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2 Kurzzusammenfassung

Hintergrund: Tumor-Necrose-Faktor (TNF)-a-Inhibitoren sind wirksame Medikamente
bei vielen chronisch-inflammatorischen Erkrankungen. Trotz einer akzeptablen
Wirkungsrate gibt es einen beachtlichen Anteil an Patient*innen, bei denen ein primarer
oder sekundarer Wirkverlust beobachtet wird. Eine mdgliche Erklarung fir das fehlende
Therapieansprechen wird in der Immunogenitdt von Biologika gesehen. Die
resultierenden Anti-Drug-Antikorper (ADA) konnen die Wirkung der Biologika

abschwéchen und/oder unerwiinschte Arzneimittelwirkungen (UAW) hervorrufen.

Ziel: Neue kommerzielle Assays zur Erfassung von ADA und deren korrespondierenden
Medikamenten-Serumspiegeln sollten im klinischen Alltag evaluiert werden. Weiterhin
sollten Effekte der ADA auf Medikamentenspiegel und Klinischen Verlauf untersucht

werden.

Methodik: Die vorliegende Studie umfasst 47 Patient*innen, von denen 17 mit
Adalimumab und 30 mit Infliximab behandelt wurden. Bei den Patient*innen bestand eine
gesicherte Rheumatoide Arthritis (RA), ankylosierende Spondylitis (AS) oder Psoriasis
Arthritis (PsA). Bei den vorhandenen Proben wurden zu mindestens zwei Zeitpunkten
(insgesamt 145 Proben) der Serumspiegel des Therapieantikdrpers, sowie die totalen
ADA (tADA) und freien ADA (fADA) mittels Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay
(ELISA) bestimmt und in Zusammenhang mit der Krankheitsaktivitdt gesetzt. Weiter

wurde die Inter-Assay-Variabilitat untersucht.

Ergebnisse: Unter der Therapie mit Adalimumab wurden bei 7 Patient*innen (41,2%)
tADA gemessen, von denen 2 Patient*innen (28,6%) auch fADA positiv waren. 85,7%
der Patient*innen hatten bei positiven tADA zu mindestens einem Zeitpunkt
subtherapeutische Adalimumab Spiegel. Es zeigte sich in dieser Gruppe kein
Zusammenhang zwischen dem Auftreten von ADA und der Krankheitsaktivitat. Unter
Infliximab lieRen sich bei 19 Patient*innen (63,3%) positive tADA nachweisen, von denen
13 Patient*innen (68,4%) auch fADA hatten. Bei 94,7% der Patient*innen mit positiven
tADA konnten zu = 1 Messzeitpunkt subtherapeutische Infliximabkonzentrationen
gemessen werden. Bei 36,7% der Infliximab Patient*innen war ein permanenter

Nachweis von tADA und bei 10,0% auch von fADA zu allen Messzeitpunkten maoglich.



Unter Infliximab gingen hohe tADA-Titer mit einer hoheren Krankheitsaktivitat einher und
fADA traten nur bei moderaten bis hohen tADA-Titern auf. Die ADA-Pravalenz zwischen

den einzelnen Krankheitsbildern zeigte keinen deutlichen Unterschied.

Schlussfolgerungen:

Serum ADA gegen Adalimumab und Infliximab gehen mit einer Erniedrigung des
korrespondierenden Therapieantikdrperspiegels einher. Die ADA-Pravalenz ist bei
Infliximab gegenuliber Adalimumab erhoht. Die Pravalenz der ADA bei den verschiedenen
Krankheitsbildern unterscheidet sich in unserer Erhebung nicht. Eine Erfassung von ADA
und  korrespondierenden  Medikamenten-Serumspiegeln  im  Rahmen  der
Verlaufsuntersuchungen kann relevante Informationen fiir das Monitoring einer

Adalimumab- und Infliximabtherapie im klinischen Alltag liefern.



3 Abstract

Background: Tumor-necrosis-factor (TNF)-a-inhibitors represent an effective treatment
for various chronic-inflammatory diseases. Despite acceptable response rates, a
considerable amount of patients suffer from primary or secondary treatment failure. This
could be partially due to an immunogenicity of the biologicals. The lack of clinical
response to the treatment can be explained by the formation of anti-drug-antibodies
(ADA). They can limit the treatment success by suppressing the drug and restraining its

therapeutic role or by inducing side effects.

Objectives: The aim of this investigation was to evaluate commercial assays for the
detection of ADA and the corresponding drug levels in everyday clinical life. To describe

effects of ADA formation on drug levels and clinical outcome.

Methods: The cohort consisted of 47 patients treated with adalimumab (17 patients) or
infliximab (30 patients), with an established diagnosis of rheumatoid arthritis (RA),
ankylosing spondylitis (AS) or psoriasis arthritis (PsA). The patients were screened for
total ADA (tADA) and free ADA (fADA) using enzyme-linked-immuno-sorbent-assays
(ELISA) at least at two different visits (in total 145 samples) in correlation to clinical
disease activity. Further the results of the assays were compared for inter-assay

variability.

Results: On adalimumab therapy, 7 patients (41.2%) were positive for tADA, 2 of these
(28,6%) were also positive for fADA. 85.7% with positive tADA had subtherapeutic
adalimumab levels at least at one visit. No significant correlation between disease activity
and the existence of ADA was observed in this group. On infliximab therapy, 19 patients
(63.3%) were positive for tADA, 13 of these (43.3%) were also positive for fADA. 94.7%
with positive tADA for infliximab had subtherapeutic drug levels at least at one visit. In
36.7% of patients treated with infliximab, tADA were detected at each measurement time
point. fADA were detected permanently in 10,0% of patients. In the Infliximab treatment
group, high tADA-titer correlated with a high disease activity. Positive samples for fADA
were only found with the coexistence of high tADA levels. No clear difference in ADA level

prevalence was found in the investigated patients with respect to the underlying disease.



Conclusions: Serum ADA against adalimumab and infliximab are associated with lower
serum trough levels. The prevalence of ADA is higher under infliximab than under
adalimumab. No difference in prevalence of ADA between the different chronic-
inflammatory diseases was observed. Based on our investigation, screening for ADA and
the corresponding drug levels can provide useful information for the monitoring of

adalimumab or infliximab therapy in daily clinical life.



EINLEITUNG

4 Einleitung

Der Einsatz von Biologika hat das Management chronisch-inflammatorischer
Erkrankungen wie der Rheumatoiden Arthritis (RA), Psoriasis Arthritis (PsA),
ankylosierender Spondylitis (AS) und von chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen
revolutioniert. Die Tumor-Necrose-Factor(TNF)-a-blockierenden Therapieantikdrper
Adalimumab, Infliximab und das Fusionsprotein Etanercept sind in diesem
Zusammenhang die am haufigsten eingesetzten Therapeutika 2. Trotz einer
akzeptablen Wirkungsrate gibt es einen beachtlichen Anteil an Patient*innen, bei denen
diese Medikamente keine ausreichende Wirkung zeigen und somit ein primérer
Wirkverlust oder unerwiinschte Arzneimittelwirkungen beobachtet werden. Aul3erdem
gibt es Patient*innen, die nach einem initial guten therapeutischen Ansprechen einen
sekundaren Wirkverlust erfahren 12, Eine mogliche Erklarung wird in der Immunogenitét
von Biologika gesehen, da alle biotechnologisch hergestellten Arzneimittel potentielle
immunogene Eigenschaften aufweisen. Die resultierenden Anti-Drug-Antikorper (ADA)
kénnen die Wirkung der Biologika abschwéchen und/oder unerwinschte
Arzneimittelwirkungen (UAW) provozieren. In mehreren Studien konnte bereits ein
Zusammenhang zwischen ADA-Formation, niedrigen Serum-Medikamentenspiegeln und

Wirkverlust oder Abschwachung der TNF-a-Inhibitoren beschrieben werden 2.

Die vorliegende Arbeit mit dem Titel ,Drugmonitoring von TNF-a-Inhibitoren bei
chronisch-rheumatischen Gelenkerkrankung im klinischen Alltag“ untersucht die
Auswirkungen von therapiebedingten ADA bei Patient*innen mit RA, PsA und AS unter
Biologikatherapie mit Adalimumab oder Infliximab und vergleicht verschiedene

Testverfahren.

