestrichelte Linie) stellen die verbundenen Mittelwerte der genannten Gruppen dar. Alle
Daten sind im Vergleich zur Negativkontrolle, Thrombozyten mit PBS (unregelmafiig
gestrichelte Linie) dargestellt.
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Abb. 12: Mit verschiedenen Agonisten aktivierte Thrombozyten mit 1 mg/ml
Aflibercept-FITC versetzt im Vergleich zueinander (Sobolewska et al., 2018)

Die Abbildung stellt die im ImageStream gemessene FITC-Intensitat von aktivierten und
mit 1 mg/ml Aflibercept-FITC versehenen Thrombozyten dar. Die horizontale Achse
entspricht der FITC-Intensitat (Intensity FITC), die vertikale Achse der Haufigkeit
(Normalized Frequency). Es sind die mit Thrombin (blaue Linie), PAR-4-AP (pinke Linie)
und TRAP (gelbe Linie) aktivierten Thrombozyten dargestellt, als auch die nicht
aktivierten Thrombozyten (grau).

40



Cho1_BF Ch03_CD42b-PE Ch02_Aflibercept_FITC

2391

4
14976

-
24114
31308

| W W |

Abb. 13: Aktivierte Thrombozyten mit 1 mg/ml Aflibercept-FITC versetzt
(Sobolewska et al., 2018)

Hier sind beispielhaft einzelne Thrombozyten zu sehen, welche mit 1 mg/ml Aflibercept-
FITC versehen wurden. Links im Hellfeld, mittig mit PE markiert und gelb fluoreszierend,
rechts mit Aflibercept-FITC markiert und griin fluoreszierend. Von oben nach unten sind
dargestellt: nicht aktivierte Thrombozyten, mit Thrombin, TRAP und PAR-4-AP aktivierte
Thrombozyten.

Einige wenige signifikante Unterschiede sind bei Aktivierung durch den gleichen
Agonisten beim Vergleich unterschiedlicher Konzentrationen von Aflibercept-
FITC aufgetreten:

Unter Stimulation durch PAR-4-AP kam es zu einer signifikanten Verringerung
zwischen den Aflibercept-FITC-Konzentrationen 1 mg/ml und 40 pg/ml, 1 mg/ml
und 4 pg/ml und 1 mg/ml und 0,04 pug/ml. Unter Stimulation mit TRAP kam es zu
signifikant  geringeren  Messungen zwischen den  Aflibercept-FITC-
Konzentrationen 1 mg/ml und 4 pg/ml, 1 mg/ml und 0,04 pug/ml und 400 pg/mi
und 0,04 pg/ml. Unter der Stimulation mit Thrombin kam es lediglich bei dem
Vergleich von 4 pg/ml mit 0,04 pg/ml Aflibercept-FITC zu einer signifikanten

Verringerung.



4 Diskussion

4.1 Hauptbeobachtungen

Aflibercept beeinflusste in dem hier beschriebenen experimentellen Ansatz die
Aktivierung bzw. die Oberflachenmarker der Thrombozyten gesunder
Probanden. Insgesamt lieBen sich die beschriebenen teils signifikanten
Veréanderungen jedoch keinem einheitlichen Muster zuordnen.

Es fiel auf, dass vor allem GP lIb/llla bei mit PAR-4-AP aktivierten Thrombozyten
unter Einfluss von Aflibercept in den Konzentrationen von 0,04 ug/ml bis
400 pg/ml signifikant erhoht wurde. Auch im Vergleich zum untersuchten
Losungsmittel ohne Wirkstoff konnte fur GP lib/llla unter dem Einfluss der
Aflibercept-Konzentrationen 4 mg/ml, 400 pg/ml und 4 pug/ml signifikant héhere
Werte gemessen werden. In den Experimenten mit ruhenden Thrombozyten
konnten entsprechende Veranderungen aber nicht beobachtet werden.