4.1 Biopharmazeutika

Biopharmazeutika, auch Biologika genannt, sind Arzneimittel, die biotechnologisch mit
Hilfe von gentechnisch veranderten lebenden Organismen hergestellt werden ©. Sie
ermoglichen es, auf gezielte Molekile im Kdrper zu wirken und so therapeutisch zu
intervenieren 7. Rekombinantes Humaninsulin wurde 1982 zum ersten Mal geklont und
war das erste auf dem Markt erhéltliche Biopharmazeutikum. Es hat in der Folge das bis
dahin tbliche Insulin von Schweinen in der Behandlung des insulinpflichtigen Diabetes

mellitus abgeldst 8. Durch den biotechnologischen Herstellungsprozess ist es maoglich,

10



EINLEITUNG

Wirkstoffe herzustellen, die zuvor nicht in ausreichenden Mengen zur Verfiigung standen,
wie zum Beispiel (z.B.) das Protein Erytropoetin (EPO). Dieses ist fuir die Induktion neuer
Blutzellen verantwortlich und wird vor allem bei Anamien dialysepflichtiger Patient*innen

eingesetzt. Friher wurde EPO aus menschlichem Urin gewonnen °.

Die am haufigsten fir die Produktion von Biologika eingesetzten biologischen
Organismen sind Bakterien, Hefen und einige wenige Saugetierzellen. Bei Letzteren
werden vor allem die sogenannten CHO-Zellen (Chinese-Hamster-Ovary) verwendet.
Diese Zelllinie ist immortalisiert und wurde 1957 von Theodore T. Puck aus einer
Primarkultur von Ovarienzellen dieser Hamster isoliert 19, Seitdem ist sie (in verschiedene
Zelllinien modifiziert) die am haufigsten verwendete Zelllinie fir die Produktion

rekombinanter Proteine 3.

Im Unterschied zu den Originalpraparaten sind Biosimilars mit diesen nicht identisch und
bediurfen deshalb einer eigenen Prifung vor der Zulassung. So kénnen sie sich
beispielsweise in der Struktur von angefligten Kohlenhydratgruppen unterscheiden und
demnach eine andere Bioverfugbarkeit bzw. Biointeraktion haben. Aber auch
Originalpréaparate kénnen im Produktionsablauf durchaus Unterschiede aufweisen und
sich von einer Charge zur anderen geringfigig unterscheiden, obwohl die
Produktionsbedingungen unverandert sind. Die Verwendung von Biosimilars ist erst nach

dem Ablauf des Patentschutzes des Originalpraparates maoglich 112,

4.2 Monoklonale Antikorper

Zu den biopharmazeutisch hergestellten Substanzen gehdren verschiedene Proteine wie
z.B. therapeutische  Enzyme, Impfstoffe,  Gerinnungsfaktoren, Hormone,

Wachstumsfaktoren und Interleukine “.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wird der Fokus auf die monoklonalen Antikérper (mAK)
gelegt. Sie sind synthetisch hergestellte therapeutische Immunglobuline vom Subtyp G
(IgG). 1gGs sind Y-formige Antikorper, die aus vier Polypeptidketten bestehen, von denen
jeweils zwei Ketten schwer (Cn) und zwei leicht (Cv) sind. Jeder Antikdrper besteht aus
zwei Domanen, namlich einem spezifischen konstanten ,constant fragment“ (Fc)- und

einem variablen ,fragment of antigen binding“ (Fab)-Teil. Mit dem Fab-Teil bindet der

11
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Antikorper sein spezifisches Antigen. Durch diese Bindung wird eine spezifische
Immunantwort ausgelost. Weiter gibt es innerhalb der variablen Fab-Region
hypervariable Regionen, die die Spezifitit des Antikorpers bestimmen 111, Eine

schematische Darstellung zeigt Abbildung 1.

MAks werden alle von derselben Zelllinie (,Klon®) produziert und haben als Mutterzelle
denselben B-Lymphozyten. Aufgrund der monovalenten Affinitat binden sie immer an das
gleiche Epitop eines bestimmten Antigens 1. Alle therapeutischen mAks tragen das
Suffix -,mab“, welches ,monoclonal antibody“ bedeutet. Murine Antikdrper (Suffix
Nomenklatur —omab) stammen vollstdndig von der Maus. Ein Antikoérper, dessen
konstante Region durch eine humane Form ersetzt wurde, wird als chimarer mAk
(- ximab) bezeichnet. Wenn zusatzlich noch Teile der variablen Region ersetzt werden,
ist der Antikdrper humanisiert (-zumab). In diesem Fall sind ausschliel3lich die
Antigenbindungsstellen mit Mausprotein besetzt. Kombinationen aus chimaren und
humanisierten mAks erhalten die Silbe —xizumab. Vollstandig humane Antikérper tragen
demnach keine Maussequenzen und haben die Silbe —umab 3. Hergestellt werden die
mAKk ebenfalls in den CHO-Zellen 1415,

4.2.1 Einsatzgebiete der monoklonalen Antikorper

Die oben genannten Beispiele lassen die vielseitigen Einsatzmdglichkeiten der mAks
erahnen. In der Tumortherapie eingesetzte mAks binden an die auf der Tumoroberflache
exprimierten Rezeptoren und verhindern so deren unkontrollierte Zellteilung *!. Ein
Vertreter ist Trastuzumab, ein gegen den Rezeptor des Oberflachenproteins Human
Epidermal Growth Factor 2 (HERZ2) gerichteter Therapieantikérper, der von einigen
Mamma-Karzinomen exprimiert wird 4. Bevacizumab ist ein mAk, der gegen den
Wachstumsfaktor Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) gerichtet ist. Dadurch wird
die Neoangiogenese von Tumorzellen unterbunden 12,

Rituximab als Antikdrper gegen das auf den reifen B-Zellen und Plasmablasten
exprimierte Cluster of Differentiation (CD) CD20 wird sowohl in der Tumortherapie (bei

B-Zell Lymphomen) als auch in der Rheumatologie eingesetzt 616,

12
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4.3 TNF-a-Inhibitoren

Durch die Entwicklung von TNF-a-Blocker in den letzten 3 Jahrzehnten wurde der Einsatz
von Biologika in der Therapie der RA und weiterer chronisch-inflammatorischer
Erkrankungen moglich 2. TNF-a ist ein primdr membransténdiges Zytokin mit pro-
inflammatorischen Eigenschaften, das vor allem von Monozyten/Makrophagen oder B-
und T- Zellen gebildet wird *-1°. Durch enzymatische Spaltung kann zusatzlich eine
I6sliche Form entstehen. Beide Zytokinformen kénnen an die TNF-a-Rezeptoren (TNF-
Rezeptor 1 bzw. CD120a und TNF-Rezeptor 2 bzw. CD120b) binden und somit zur
Aktivierung von Entztiindungskaskaden Uber ,nuclear factor ,kappa-light-chain-enhancer
of activated B-cells“ (NF-kB) und ,mitogen-activated protein“ (MAP)-Kinasen fiihren 8,
Unter anderem fordert TNF-a die Ausschittung des pro-inflammatorischen Interleukin
(IL) -1 ?°. Als Reaktion auf eine Infektion dient die pro-inflammatorische Ausschiittung
von TNF- a dem Organismus dabei Immunitat zu entwickeln. TNF-a Uberexpression
kann jedoch zur Entstehung von chronisch-inflammatorischen Erkrankungen beitragen.
Deshalb ist eine strenge Regulation der TNF-a Produktion wichtig, um den Organismus
vor deren zerstorender Wirkung zu schitzen 821, TNF-a ist ein pleiotropes Zytokin,
welches seine Wirkung unter anderem auf Knochen- und Knorpelzellen entfaltet. Durch
Stimulation der Metalloproteinasensynthese oder Unterdrickung der Produktion
extrazellularer Matrixproteine wird Knochen- und Knorpeldegradation sowie Resorption

vermittelt. Mausmodelle konnten diese Effekte bestatigen 2.