CD62P zeigte keine Ausschlage bei ruhenden Thrombozyten: Die Zunahme der
Expression unter Aflibercept in den Konzentrationen 0,04 pug/ml bis 400 pg/mi
unterschied sich nicht gegentiber der Kontrollldsung. Auch bei mittels Thrombin
und PAR-4-AP aktivierten Thrombozyten konnten in den Konzentrationen
0,04 pug/ml bis 400 pug/ml mehrfach signifikante Steigerungen unter Aflibercept
verzeichnet werden. Weil diese Veradnderungen jedoch auch mit dem
Losungsmittel beobachtet wurden, handelt es sich vermutlich um keinen
spezifischen Effekt des Wirkstoffs.

Die Ausprédgung des Plattchenmarkers SDF-1 lasst kein regelmafiiges oder
konsistentes Muster erkennen, weder bei ruhenden Thrombozyten, noch bei
Thrombozyten nach Aktivierung.

Des Weiteren ist bemerkenswert, dass bei aktivierten Thrombozyten fast
ausschlieflich signifikant erhdhte Mengen an freigesetztem Aflibercept-FITC an
der Thrombozyten-Oberflache zu messen waren, unabhangig der angewandten
Konzentration oder des eingesetzten Agonisten.

Sowohl die gesteigerte Freisetzung von Aflibercept-FITC als auch die verstarkte
Expression von GP lIb/llla bei durch PAR-4-AP aktivierten Plattchen missen

bertcksichtigt werden, wenn ein moglicher Einfluss auf die Entstehung von ATEs
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diskutiert wird. Bisher konnte weder ein sicherer Pathomechanismus fir das
Auftreten von ATESs z. B. der Tumorpatienten erklart werden noch eine mégliche
Interaktion mit anderen Risikofaktoren ausgeschlossen werden. Bereits in den
Zulassungsstudien fur Aflibercept fiel eine numerisch erhohte Anzahl
zerebrovaskularer Ereignisse unter Aflibercept auf (Beaumont et al., 2014). Diese
traten auch signifikant friiher auf als in der Ranibizumab-Gruppe. Allerdings ist
ein kausaler Zusammenhang zwischen Aflibercept und ATEs damit sicher nicht
bestétigt. In einer Metaanalyse von Avery. et al. wurde ein signifikant gesteigertes
Risiko fur zerebrovaskuldre Ereignisse und vaskular bedingten Tod bei
monatlicher Injektion von Aflibercept und Ranibizumab zur Therapie des
diabetesbedingten Makuladdems auffallig (Avery and Gordon, 2016). Eine
Untersuchung an mehreren hundert Patienten hatte fur den Therapiebeginn mit
Bevacizumab innerhalb drei Monate nach einem zerebralen Ereignis eine
erhohte Mortalitat festgestellt (Hanhart et al., 2018). Beim Versuch, die
Entstehung der ATEs unter Therapie mit VEGF-Inhibitoren zu verstehen, sollten
die strukturellen Unterschiede und Gemeinsamkeiten der VEGF-Inhibitoren mit
bedacht werden, sodass deren Interaktion mit Thrombozyten und anderen Zellen

besser verstanden werden kann.

4.2  Ruhende, nicht aktivierte Thrombozyten

Aflibercept zeigte bei dem Experiment mit ruhenden Thrombozyten nur mit der
Konzentration von 4 mg/ml eine signifikante Aktivierung im Vergleich zur
Kontrolllosung, wenn man den Marker GP lib/llla betrachtet. Jedoch war die
Expression des Markers bei diesem Experiment sowohl unter Einfluss von
Aflibercept als auch der Losung im Vergleich zu PBS signifikant vermindert.
Dadurch verliert die verstéarkte Auspragung von GP lIb/llla unter Aflibercept im
Vergleich zur Kontrolllésung in diesem Experiment an Aussagekraft. Des
Weiteren war GP lIb/llla in keinem Experiment mit den anderen vier
Konzentrationen im Vergleich von Aflibercept mit der Ldsung signifikant
verandert. Dies gilt auch fur die beiden anderen Plattchenmarker CD62P und
SDF-1. Abschlie3end kann angenommen werden, dass kein eindeutiger Einfluss

von Aflibercept bzw. der Losung auf nicht aktivierte Thrombozyten besteht.
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Diese Annahme wird bestarkt durch eine andere in vitro Studie, welche humane
Thrombozyten unter Zugabe von Heparin und Aflibercept-VEGF-Komplexen
untersuchte (MacDonald et al., 2016). Auch in dieser Studie konnte keine
Aktivierung der Thrombozyten festgestellt werden.

4.3  Aktivierte Thrombozyten

Das als IgG-Kontrolle eingesetzte Rituximab zeigte im Vergleich zu aktivierten
Thrombozyten mit PBS sowohl signifikant erhthte als auch verminderte
Oberflachenmarker. Jedoch war bei diesem Experiment aufféallig, dass die unter
Rituximab 4 mg/ml gehauft auftretenden signifikanten Verdnderungen durchweg
aus einer verminderten Auspragung der Oberflachenmarker bestand.

Diese Auffalligkeit scheint unabhangig von dem Agonisten, welcher zur
Aktivierung der Thrombozyten eingesetzt wurde. Mdgliche Erklarungen kénnten
die chemische Beschaffenheit von Rituximab sein: Es ist bekannt, dass ein
saures Milieu die Fahigkeit der Plattchen zur Aggregation stark beeinflusst
(Green et al., 1978). Bei einem pH von 7,4 findet die Aggregation nur noch zu
77 % statt, bei einem pH von 6,8 nur noch zu 24 %, wobei die inhibierte Funktion
der Plattchen bis zu einem pH von > 5,5 % reversibel ist. Mit einem pH von 6,29
fur unverdinntes Rituximab der Konzentration 10 mg/ml kdnnte eine
geringfugige unspezifische Inhibition der Thrombozyten die Ergebnisse erklaren.
Dieser Aspekt betrifft auch teilweise die Experimente mit Aflibercept, welches
unverdunnt mit 40 mg/ml einen pH von 6,05 besitzt (Sobolewska et al., 2017) und
dementsprechend auch das Ldsungsmittel ohne Wirkstoff, welches bei der
Herstellung fur unsere Experimente auf einen pH von 6,2 eingestellt wurde.
Allerdings muss auch an off-target Effekte fur Rituximab gedacht werden.

Bei den Experimenten mit PAR-4-AP aktivierten Thrombozyten konnten
durchaus fur jeden Oberflachenmarker signifikante Veranderungen festgestellt
werden. Fiur SDF-1 waren diese Veranderungen jedoch relativ sparlich und es
lasst sich daraus kein Muster ableiten. Eine auffallige Regelmé&Rigkeit trat vor
allem bei dem Oberflachenmarker GP lIb/llla auf: In allen Konzentrationen aul3er
der hochsten war dieser bei mit PAR-4-AP aktivierten Thrombozyten mit

Aflibercept im Vergleich zu aktivierten Thrombozyten mit PBS signifikant
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verstarkt zu messen, was auf eine Aktivierung hinweist. Die Ausnahme, eine
signifikante Verminderung in der Konzentration von 4 mg/ml kann, wie bereits
oben geschildert, auf einen verminderten pH zurtckgefuhrt werden (Green et al.,
1978, Sobolewska et al., 2017). Fur die Mdglichkeit einer Aktivierung durch
Aflibercept spricht die Beobachtung, dass GP lib/llla bei Aflibercept im Vergleich
zur Losung in den drei htéchsten Konzentrationen 4 mg/ml, 400 pg/ml und
40 pg/ml bei beiden Inkubationszeiten signifikant héher vorlag. Es ist jedoch
fraglich, ob die Aktivierung der Thrombozyten durch Inkubation mit Aflibercept
oder letztlich durch den Agonisten PAR-4-AP herbeigefuhrt wurde, da im
Experiment mit der Losung im Vergleich zu aktivierten Thrombozyten mit PBS
auch signifikante Steigerungen von GP lIb/llla vorlagen. Gegen eine
ausschlief3lich durch PAR-4-AP hervorgerufene Aktivierung sprach die Tatsache,
dass im Vergleich der Inkubationszeiten mit Aflibercept bzw. der Kontrollldsung
signifikante Steigerungen von GP lIb/llla in allen Konzentrationen (aul3er
4 mg/ml) vorlagen. Dementsprechend ist eine Aktivierung der Thrombozyten auf
eine langere Inkubation mit Aflibercept bzw. der Losung zurlckzufiihren. Die
Ergebnisse des Oberflachenmarkers CD62P entsprachen den Veranderungen
von GP llb/llla: In der hdchsten Konzentration waren keine signifikanten
Veranderungen zu bemerken, moglicherweise durch den niedrigen pH inhibiert
(Green et al., 1978, Sobolewska et al., 2017), in den anderen Konzentrationen
sind lickenhatft signifikante Steigerungen im Vergleich der Inkubationszeiten und
im Vergleich zu aktivierten Thrombozyten mit PBS zu vermerken. Eine Zunahme
von CD62P nach Aflibercept wurde jedoch nicht beobachtet. Dementsprechend
stellt sich die Frage, wie die erhéhten Werte von GP lIb/llla und die damit
angenommene aktivierende Wirkung von Aflibercept erklart werden kénnen.
Betrachtet man das als IgG-Kontrolle eingesetzte Rituximab, so war hier
ebenfalls eine signifikant verstarkte Expression von GP lib/llla bei der
Konzentration 0,04 pg/ml bei Stimulation durch Thrombin und PAR-4-AP zu
erkennen.