TNF-a-Inhibitoren binden sowohl an das l6sliche als auch an das membranstandige TNF-
a und fihren so zu einem kurzzeitigen Anstieg der T-Lymphozyten und einem
langerfristigen Abfall der Monozyten sowie zu einem Abfall von Zytokinen (v.a. IL-1 und
IL-6), Adhéasionsmolekilen (z.B. E-Selectin, Intercellular Adhesion Molecule 1
([ICAM = 1]) und Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM-1). Dadurch wird die
Leukozytenmigration in die Gelenke reduziert, wodurch die Konzentration der
Granulozyten im Gelenk abnimmt 2223, Weiter wurde gezeigt, dass durch die Blockade

von TNF-a, VEGF und dadurch die Angiogenese im Synovium reduziert wird 2425,
Adalimumab (Humira ®, AbbVie) ist ein vollstandig humaner Antikdrper vom Typ 1gG1,

der gegen das membranstandige und lsliche TNF-a gerichtet ist. Sowohl die konstanten

als auch die variablen Regionen bestehen aus humanem IgG1. Es ist unter anderem

13
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(u.a.) in Kombination mit Methotrexat (MTX), bei Unvertraglichkeit gegeniber MTX auch
als Monotherapie zur Behandlung der RA zugelassen. Weitere Zulassungen gibt es fur
die PsA bei Erwachsenen und bei nicht erfolgreicher Standardtherapie mit
nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR) bei Patientsinnen mit aktiver AS. Das
Medikament wird alle 14 Tage in einer Dosis von 40 Milligramm (mg) subkutan (s.c.)
verabreicht 8,

Infliximab (z.B. Originalpraparat Remicade ®, MSD) ist ein chimarer mAk gegen das
|6sliche und membranstéandige TNF-a. Zugelassen ist Infliximab u.a. in Kombination mit
MTX zur Behandlung einer aktiven RA, wenn diese auf konventionelle Disease Modifying
Anti Rheumatic Drugs (cDMARD) nicht ausreichend angesprochen hat, und in
Monotherapie zur Behandlung der AS sowie der PsA. Die Applikationsform ist intravends
(i.v.). Die standardmafiige Dosierung betragt bei der RA 3 mg/kg Koérpergewicht (KG) als
Erstinfusion sowie nach 2 und 6 Wochen, danach wird das Medikament alle 8 Wochen
infundiert. Die Dosierung bei Patient*innen mit AS betragt 5 mg/kg KG zu den Zeitpunkten
(ZP) 0, 2 und 6 Wochen, danach alle 6-8 Wochen. Das Dosierungsschema fiir die PSA
ist 5 mg/kg KG als initiale Infusion, gefolgt von weiteren Infusionen mit der gleichen

Dosierung nach 2 und 6 Wochen, danach alle 8 Wochen 26,

Weitere TNF-a-Inhibitoren sind Golimumab und Certolizumab als monoklonale
Antikorper und Etanercept als Fusionsprotein. Diese werden im Folgenden kurz
vorgestellt. In Abbildung 1 sind die verschiedenen Molekilstrukturen der TNF-a-

Inhibitoren und deren immunogen wirkenden Sequenzen dargestellt.

Golimumab (Simponi ®, MSD) ist &hnlich wie Adalimumab ein vollstandig humaner IgG1.
Er bindet sowohl an das I6sliche als auch an das membrangebundene TNF-a. Die
konstanten Regionen der schweren und leichten Kette sind identisch mit den
korrespondierenden humanen Regionen des Infliximabs, haben aber vollstandig humane
Sequenzen. Es ist u.a. fur RA, PsA und AS zugelassen 27,

Certolizumab Pegol (Cimzia ®, UCB) bestent aus dem Fab-Fragment eines
humanisierten TNF-a Antikorpers, der an Polyethylenglycol (PEG) konjugiert wurde.
Durch diese PEGylierung wird das Fragment stabilisiert und erhalt eine langere
Halbwertszeit (HWZ). Es ist u.a. als Kombinationstherapie mit MTX und in Monotherapie
fur die Therapie der RA und PsA sowie als Monotherapie fur die Behandlung der AS

zugelassen 28,
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Etanercept (z.B. Originalpraparat Enbrel ®, Pfizer) ist der einzige I6sliche TNF-Rezeptor.
Dieses vollstandig humane Fusionsprotein besteht aus einem Fc- Fragment des
humanen IgG1l, das mit zwei extrazellularen Doméanen des humanen TNFR2/p75
Rezeptor fusioniert ist. Dieses dimere Fusionsprotein bindet und neutralisiert das

membrangebundene und l6sliche TNF sowie Lymphotoxin 2°.

a Antigen-
7 ./ bindingsite

“./§/Hyper\rariable
~./ regions

Variable (Fab) region

Constant (Fc) region

Immunogenic Immunogenic Immunogenic TNFR2
region region region

(hypervariable
regions)

(hypervariable
regions)

D

Immunogenic
region

Infliximab Adalimumab/golimumab Certolizumab Etanercept

Abbildung 1: Molekulstruktur der TNF-a-Inhibitoren.

Ubernommen aus Kalden et al. 2017 1. a) Schematische Darstellung eines Antikorpers. Die Fc- Region ist fiir die
Funktion des Antikdrpers verantwortlich und die Fab-Region ist die Antigenbindungsregion. Innerhalb der variablen
Region gibt es kleine hypervariable Regionen, die die Spezifitdt zum Antigen bestimmen. b) Dargestellt sind die
Molekiilstrukturen der TNF-Blocker. Infliximab ist ein chimarer monoklonaler Antikdrper mit einer murinen variablen
Region (hier in Rot gezeigt), der mit einem humanen IgG verbunden ist. Adalimumab und Golimumab sind vollstandig
humane Antikdrper. Certilizumab besteht aus dem Fab-Fragment eines humanisierten TNF-a Antikorpers, der an
Polyethylenglycol (PEG) konjugiert wurde. Etanercept ist ein TNF-Rezeptor Fusionsprotein. Potentielle immunogene
Regionen innerhalb jedes Antikdrpers sind in Rot umkreist. Abklirzungen: Cx constant heavy (konstanter Teil der
schwere Kette), CL constant light (konstanter Teil der leichten Kette), TNFR2 TNF-Rezeptor, Vn variable heavy
(variabler Teil der schwere Kette), VL (variabler Teil der schwere Kette)

Kontraindikationen fur die Therapie mit einem TNF-a-Inhibitor sind u.a. eine aktive
Infektion (z.B. Tuberkulose, Hepatitis B), Herzinsuffizienz (> NYHA 1) oder eine
Tumorerkrankung. Besonders wichtig ist das erhohte Infektionsrisiko, weshalb u.a.
praventive Malinahmen wie Screening auf eine latente Tuberkulose mittels Rontgen-

Thorax und einem Interferon-Gamma-release-Assay stattfinden missen .
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Das Risiko, an schweren Infektionen zu erkranken, ist bei der Biologika-Therapie
gegenliber der Standardtherapie signifikant erhoht 3. Diese treten vor allem zu
Behandlungsbeginn innerhalb der ersten 6 Monate auf 32,

Ziel der modernen Therapie entzundlich-rheumatischer Erkrankungen ist die
Remissionsinduktion und deren Erhalt. Unter TNF-a-Inhibitoren werden die radiologische
Progression und die Krankheitsaktivitat deutlich reduziert und die Lebensqualitat

verbessert 33,

4.4 Exkurs in die Klinik und Pathogenese rheumatischer Gelenkerkrankungen

4.4.1 Rheumatoide Arthritis

Die RA ist eine chronisch-entziindliche Systemerkrankung, die in ihrer klassischen
Auspragung das klinische Bild einer symmetrischen peripheren Polyarthritis zeigt. Die
Ursache ist unbekannt. Die systemische Krankheitsaktivitdt kann auch zu extraartikularen
Manifestationen wie Abgeschlagenheit, subkutanen Rheumaknoten, Lungenbeteiligung,
Perikarditis, peripherer Neuropathie, Vaskulitis und Blutbildveranderungen fiihren 3435,
Mit einer Pravalenz von ca. 0,5 bis 1% der erwachsenen Bevélkerung in Europa ist sie
die haufigste chronisch-entziindliche Arthritis. Weibliche Personen sind ca. 2-3 mal

haufiger betroffen als mannliche 4.