Eine mogliche Erklarung fur die verstarkte Expression von GP lIb/llla wéare eine
Uber den Fcy-Rezeptor lla (FcyRlla) vermittelte outside-in-Aktivierung von

GP llIb/llla, da der FcyRlla in wesentlichem Mal3 an der outside-in-
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Signalverstarkung beteiligt ist (Boylan et al., 2008). Der FcyRIla wird durch
Stimulation der Plattchen aktiviert und dient als Rezeptor fur IgG-
Immunkomplexe. Er besteht aus zwei extrazellularen homologen Doménen,
welche die Fc-Region der IgG binden konnen. Dadurch ist der FcyRlla zur
Rezeptor-vermittelten Endozytose und der Aufnahme von IgGs aus dem Plasma
in das a-Granula der Thrombozyten befahigt. In vitro und in vivo Studien belegen
eine FcyRlla-vermittelte Verstarkung der GP lIb/llla-outside-in-Prozesse (Arman
and Krauel, 2015). Folglich ware denkbar, dass auch Aflibercept tiber seine Fc-
Doméane mit dem FcyRlla aktivierter Thrombozyten interagiert. AuRerdem konnte
nachgewiesen werden, dass Immunkomplexe aus Bevacizumab und VEGF mit
Heparin zu einer FcyRlla-abhéngigen Aktivierung der Plattchen fihren. Des
Weiteren hat Meyer et al. in einer Studie an transgenen Mausen mit FcyRlla
nachgewiesen, dass Immunkomplexe aus Bevacizumab und VEGF unter
Zugabe von Heparin durch Aktivierung des FcyRlla zu einer Plattchen-
Aktivierung fuhren, was zur Aggregation und thrombotischen Ereignissen fuhrte
(Meyer et al., 2009). Dementsprechend wére es also auf Grund der strukturellen
Ahnlichkeit zwischen Bevacizumab und Aflibercept durchaus moglich, dass auch
Aflibercept-VEGF-Komplexe mit der Fc-Region an den Rezeptor binden kénnen
und damit eine Aktivierung auslésen.

Im Gegensatz zu der in unseren Experimenten gesteigerten Expression des
Oberflachenmarkers GPIIb/llla, konnte dies in vorherigen Studien weder bei der
IgG-Kontrolle Bevacizumab, noch bei dem Fab-Fragment Ranibizumab
beobachtet werden (Sobolewska et al., 2015).