Die Erkrankung beginnt oft schleichend an den proximalen Gelenken der Finger und
FURe und hat einen schubformigen Verlauf 36, Meist ist der Befall beidseitig und
symmetrisch. Unbehandelt kann die Erkrankung zu Erosionen der Gelenkflachen sowie
Knochen- und Knorpelabbau fiihren, die im schlimmsten Fall Kontrakturen und
Deformitaten wie z.B. der Schwanenhals- oder Knopflochdeformitat zur Folge haben %7,
In diesem Stadium lasst sich ein ausgepragter Funktionsverlust meist nicht mehr
vermeiden . Eine friihe Diagnosestellung und leitliniengerechte Behandlung kann diese

Gelenkzerstorung heutzutage verhindern 343839,

4.4.2 Spondyloarthritiden

Die AS und die PsA gehoren beide zu den Spondyloarthritiden (SpA). Diese bezeichnen
eine heterogene Gruppe von Erkrankungen, die durch ein Uberschneiden von klinischen
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Merkmalen und eine Assoziation mit dem Human Leucozyte Antigen (HLA)-B27 Allel

gekennzeichnet sind.

Die AS ist eine entzundliche Erkrankung unbekannter Ursache und beféllt primar das
Achsenskelett, wobei die peripheren Gelenke und extraartikularen Strukturen ebenfalls
betroffen sein konnen. Das Manifestationsalter liegt in der zweiten oder dritten
Lebensdekade fir beide Geschlechter in den westlichen Landern, wobei Manner ca.
zweimal so haufig betroffen sind wie Frauen. Weltweit sind zwischen 0,1 und 1,4% der
Menschen von der Erkrankung betroffen. In Deutschland sind es geschétzt zwischen 0,3
und 0,5% 4%4%, Die Erkrankung zeigt eine hohe Assoziation mit dem HLA-B27 Gen und

tritt in etwa proportional zur HLA-B27 Pravalenz auf 4%,

Die ersten wahrgenommenen Symptome prasentieren sich oft in der spaten Adoleszenz.
Das Leitsymptom ist der inflammatorische Ruckenschmerz, der sich als dumpfer
Ruckenschmerz der unteren Lendenwirbelsaule (LWS) oder Gesalregion mit
begleitender Morgensteifigkeit, die bis zu mehreren Stunden andauert, zeigt. Die
Schmerzen werden klassischerweise durch Bewegung gemildert und setzen in Ruhe
erneut ein. Deshalb klagen die Patient*innen haufig Uber eine gestorte Nachtruhe, da sie
vor allem in der zweiten Nachthalfte schmerzbedingt aufstehen und sich bewegen
mussen 424, Bei der korperlichen Untersuchung dominieren zunehmende
Bewegungseinschrankungen der Wirbelsdule und des Thorax. Der Krankheitsverlauf
variiert zwischen unauffalligen Rontgenbefunden und geringer Morgensteifigkeit bis hin
zu schwerwiegenden Verlaufen, die bis zu einer komplett ankylosierten Wirbelsdule
(Bambusstabwirbelsaule), begleitet von einer schweren beidseitigen

Huftgelenksentziindung und extraartikularen Manifestationen, reichen konnen 4°.

Die PsA zahlt auch zu den entzindlich-rheumatischen Erkrankungen und wird der
Gruppe der SpA zugeordnet. Sie hat eine HLA-B27 Assoziation und ist eine Erkrankung
des mittleren Lebensalters. Klassischerweise tritt die Erkrankung, die autoimmune und
autoinflammatorische Eigenschaften besitzt, bei Patient*innen mit einer Psoriasis auf. Bei
diesen Patient*innen betragt die Pravalenz ca. 6-39%. Die Pravalenz der Psoriasis
betragt in der hellhautigen Bevolkerung ca. 1-3%. Die Geschlechterverteilung ist bei
Frauen leicht erhoht (je nach Studie 1.13-1.4) 464748,
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In der Klinik préasentiert sich die Arthritis hdufig nach einer vorausgegangenen Psoriasis
der Haut. Die prozentualen Angaben unterscheiden sich in der Literatur von 6-85% 4648,
Selten ist auch ein umgekehrter Befall zuerst der Gelenke und dann der Haut méglich 4°.
Typische Kklinische Zeichen und Symptome sind Schmerzen und eine synoviale
Schwellung der distalen Finger- und/oder Zehengelenke oder aller Gelenke eines
Fingers/Zehs. Der Gelenkbefall manifestiert sich am haufigsten in einer asymmetrischen
Oligoarthritis (ca. 70%), gefolgt von einer symmetrischen Polyarthritis (ca. 20%). In
5- 40% der Falle kann es zu einer axialen Beteiligung kommen. Es werden ebenfalls
Enthesitis und Tenosynovitis beobachtet. Die Arthritis mutilans ist eine stark

destruierende Erkrankungsform 48.

4.4.3 Therapie der chronisch-entziindlichen Erkrankungen

Therapiert werden diese Erkrankungen symptomatisch durch den Einsatz von NSAR,
sowie von Glucocorticoiden und physikalischer Therapie. Bei der RA wird zlgig eine
Basistherapie mit cDOMARDSs eingeleitet, die bei der Therapie der axialen SpA keine Rolle
spielt. cDMARD kénnen im Gegensatz zu NSAR das Fortschreiten der
Entzindungsaktividt und der Gelenkdestruktion verhindern. Die Einfihrung dieser
Medikamente 1986 (Zulassung MTX) waren ein Meilenstein in der Therapie der RA. Das
am haufigsten eingesetzte cOMARD ist MTX, weitere Alternativen sind Sulfasalazin und
Leflunomid 0. MTX kann sowohl oral als auch subkutan verabreicht werden.
Anwendungslimitationen bestehen vor allem in Unvertraglichkeiten, aber auch in
Wirklosigkeit °!. Biologika wie die TNF-a-Blocker kommen nach Wirkversagen oder

Unvertraglichkeit der genannten MaRnahmen zum Einsatz °.

4.5 Immunogenitat und TNF-a-Inhibitor-Therapie

Immunogenitat ist die Fahigkeit eines biotechnologisch hergestellten Proteins, eine
Immunantwort auszuldsen. Sie wird oft durch die Unterschiede der exakten
korpereigenen Proteinstruktur und der dreidimensionalen Proteinstruktur des
biopharmazeutisch hergestellten Proteins hervorgerufen. Das adaptive Immunsystem
erkennt die Struktur als korperfremd und reagiert durch eine Immunantwort mit
Antikorperbildung, die zu direkter Neutralisierung des Proteins, einer

Komplementaktivierung oder auch einer veranderten Clearance fiihren kann 3752,
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Verschiedene Faktoren beginstigen Immunogenitat (siehe Abbildung 2) und werden im

Verlauf der Arbeit beschrieben.
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Dargestellt sind die haufigsten Faktoren, die die Immunogenitét von Biopharmazeutika beeinflussen. Ubernommen aus
Schellekens, H. 2012 7
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Abbildung 2: Immunogenitdt von Biopharmazeutika.