Gegen die Aktivierung der Thrombozyten durch Aflibercept tGber den FcyRlla
spricht eine Studie von Mac-Donald et al.,, welcher das unterschiedliche
Bindungsverhalten von Aflibercept bzw. Bevacizumab an VEGF beleuchtet
(MacDonald et al., 2016). Es wird beschrieben, dass Bevacizumab als kompletter
Antikorper, bestehend aus zwei Fab-Fragmenten und einer Fc-Doméne,
multimerische Komplexe mit VEGF formt, welche tber den FcyRlla Plattchen
aktivieren. Man kdnnte annehmen, dass Aflibercept, bestehend aus zwei VEGF-
Bindungsdomanen an einer Fc-Domane, sich ebenso verhalt. Jedoch bildet

Aflibercept mit VEGF homogene 1:1 Komplexe, welche weder eine erhéhte

46



Affinitat zum Fcy-Rezeptor aufzeigen noch zu einer Plattchen-Aktivierung fihren
(MacDonald et al., 2016).

An dieser Stelle sollten weitere Untersuchungen beleuchtet werden, welche sich
mit dem strukturellen Aufbau der VEGF-Inhibitoren befasst haben:
In vivo Untersuchungen an Affen zeigten, dass Ranibizumab als Fab-Fragment
die Retina durch interzellulare Spalten durchdringt, wahrend das Fc-
Fusionsprotein Aflibercept in die retinale Zellen aufgenommen wird (Julien et al.,
2014). Dies hatte sowohl pro- als auch antikoagulatorische Auswirkungen in
Form von Blutungen und Blutstase zur Folge. Dies lasst mutmalen, dass
Aflibercept mittels seines Fc-Fragments mit anderen Zellen interagieren kann.
Weitere in vitro Untersuchungen an Rinderretina zeigten, dass der von retinalen
Endothelzellen exprimierte Fc-Rezeptor fur den intrazellularen Transport von
Aflibercept von Bedeutung zu sein scheint: Es wurde beobachtet, dass
Aflibercept in den Endothelzellen geringfligig akkumuliert (Deissler et al., 2014),
wobei es temperaturabhangig aufgenommen wurde und sich anschlief3end in
Endosomen befand, welche den Fc-Rezeptor besitzen (Deissler et al., 2017). Bei
inaktiviertem Fc-Rezeptor konnte sowohl eine beeintrachtigte Aufnahme als auch
ein verzogerter intrazellularer Transport beobachtet werden, unter diesen
Umstanden wird ein intrazellularer Abbau nach Aufnahme vermutet (Deil3ler et
al., 2017).

Weitere in vitro Untersuchungen deuteten auf ein unterschiedliches Verhalten der
VEGF-Inhibitoren auf zellularer Ebene hin: An humanen retinalem
Pigmentepithel konnte beobachtet werden, dass zwar Bevacizumab jedoch nicht
Aflibercept fur die intrazellulare Aufnahme einen Fc-Rezeptor benétigte (Ranjbar
et al., 2016). An Versuchen mit verschiedenen Zelllinien zeigten sich unter
Aflibercept tber 72 Stunden keine veranderte Zellmorphologie oder toxische
Effekte, fur Ranibizumab und Bevacizumab konnte mehr Einfluss auf die
Zellphysiologie festgestellt werden (Schnichels et al., 2013). Auch wurde fir
Ranibizumab und Bevacizumab eine signifikant verminderte Zellproliferation
festgestellt (Parisi et al., 2019). Eine andere in vitro Studie zeigte jedoch eine
beeintrachtige Wundheilung und Phagozytose der Epithelzellen nach

intrazellularer  Aufnahme von  Aflibercept (Klettner et al., 2014).
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Es bleibt festzuhalten, dass die Fc-Region des Fusionsproteins Aflibercept von
wesentlicher Bedeutung zu sein schein, was sein Verhalten auf zellularer Ebene
betrifft, es trotzdem deutliche Unterschiede im Vergleich zu dem strukturell
ahnlichen Bevacizumab gibt.