45.1 Bildung von Anti-TNF-a-Antikérpern

In der Therapie mit TNF-a-Inhibitoren wird wiederholt Giber deren Immunogenitét berichtet
55366 Diese hat Auswirkungen auf die Sicherheit und die Pharmakokinetik der
Arzneimittel und damit auch auf deren Gebrauch und Wirksamkeit 467, Ein Grund dafir
ist die Bildung von ADA. Diese sind vom Immunsystem gebildete Antikérper gegen die
therapeutischen, korperfremden mAks wie Adalimumab und Infliximab 67. Alle
Antikorperformationen, die aus einem humanen IgG-Fc und/oder kappa Leichtketten
bestehen, kdnnen anti-Allotyp-ADA provozieren. IgG-Allotypen zeichnen sich durch
geringfugige Unterschiede in ihrer primaren Aminosauresequenz zwischen Molekilen
einer 1gG-Subklasse aus. Diese Epitope sind polymorph und werden nach den

Mendel‘'schen Regeln vererbt. Die Auspragung der Allele ist zwischen den Individuen
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unterschiedlich. Im Falle einer Abweichung von patient*innen eigenem IgG-Allotyp und
mAk-Allotyp kann es nach Verabreichung im Rahmen einer Immunreaktion zu
Antikdrperbildung gegen den mAk kommen. Da TNF-a-Antikérper nicht zum nattrlichen
Antikorperrepertoire des Menschen gehoren, kdnnen Anti-ldiotyp-ADA theoretisch bei
allen humanen Antikérperformationen, die an TNF-a mit ihrem Fab-Teil binden,

entstehen 68,

45.2 Die Auswirkungen von Anti-Drug-Antikorpern auf die

Medikamentenwirksamkeit

ADA konnen signifikant die Medikamentenkonzentration im Serum reduzieren und mit
einem geringeren Therapieansprechen einhergehen 3¢, Es gibt neutralisierende und
nicht-neutralisierende Antikérper, welche unterschiedlich mit dem ADA interagieren.
Neutralisierende ADA binden an den Fab-Teil des TNF-a-Inhibitors, blockieren damit die
TNF-a Bindungsstelle und fuhren so zu einer Neutralisation der Therapieantikdrper und
folglich zu einer Wirkstoffreduktion 8°. Nicht-neutralisierende Antikérper binden an Teile
des ADA fernab der TNF-a Bindungsstelle und beeinflussen somit nicht die
Pharmakodynamik des TNF-a-Inhibitors 7°. Sie haben einen indirekten therapeutischen
Effekt, indem sie die Bioverfugbarkeit des TNF-a-Inhibitors verringern, oder deren Abbau
beschleunigen 772, Van Schouwenburg et al. 2013 zeigten, dass mindestens 98% der
gefundenen Adalimumab-ADA in der Lage sind, ihren Wirkstoff zu neutralisieren 7374, Die
Bindung von sowohl neutralisierenden als auch nicht-neutralisierenden Antikdrpern an
ihren Wirkstoff kann ebenfalls die Bildung von Immunkomplexen hervorrufen 527972 van
der Laken et al. 2007 beschrieben das Auftreten von Infliximab-anti-Infliximab
Komplexen, die einen Erklarungsversuch darstellen, die fehlende Wirksamkeit von TNF-
a-Inhibitoren zu verstehen. Infliximab Patient*innen ohne Therapieansprechen zeigten
einen schnelleren Abbau des Therapieantikérpers durch héhere Abbauraten in Leber und
Milz, als Patient*innen mit Therapieansprechen. Die Immunkomplexe des (einen)
Patienten ohne Therapieansprechen waren im Gegensatz zu den Patient*innen mit
Therapieansprechen groRer °2. In einer weiteren Studie stellte sich heraus, dass groRe
Immunkomplexe schneller abgebaut wurden als kleinere. Es wird angenommen, dass vor
allem gro3e Immunkomplexe zu einem Wirkverlust der Therapieantikdrper fihren.
Kleinere Komplexe induzieren eine geringere Aktivierung des Immunsystems, obwohl sie

oft lange im Korper persistieren und nur langsam abgebaut werden 72. Jedoch kann die
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Persistenz kleiner Immunkomplexe das Risiko von Typ-Ill allergischen Reaktionen wie
bei der Serumkrankheit erhéhen 73. Das Auftreten thromboembolischer Ereignisse bei

Patient*innen mit ADA wurde bereits beschrieben .

4.5.3 Mit Immunogenitat assoziierte Faktoren

Wie in Abbildung 2 gezeigt, wird die Immunogenitat von Biopharmazeutika von
verschiedenen internen und externen Faktoren beeinflusst. Diese kdnnen mit den
Patient*innencharakteristika (siehe 4.5.3.1), dem Pharmakon (siehe 4.5.3.3), der
Therapie (siehe 4.5.3.2) oder dem Assay (siehe 4.6) assoziiert sein. Die einzelnen

Faktoren werden im Folgenden genauer erlautert.

4.5.3.1 Individuelle Faktoren

Mehrere Beobachtungen in Studien lassen darauf schliel3en, dass individuelle Faktoren
dazu beitragen, gegen Therapieantikdrper eine Immunantwort zu entwickeln. Unter
anderem wurde gezeigt, dass Patient*innen, die bereits Antikdrper gegen einen TNF-a-
Inhibitor entwickelt hatten, einem hoheren Risiko der erneuten Antikdrperentwicklung
gegen einen anderen TNF-a-Inhibitor nach Therapieumstellung unterlagen 3. Weitere
Arbeitsgemeinschaften gehen davon aus, dass die Aktivitat des Immunsystems einen
Einfluss auf die ADA-Entwicklung hat. Es ist derzeit noch nicht ausreichend geklart, ob
genetische Faktoren die ADA-Produktion beeinflussen. Polymorphismen in der
Promotorregion des Gens, das fur IL-10 kodiert, soll mit der Bildung von ADA assoziiert
sein 78, Eine Assoziation zwischen IL-10 und TNF-a-Genotypen und dem Auftreten von

Antikdrpern gegen Faktor VIII bei Hamophilie-Patient*innen wurde bereits beschrieben
77

4.5.3.2 Therapieassoziierte Faktoren

Das Behandlungskonzept mit TNF-a-Inhibitoren hat ebenfalls einen Einfluss auf deren
immunogene Wirkung. Begleittherapien mit Immunsupressiva und Variationen in Dosis
und Intervall haben signifikante Auswirkungen auf die Bildung von ADA. Der gleichzeitige
Einsatz von immunsupprimierenden Substanzen wie MTX, Azathioprin oder 6-
Mercaptopurin kombiniert mit TNF-a-Inhibitoren geht mit einer Haufigkeitsreduktion der
ADA-Bildung einher 78, Der vorbeugende Effekt von MTX in Kombination mit Infliximab
wurde fir RA, PsA und AS beschrieben 7879, Bei begleitender MTX-Therapie konnte das
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Auftreten von ADA unter Adalimumab im Vergleich zur Monotherapie bei RA-
Patient*innen von 38% auf 12% reduziert werden 6. Die Metaanalyse von Garcés et al.
2013 beschreibt, dass die begleitende Therapie mit MTX den Anteil der Patient*innen mit
nachweisbaren ADA gegen Adalimumab oder Infliximab um 41% reduzierte. Die Zahlen
variierten jedoch auch zwischen den nachweisenden Assays: Mit einem
Radioimmunoassay (RIA) gemessen, reduzierte die Kombinationstherapie mit MTX das
ADA-Auftreten um 64%, mit einem Enzyme-linked-immuno-sorbent-assay (ELISA) waren
es nur 37 % >*. Es wird davon ausgegangen, dass MTX die friilhe T- und B-Zell Expansion
supprimiert und so die Immunantwort moduliert 7°.

Bei AS-Patient*innen hat der Einsatz von MTX nur einen geringen Einfluss auf deren
Immunogenitat. Bei der AS wird Infliximab h&ufiger und in hoheren Dosen als bei der RA
verabreicht, weshalb angenommen wird, dass es durch Medikamenteninterferenz

haufiger zu falsch negativen Ergebnissen kommen kann 54,

Dosis und Therapieintervall konnen auf die Immunogenitat der Therapieantikorper
ebenfalls einen Einfluss haben. Niedrige Dosen von TNF-a-Inhibitoren kénnen eine
verstarkte ADA-Bildung provozieren, wohingegen hohere Dosen dieser protektiv
entgegenwirken. Hohe Konzentrationen gehen mit einem verminderten Auftreten von
ADA einher %680 Eine Erklarung wird in der immunsupprimierenden Wirkung der TNF-a-
Inhibitoren gesehen. Unklar bleibt, ob die niedrigen Konzentrationen auch durch die
Prasenz der ADA bedingt ist, da diese neutralisierend wirken kénnen 2. Aufgrund dieser
Beobachtungen diskutieren Vincent et al. 2013 in ihrem Review die Moglichkeit, ob eine
Dosisreduktion der Therapeutika oder eine Intervallverlangerung bei Patient*innen, deren
Krankheitsaktivitat sich klinisch in Remission befindet, zu einer erhdhten
Wabhrscheinlichkeit der ADA Bildung und so zu einem sekundaren Wirkverlust fuhren
konnte 2. Unterstlitzend zu der Hypothese wird angefihrt, dass eine kontinuierliche
Therapie der AS bessere klinische Ergebnisse erzielte als episodische Verabreichungen
von Infliximab. Weiter wurde angenommen, dass das Risiko einer Immunantwort bei

zunehmender Therapiedauer ansteigt .