Aflibercept-FITC war in allen Konzentrationen nach Stimulation unter allen
Agonisten signifikant verstarkt zu messen, lediglich bei der Konzentration von
40 pg/ml war die Veranderung im Vergleich zu PBS nach Stimulation mit PAR-4-
AP und Thrombin nicht signifikant, jedoch auch gesteigert. Daraus lasst sich mit
hoher Wahrscheinlichkeit schlieRen, dass die Aktivierung der Thrombozyten mit
einem der drei genannten Agonisten zu einer verstarkten Freisetzung des
Medikaments fuhrte. Des Weiteren war ersichtlich, dass die Konzentration von
Aflibercept-FITC mit der Intensitdt der von den Thrombozyten ausgehenden
Fluoreszenz weitestgehend korrelierte. Folglich kann angenommen werden,
dass eine konzentrationsabhédngige Aufnahme von Aflibercept in die
Thrombozyten stattfindet. Diese Annahmen decken sich mit den Ergebnissen
vorheriger Experimente, bei denen die FITC-gekoppelten VEGF-Hemmer
Bevacizumab und Ranibizumab zum Einsatz kamen (Sobolewska et al., 2015).
Auch  bei  diesen Experimenten  waren  signifikant  gesteigerte
Fluoreszenzintensitaten bei mit Thrombin, TRAP und PAR-4-AP aktivierten
Thrombozyten zu messen. Dies bestarkt die Annahme, dass es sowohl zu einer
Internalisierung in die Thrombozyten als auch zu einer Freisetzung durch
Aktivierung der Thrombozyten kommt.

Des Weiteren wurde bereits durch Experimente in vitro und in vivo (an Hasen)
belegt, dass Bevacizumab in Thrombozyten aufgenommen wird und dort das im
a-Granula gespeicherte VEGF inhibiert, wobei nach Aktivierung sowohl
Bevacizumab als auch das an Bevacizumab gebundene VEGF freigesetzt wird
(Verheul et al., 2007). Auffallig war bei dieser Studie aul3erdem, dass die
Halbwertszeit des in die Plattchen aufgenommenen Bevacizumabs deutlich
langer war als des im Plasma vorliegenden Bevacizumabs.

Da Aflibercept wie Bevacizumab ein vollstdndiges Immunglobulin ist, kann in
Anbetracht der Ergebnisse dieses Experiments mit Aflibercept-FITC durchaus

gemutmaldt werden, dass ein &hnliches Verhalten vorliegt. Dementsprechend
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konnte die Internalisierung von Aflibercept auch Auswirkungen auf dessen
Halbwertszeit haben und eine Aktivierung der Thrombozyten zu einer
Konzentrationserhéhung von Aflibercept im Plasma fuhren. Auch ware eine
durch die Internalisierung veranderte Funktion der Plattchen denkbar. Die
Experimente von Verheul et al. zeigten nach Bevacizumab-Aufnahme in die
Plattchen eine beeintrachtige Plattchen-induzierte Endothelzellproliferation
(Verheul et al., 2007).

Des Weiteren wurde klinisch untersucht, dass es bei wiederholter intravitrealer
Injektion zu einer systemischen Akkumulation von sowohl Bevacizumab als auch
Aflibercept kommen kann, welche mit einer Reduktion des im Plasma frei
vorliegenden VEGF korrelieren konnte (Avery et al., 2014, Avery et al., 2017).
Eine solche Akkumulation im Plasma und in den Thrombozyten kénnte durch die

jahrelange Therapie erheblich zunehmen.

4.4  Limitationen

Fur die Beurteilung der Ergebnisse missen auch Aspekte und Grenzen des
Studiendesigns beachtet werden. Die Experimente wurden zwar an humanen
Thrombozyten durchgefuhrt, jedoch kdnnen die Ergebnisse unserer in vitro
Studie nicht direkt auf Thrombozyten und deren Interaktionen im menschlichen
Blutkreislauf Ubertragen werden.

Des Weiteren wurden Thrombozyten junger, gesunder Probanden verwendet.
Deren Gesundheitszustand ist jedoch nicht mit dem der Risikogruppe der
neovaskularen AMD gleichzusetzten. Es darf aber nicht vorausgesetzt werden,
dass sich die Zellen unterschiedlichen Alters vollstandig entsprechen.
Probanden wurden bzgl. der Einnahme relevanter Wirkstoffe befragt, die die
Thrombozyten in ihrer Funktion beeinflussen konnten. Seltene individuelle
Varianten mit Auswirkungen auf die Thrombozyten-Funktion kénnen aber nicht
vollstandig ausgeschlossen werden.

Mit mindestens drei Experimenten pro Versuchskonstellation sollten zwar
Messabweichungen und die Streuung kontrolliert werden; es ist aber nicht
gewabhrleistet, dass sich samtliche Einflisse auf die Thrombozyten in den

Ergebnissen wiederspiegeln.
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Es bleibt zu erwahnen, dass die Thrombozyten verschiedene mechanische
Verfahren wie die Blutentnahme, die Zentrifugation und das Pipettieren fur die
Herstellung der Proben durchlaufen mussten. Somit konnen eine teilweise
Spontanaktivierung und sonstige Quellen fir Messfehler nicht vollstandig
ausgeschlossen werden. Die Herstellung der Proben fand jedoch in routinierten
Handlungsablaufen statt und fir jede Probe wurde eine Negativkontrolle

hergestellt, um mogliche Einflussfaktoren auszuschlief3en.

4.5  Schlussfolgerung

Zusammenfassend kann eine Interaktion von Aflibercept mit den Thrombozyten
nicht ausgeschlossen werden. Die signifikante Hochregulation bei PAR-4-AP-
und Thrombin-aktiviertem GP lIb/llla unter Aflibercept im Vergleich zum
Losungsmittel deutet auf eine mogliche Interaktion hin. Vor allem die signifikant
verstarkte Messung von Aflibercept-FITC aus aktivierten Thrombozyten sprach
daflr, dass Aflibercept von den Thrombozyten internalisiert und freigesetzt wird.
Die Aufnahme von Bevacizumab in Blutplattchen kann eine inhibierte
Endothelzellproliferation zur Folge haben und/oder sich auf die Funktion der
Plattchen auswirken (Verheul et al., 2007). Sollte sich Aflibercept nach einer
Aufnahme in die Thrombozyten ahnlich verhalten wie Bevacizumab, kénnten
entsprechende Phé&nomene unter der Therapie mit Aflibercept nicht
ausgeschlossen werden.

Die Therapie der neovaskularen altersbedingten Makuladegeneration besteht
aus wiederholten intravitrealen Injektionen von VEGF-Hemmern. Da es sich um
keine kurative Behandlung einer chronischen Erkrankung handelt, ist die
Notwendigkeit zur Dauertherapie sehr haufig gegeben. Somit sollte
berticksichtigt werden, dass es -sowohl im Kreislauf als auch in den
Thrombozyten - zu einer Akkumulation von Aflibercept kommen kann. Dies
wiederum wuirde moglicherweise bei einer Aktivierung der Thrombozyten zu
einer erheblichen Freisetzung von Aflibercept bei gleichzeitig stark verminderten
VEGF-Konzentrationen fuhren. Diese pharmakokinetische Besonderheit kann
von Bedeutung sein, wenn schwere Nebenwirkungen wie arterielle

Thromboembolien relevant werden.
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Deshalb sollten sich unbedingt langfristig angelegte Nachfolgestudien mit
ausreichend gro3en Fallzahlen der Interaktion von Aflibercept mit Thrombozyten
und dem Auftreten von ATES widmen. Hierbei erscheint es sinnvoll,
Risikogruppen klar zu definieren. Auch sollte der Prozess der Internalisierung
weiterverfolgt und auf zellularer Ebene an z. B. auch mit Endothelzellen der

Netzhaut untersucht werden.
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5 Zusammenfassung