4.5.3.3 Pharmakonassoziierte Faktoren
Pharmakon assoziierte Faktoren kénnen ebenfalls die Immunogenitat von Biologika
beeinflussen. Diese Tatsache ist bereits seit 1988 bekannt, nachdem rekombinantes

Erythropoetin (EPO) in Frankreich zur Therapie von chronisch renaler Andmie bei
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Dialyse-Patient*innen zum ersten Mal zugelassen wurde. Der Unterschied in den
Aminosauresequenzen zwischen den therapeutischen und den endogenen Proteinen ist
dafur ursachlich. Nach initialem Ansprechen auf EPO durch einen Hamoglobinanstieg
zeigte sich bei einigen Patient*innen eine Verschlechterung der Anamie, die in
Zusammenhang mit der Verabreichung gesehen wurde. Bei allen Patient*innen fanden
sich  neutralisierende  Antikorper gegen das EPO-Protein. Nach einer
Therapieunterbrechung mit EPO lie3 sich ein langsamer Rlckgang der Anti-EPO-
Antikérper beobachten 8. Diese Beobachtungen waren unter den Ersten, die auf eine
immunogene Wirkung rekombinant hergestellter Proteine schliel3en liel3.

Weiter zeigte sich, dass der Austausch muriner Anteile durch humanisierte oder
vollstandig humane Anteile eine signifikante Reduktion des immunogenen Potentials der
mAk bewirkt. Die Immunogenitat muriner Antikdrper ist demnach am héchsten
anzusehen, gefolgt von chimaren und an letzter Stelle humanen Antikdrpern. Diese
kdnnen trotz der vollstandig humanen Antikdrperteile ebenfalls immunogen wirken 83,
Antikérper gegen Etanercept werden nur sehr selten beschrieben und haben keine
klinische Relevanz. Eine mogliche Erklarung liegt in der Reduktion von fremden T-Zell
Epitopen, die bei diesen Fc-Fusions-Proteinen nur im Verbindungsteil (bestehend aus
der Fc-Untereinheit des 1IgG1l) der beiden extrazellularen Ligandenbindungsdoménen
des humanen TNF-Rezeptor 2 enthalten sein kdnnen und demnach weniger antigene

Epitope bilden als bei anderen TNF-a-Inhibitoren 8485,

T-Zell Epitope haben ebenfalls einen Einfluss auf die Immunantwort gegen TNF-a-
Inhibitoren. Adalimumab tréagt den Allotyp des IgG G1ml7. Bartelds et al. 2010
beschrieben, dass Patient*innen, die denselben IgG-Allotyp tragen, der auf dem
Adalimumab IgG-Molekil vorhanden ist, die hochste Frequenz an Adalimumab-ADA
verglichen zu Patient*innen mit andere Allotypen aufwiesen 8. Interessanterweise kamen
Stickler et al. 2011 zum gegenteiligen Ergebnis. Demnach traten bei Patient*innen mit

dem IgG1m17 Allotyp die wenigsten Antikorper auf .

4.6 Nachweisverfahren fur Immunogenitdt von TNF-a-Inhibitoren und deren

Besonderheiten

Die ADA-Pravalenz zwischen den Studien variiert bei Untersuchungen gleicher TNF-a-

Inhibitoren. Diese Unterschiede erklaren sich unter anderem durch die Verwendung
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unterschiedlicher Assays. AulRerdem variieren die Cut-off-Werte bei den Herstellern.
Diese Umstande erschweren eine Vergleichbarkeit der Studien 2,

Eine weitere Erklarung flr Unterschiede zwischen den Studien kann der Zeitpunkt der
ADA-Bestimmung sein, da die letzte Gabe des Therapieantikorpers die Konzentration
des Serumspiegels und die Assay-Sensitivitat beeinflussen kann.

Zum Nachweis von ADA werden derzeit verschiedene Nachweismethoden verwendet,
die alle Vor- und Nachteile mit sich bringen. Die am haufigsten verwendeten sind
Sandwich-ELISA, RIAs oder Antigen-Bindingstests (ABT) 8. Problematisch bei
Sandwich-und Bridging-ELISA ist, dass wahrend der Bindungsphase der ADA der
koexistierende Therapieantikdrper die Bindungsstellen der ADAs belegt. Deshalb kdnnen
die ADAs nicht den an die Mikrotiterplatte gebundenen Therapieantikérper binden.
Wahrend der Detektionsphase behindert der vorhandene Therapieantikdrper die Bindung
des Detektionsmokeltils (markierter Therapieantikdrper) an die ADA 8%, Auch beim ABT
bindet der radioaktiv markierte Therapieantikdrper an die freien ADA im Serum. Deshalb
ist ein ADA-Nachweis in Assays, die fur Medikamenteninterferenzen anfallig sind, nur
moglich, wenn die ADA-Konzentration die Medikamentenkonzentration Ubersteigt.
Verschiedene Assay Typen sind unterschiedlich stark anfallig fur diese
Medikamenteninterferenzen. Da viele Patient*innen in kontinuierlicher Behandlung mit
einem TNF-a-Inhibitor sind, fihrt die Medikamenteninterferenz haufig zu falsch negativen
Ergebnissen. 901,

Neuere Assays konnen sowohl freie als auch gebundene ADA in Anwesenheit des
jeweiligen Therapieantikdrpers messen und so eine ADA-Bestimmung unabhangig von
der Medikamentenkonzentration ermoglichen. Beispiele dafur sind pH-shift, anti-idiotype
antigen-binding-test und das in der vorliegenden Arbeit verwendete semi-fluid phase

enzyme immonoassay (SFPE) 658892,

4.7 Konsequenzen von Anti-Drug-Antikdrper-Bildung in der Klinik

Die Feststellung von Wirkverlust bei TNF-a-Inhibitoren erfolgt bisher meist klinisch,
gegebenenfalls unter Zuhilfenahme radiologischer Verfahren. -, Im Fall eines
Wirkverlustes kann ein Wechsel von einem TNF-a-Inhibitor zu einem anderen mit einer
Verbesserung der Wirksamkeit verbunden sein. Allgemein sprechen Biologika-naive RA
Patient*innen besser auf die Therapie an als Patient*innen nach Biologikaversagen 619,

Differenziert betrachtet zeigen Patient*innen, die die initiale Therapie mit dem ersten
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TNF-a-Inhibitor aufgrund von UAW und nicht von fehlendem Therapieansprechen
abgebrochen haben, ein besseres klinisches Ansprechen auf das zweite Biologikum °7.
Analog dazu wurde bei Patient*innen, die zuvor ein schlechtes Therapieansprechen auf
den ersten TNF-a-Inhibitor zeigten, auch ein geringeres Ansprechen auf den zweiten
TNF-a-Inhibitor beobachtet %,

Jamnitski et al. 2010 beschrieben, dass RA Patient*innen, die anti-TNF-naiv waren, und
Patient*innen, die zuvor einen TNF-a-Inhibitor (Infliximab oder Adalimumab) erhielten
und ADA positiv waren, klinisch ahnlich gut auf Etanercept ansprachen, wohingegen
Therapierte ohne ADA gegen Infliximab oder Adalimumab ein geringeres Ansprechen auf
Etanercept zeigten 1. ADA-negative Infliximab Patient*innen ohne Ansprechen hatten
das schlechteste Ansprechen bei anschlieRender Adalimumab-Behandlung °. Vincent et
al. 2010 2 schlussfolgerten deshalb, dass ein TNF-a-Inhibitor-Wirkverlust in Abwesenheit
von ADAs ein zielbedingter (also TNF-a-assoziierter) Wirkverlust sei und diese
Patient*innen deshalb besser von einem Medikament mit einem anderen
Wirkmechanismus profitieren wirden. ADA-positive Patient*innen wirden hingehen
einen pharmakonbedingten Wirkverlust erfahren und demnach von einem anderen TNF-
Inhibitor profitieren 2. Im ersten Fall war TNF-a nicht das hauptsachlich fir die
Krankheitsaktivitat verantwortliche Molekul %°. Die Neigung zur ADA-Produktion kann
auch nach dem Wechsel beim zweiten Biologikum andauern. So produzierten
Patient*innen die mit Infliximab behandelt wurden und Anti-Infliximab-Antikorper
entwickelt haben nach einem Wechsel zu Adalimumab haufiger Adalimumab-ADA als

TNF-a-Inhibitor-naive Patient*innen 96,
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5 Hypothese und Zielsetzung der Arbeit

Problemhintergrund:

Obwohl das Problem der ADA-Bildung in der Betreuung von Patienttinnen mit
entzundlich - rheumatischen Erkrankungen unter Biologikatherapie von hoher
praktischer Bedeutung ist, existieren gegenwartig fur keines der zugelassenen Biologika
in der Rheumatologie ausreichend standardisierte und evaluierte Nachweismethoden.
Zum derzeitigen Zeitpunkt werden viele zugelassene Biologika inklusive Adalimumab
und Infliximab in Form von Standarddosen meist ohne Berucksichtigung fir die
Immunogenitat relevanter Faktoren eingesetzt. Eine Testung auf ADA und
korrespondierenden  Serumspiegel des  TNF-a-Inhibitors  erfolgt  nur in
Ausnahmesituationen und dann auch nur unter Nutzung nicht ausreichend evaluierter
Verfahren. Durch das Fehlen von belastbaren Studiendaten ist es unklar, ob die Testung
auf ADA und korrespondierenden Medikamenten-Serumspiegel in der klinischen Praxis
zu verbesserten therapeutischen Entscheidungen fuhren wirde, wodurch nicht mehr
effektive und ggf. nebenwirkungsreiche Behandlungsanséatze frihzeitiger erkannt und
dementsprechend angepasst werden kdnnten.

Dies trifft fur die Krankheitsbilder der RA, PsA und AS zu, die deshalb im Rahmen dieser

Studie im Fokus standen.

Zielsetzung:

Durch diese Arbeit sollten zwei neue und verschiedene Testverfahren zum Nachweis von
ADA gegen die am haufigsten genutzten TNF-a-Inhibitoren (Adalimumab und Infliximab)
und die korrespondierenden Medikamenten-Serumspiegel im klinischen Alltag evaluiert
werden. Dazu gehdort ebenfalls die Klarung der Praktikabilitat eines therapeutischen
Drugmonitorings (TDM) sowie das Erfassen von assoziierten Nebenwirkungen und
Therapieversagen. Es sollte eine Einschatzung dariber gegeben werden, welche Effekte
das Auftreten von ADA auf den Medikamentenspiegel und den Verlauf von entzindlich-
rheumatischen Erkrankungen im Rahmen der Verlaufsuntersuchungen hat. Weiter sollte
die Pravalenz und Bedeutung von ADA bei den unterschiedlich untersuchten

Krankheitsbildern RA, AS und PsA erfasst und verglichen werden.
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Auf Basis von Grundannahmen wurden folgende Arbeitshypothesen gestellt und sollten

im Zuge der Arbeit untersucht werden:

1. Grundannahme: ADA interagieren mit den korrespondierenden
Therapieantikérpern, kénnen deren Konzentrationsabfall bewirken und somit den
klinischen Verlauf beeinflussen.

Daraus folgende Arbeitshypothese:

Das Auftreten von ADA ist mit erniedrigten Medikamentenspiegeln, einer Erh6hung der
Krankheitsaktivitat, bis hin zum Wirkverlust des Medikamentes und Nebenwirkungen
assoziiert.

2. Grundannahme: Adalimumab als humanisierter und Infliximab als chimarer
monoklonaler Antikdrper haben aufgrund ihrer Sequenz unterschiedliche antigene
Eigenschaften, die ihre immunogene Wirkung beeinflussen. Deshalb kdnnen
Unterschiede in der Préavalenz der ADA zwischen den beiden TNF-a-Inhibitoren
erwartet werden.

Daraus folgende Arbeitshypothese:

Unter Adalimumab-Therapie treten weniger ADA auf als unter Infliximab- Therapie.

3. Grundannahme: Aufgrund der unterschiedlichen Pathogenese,
Patientencharakteristik, und Kombinationstherapie unterscheiden sich die
Pravalenz und Bedeutung der ADA bei den unterschiedlichen Krankheitsbildern.
Daraus folgende Arbeitshypothese:

Bei der RA treten haufiger ADA auf als bei der AS und der PsA. Bei den SpA (axiale und
periphere Form) kann eine niedrigere Pravalenz an ADA beobachtet werden.

4. Grundannahme: Aufgrund der fehlenden Standardisierung der
Nachweisverfahren von ADA und korrespondierendem Serumspiegeln der
Therapieantikérper kdnnen sich die Messergebnisse der verschiedenen Assays
unterscheiden.

Daraus folgende Arbeitshypothese:

Die Messergebnisse verschiedener Assays fur die Serumspiegel des gleichen

Biologikums sowie flir gesamt und freie ADA weisen eine hohe Varianz auf.
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6 Materialien und Methoden

6.1 Rekrutierung und Auswahl der Patient*innen

Die Infliximab- und Adalimumab- behandelten Patient*innen wurden Gber die ambulante
Sprechstunde der Rheumatologie, Charité Campus Mitte und Benjamin-Franklin, Berlin,
Deutschland rekrutiert. Es wurde jeweils vor der regelmaRigen Infliximab-Infusion bzw.
bei ambulanter Vorstellung unter laufender Adalimumabtherapie eine Serumprobe
abgenommen. Zusétzlich wurde von den Patient*innen Ubliche klinische Befunde und
Aktivitatsscores wie Disease Activity Score 28 (DAS-28) und Bath Ankylosing Spondylitis
Disease Activity Index (BASDAI) Score erhoben. Der Messzeitraum umfasste im Mittel
1,5 Jahre. Zwischen den meisten Konsultations- ZP lag ein Zeitraum von ca. 3-6
Monaten. Alle Serumproben wurden mit dem Vaccutainer®-System abgenommen
(1 Rohrchen beinhaltet ca. 5 Milliliter (ml) Blut). Aus den Blutproben wurde das Serum

isoliert, aliquotiert, pseudonymisiert und bis zur spateren Bearbeitung bei -20°C gelagert.

Die Studie wurde im Rahmen des Projektes ,Entwicklung und Evaluierung von
Immunoassays zum Nachweis von ADA fir das Monitoring einer TNF-a Blocker Therapie
bei Patienten mit entzindlich-rheumatischen Erkrankungen® durchgefuhrt und von der
Ethikkommission der Charité genehmigt (Ethikvotum EA1/050/15). Weiter wurden
Patient*innen, die unter den Ethikvota ,Biomarkers and imaging for diagnosis, monitoring,
and stratification of rheumatoid arthritis and spondyloarthritides® (Ethikvotum
EA1/138/14) und ,Double-blind, placebo controlled study of Infliximab in ankylosing
spondilitis“(EK 717/200) gefuhrt wurden in die Studie eingeschlossen. Alle Patient*innen
willigten mit einer schriftlichen Einverstandniserklarung in die Durchfihrung der Studie
ein. In der Infliximabkohorte befanden sich 7 Patient*innen zum ersten Messzeitpunkt in
einer Therapiepause mit Infliximab, sie hatten die letzte Infliximabgabe ca. 3 Jahre vor

der Serumentnahme erhalten. Zum 2. ZP waren alle wieder mit Infliximab behandelt.