Aflibercept ist ein rekombinantes Fusionsprotein, das vergleichbar mit
Bevacizumab und Ranibizumab in der Therapie der neovaskuldaren AMD
verwendet wird. Nach anhaltender Diskussion und einer unzureichender
Datenlage uber thrombo-embolische Ereignisse nach lokaler Applikation der
VEGF-Inhibitoren, sollte diese experimentelle Arbeit einen méglichen Einfluss
von Aflibercept auf die Aktivitdt von Thrombozyten untersuchen. Zu diesem
Zweck wurden in vitro Proben mit menschlichen Thrombozyten extrahiert und mit
verschiedenen Konzentrationen von Aflibercept bzw. dessen Ldsung (4 mg/ml,
400 pg/ml, 40 pg/ml, 4 pg/ml und 0,04 pg/ml) inkubiert. Untersucht wurden
Thrombozyten mit und ohne Agonisten wie Thrombin, TRAP und PAR-4-AP. Die
drei verschiedenen thrombozytaren Oberflachenproteine GP lib/llla, CD62P und
SDF-1 werden bei aktivierten Thrombozyten an der Oberflache verstarkt
prasentiert. Anhand dieser konnte mittels Durchflusszytometrie die Aktivierung
der Thrombozyten beurteilt werden. Nicht-aktivierte Thrombozyten zeigten keine
Veranderungen mit Aflibercept. CD62P als auch SDF-1 zeigten keine veranderte
Expression. Allerdings wurde eine signifikante Hochregulation des PAR-4-AP-
und Thrombin-aktivierten GP llb/llla gefunden. Thrombin-aktiviertes GP llb/llla
war nach Exposition von 4 mg/ml, 400 pug/ml und 4 pg/ml Aflibercept signifikant
erhoht, ebenso PAR-4-AP-aktiviertes GP llb/llla in den gleichen
Konzentrationen. Durch Markierung mit FITC konnte das Fusionsprotein
Aflibercept nach Aktivierung mittels PAR-4-AP oder Thrombin in allen
Konzentrationen auf3er 40 pg/ml im Vergleich zur Negativkontrolle erhodht
angetroffen werden. Die Resultate erharten den Verdacht einer Internalisierung
von Aflibercept in Thrombozyten und Freisetzung nach Aktivierung der
Thrombozyten. Dadurch findet eine Interaktion zwischen Aflibercept und den
Thrombozyten statt, die u.a. Uber verstarkte Aktivierung von GP lIb/llla die
Blutgerinnung beeinflussen kénnte. Weitere Experimente und klinische Studien
sind unabdingbar, um einen Zusammenhang zwischen der Therapie mittels

Aflibercept und unerwiinschten Nebenwirkungen zu untersuchen.
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7 Anhang

7.1 Material

Medikamente und -l6sungen

Aflibercept

Eylea® Bayer Pharma, Berlin,

Deutschland

Aflibercept-Losung

164 mg NasPO4, 23mg NaCl, 05¢g
Saccharose und 0,3 ug Polysorbate in
10 ml PBS; HCI fiir pH 6,2

Bevacizumab

Avastin® Roche, Grenzach, Deutschland

Ranibizumab Lucentis® Novartis Pharma GmbH,
Deutschland
Rituximab Roche Pharma, Basel, Schweiz
Agonisten
PAR-4-AP Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Thrombin Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Deutschland
TRAP Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Deutschland

Fluoreszierende Immunoglobuline

CD62P-FITC

Beckman Coulter, Marseille, Frankreich

CD42b-PE

Beckman Coulter, Marseille, Frankreich

Aflibercept-FITC

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

IgG1-FITC BD Biosciences, San Jose, Kalifornien,
USA
IgG1-PE BD Biosciences, San Jose, Kalifornien,

USA
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PAC-1-FITC

BD Biosciences, San Jose, Kalifornien,
USA

SDF-1-FITC

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Gerate

Axon Blutzellmessgeréat

Axon Lab AG Reichenbach/Stuttgart,
Deutschland

FACSCalibur™ Analyzer

Becton-Dickinson, San Jose, Kalifornien,
USA

ImageStream® MK Il — multispectral

Imaging Flow Cytometer

Amnis®, Seattle, Washington, USA

Institute

Breuninger Bau,

S2-Labor der Augenklinik Tubingen

Schleichstral3e 12/1
72076 Tubingen

FACS Core Facility der
Universitats-Hautklinik

Liebermeisterstralle 20
72076 Tubingen

Image Stream® Core Facility des

Departm. fir Frauengesundheit UKT

SilcherstralRe 7/1
72076 Tubingen

Klinisches Forschungslabor der

Thorax- Herz- und Gefal3chirurgie

CalwerstralRe 7/1
72076 Tubingen
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