Ziel unserer Untersuchung war es, vor allem Patient*innen mit ADA zu identifizieren, um
eine mogliche Interaktion von ADA und den klinischen Verlauf zu untersuchen. Fur die
Vorauswahl wurden Verlaufs-Serumspiegel von 103 Adalimumab-Proben (28
Patient*innen) und 110 Infliximab-Proben (42 Patient*innen) mit dem ,drug level ®“-Kit
der Firma Sanquin Blood Supply Foundation (Amsterdam, Niederlande) gemessen. Fir

den weiteren Studienverlauf wurden Proben eingeschlossen, deren Therapieantikorper-
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Serumspiegel tber die Messzeitpunkte hinweg abfielen, oder dauerhaft sehr niedrig
waren. Dieses Vorgehen basierte auf der Grundannahme, dass ADA einen Abfall der
Medikamenten-Serumspiegel  bedingen, da sie den  korrespondierenden
Therapieantikdrper binden. Die Proben der Patienten, deren Medikamenten-
Serumkonzentrationen kontinuierlich innerhalb des therapeutischen Bereichs lagen,
wurden ausgeschlossen, da in diesen Fallen eine relevante Interaktion mit ADA nicht

anzunehmen war (siehe Abbildung 3).

n=70 Patient*innen (Adalimumab n=28, Infliximab n=42)

Einschlusskriterien:

+ Volljahrigkeit

» Erkrankung an RA, AS oder PsA

+ laufende Therapie mit Adalimumab oder Infliximab

+ verflgbares Probenmaterial zu mind. 2 ZP mit klinischen Angaben

Adalimumab bzw. Infliximab Serumspiegel

Sanquin Blood Supply Foundation (Amsterdam,
Niederlande)

Ausschluss: Adalimumab

|, n=11, Infliximab n=12

Ausschlusskriterien:

» TherapieantikOrperspiegel
Uber beide Messzeitpunkte
im therapeutischen Bereich

A\ 4

Kohorte n= 47 Patient*innen (Adalimumab n=17, Infliximab n=30)

» Serumspiegel dauerhaft sehr niedrig
+ Abfall des Serumspiegels uber die Messzeitpunkte

i l o

Adalimyr_nab bzw. Adalimumab
Infliximab bzw. Infliximab tADA fADA
Serumspiegel Serumspiegel

Sanquin Blood
Supply Foundation
(Amsterdam,
Niederlande)

Immundiagnostik AG (Bensheim, Deutschland)

Abbildung 3: Flowchart zur Probengewinnung- und bearbeitung.

Die grauen Felder zeigen jeweils die entsprechend verwendeten Assays an. Abkurzungen: tADA= totale Anti-Drug-
Antikdrper, fADA= freie Anti-Drug-Antikbrper. Gepunkteter Pfeil: Nach der ersten Therapieantikdrper-Serumspiegel-
Testung erfolgte keine erneute Messung fur die Therapieantikbrper-Serumspiegel der eingeschlossenen Patient*innen.

6.1.1 Ein- und Ausschlusskriterien der vorliegenden Studie

Folgende Einschlusskriterien wurden fiir die geplante Untersuchung gestellt:

e Volljahrigkeit
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e Erkrankung an einer der chronisch-inflammatorischen Gelenkerkrankungen (RA,
AS oder PsA)

¢ laufende Therapie mit entweder Adalimumab oder Infliximab

e verfugbares Probenmaterial zu mindestens 2 ZP mit den entsprechenden

klinischen Angaben

6.2 Scores zur Erhebung der klinischen Krankheitsaktivitét

Zur Beurteilung der Krankheitsaktivitdt wurden von den Patient*innen zu jeder
Untersuchung krankheitsspezifische Scores erhoben. Die RA und PsA mit peripherer
Gelenkbeteiligung werden anhand des DAS-28 beurteilt und die AS anhand des BASDALL.

6.2.1 Disease Activity Score 28 zur Erhebung der Krankheitsaktivitat bei der

Rheumatoiden Arthritis und der Psoriasis Arthritis

Zur quantitativen Beurteilung der Krankheitsaktivitat der RA und auch der PsA dient der
DAS-28. Dieser ist ein nach einer Formel berechneter Wert, in den die Anzahl von 28
druckschmerzhaften (tender joint count (TJC)) und geschwollenen Gelenke (swollen joint
count (SJC)), die Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit (BSG) sowie die subjektive
Einschatzung des Krankheitszustandes durch die Patient*innen (auf einer visuellen
Analogskala von 0-100 mm) einflieRen 1%, Alternativ kann der DAS-28 auch tber das C-
reaktive Protein (CRP) als Entziindungswert berechnet werden. Die jeweiligen Formeln
zur Berechnung lauten 10%;

DAS-28(CRP) = 0.56 x \(TJC-28) + 0.28 x \(SJC-28) + 0.014 x GH + 0.36 x In(CRP + 1) + 0.96
DAS-28(BSG) = 0.56 x \(TJC-28) + 0.28 x \(SJC-28) + 0.014 x GH + 0.70 x In(BSG)

Zwischen dem DAS-28(BSG) und dem DAS-28(CRP) besteht innerhalb der
Krankheitsaktivitdtskategorien und den European League Against Rheumatism
(EULAR)-Kriterien zum Therapieansprechen Ubereinstimmung. Abweichungen werden
vor allem zwischen geringen Krankheitsaktivitatswerten gefunden. Der durchschnittliche
Unterschied zwischen dem DAS-28(BSG) und DAS-28(CRP) wird mit 0,34 (95%
Ubereinstimmungsgrenze) angegeben 1. Fiir beide Erfassungsmethoden gibt es
Einstufungen, die in Tabelle 1 beschrieben sind 192, Der DAS-28 kann auch anhand von

3 Variablen berechnet werden °4. In der vorliegenden Studie wurden Werte verwendet,
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die sowohl aus 3 oder 4 Variablen als auch mit CRP oder BSG berechnet wurden. Es
wurde fir dieselbe Person jedoch immer einheitlich entweder der DAS-28(BSG) oder der
DAS- 28(CRP) verwendet.

Tabelle 1: DAS-28 (BSG)/(CRP) Interpretation

DAS-28 (BSG)/(CRP) Krankheitsaktivitat
<2,6 Remission
>26-<32 geringe Aktivitat
>3,2-<51 moderate Aktivitat
>51 hohe Aktivitat

Zur individuellen Beurteilung des Therapieansprechens von antiinflammatorischen
Medikamenten fiir die RA werden die EULAR-Response Kriterien verwendet 102, Wird der
DAS-28 als Parameter zur Beurteilung der Krankheitsaktivitat verwendet, werden die
Patient*innen als Patient*innen mit gutem, mittleren oder fehlendem Therapieansprechen
klassifiziert, jeweils gemessen an der Veranderung des DAS-28-Wertes von der Baseline
bis zum Endpunkt der Studie. Ein Unterschied von mindestens Al1,2 Punkten zwischen
zwei Messzeitpunkten gilt als gutes Therapieansprechen %4, Tabelle 2 gibt einen

Uberblick uber das EULAR-Therapieansprechen.

Tabelle 2: EULAR-Therapieansprechen anhand des DAS-28

DAS-28 zum Endpunkt Veranderung im DAS-28 von der Baseline bis zum Endpunkt

21,2 >06-<12 <0,6

<32 Gutes
Therapieansprechen
>3,2-<51 Moderates
Therapieansprechen
>5,1

6.2.2 Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index zur Erhebung der
Krankheitsaktivitat bei Ankylosierender Spondylitis

Der BASDAI ist ein standardisierter Patient*innenfragebogen, der mit 6 Fragen anhand
visueller Analogskalen (1-10) die Einschatzung der Patient*innen zu den Bereichen

Mudigkeit, Schmerzen und Schwellungen (spinal und peripher), Beruhrungs- und
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Druckempfindlichkeit sowie Morgensteifigkeit abfragt. Es kbnnen Werte zwischen 0 und
10 erreicht werden. Ein Wert >4 gilt als aktive Krankheitsaktivitat 103104,

Der Score berechnet sich durch die Summe der Fragen 1-4 plus den Mittelwert der
Fragen 5+6 dividiert durch 5. Folgende Fragen sind Bestandteil des BASDAI
(Ubernommen aus Deutsche Vereinigung Morbus Bechterew e.V.) 195,

1. Wie ausgepragt war lhre Mudigkeit und Erschépfung in den vergangenen 7 Tagen
insgesamt? (1-10)

2. Wie ausgepragt waren lhre durch den Morbus Bechterew bedingten Nacken-,
Rucken - oder Huftschmerzen in den vergangenen 7 Tagen insgesamt? (1-10)

3. Wie ausgepragt waren lhre Schmerzen/ Schwellungen in anderen Gelenken in
den vergangenen 7 Tagen insgesamt? (1-10)

4. Wie ausgepragt waren lhre Beschwerden in den Bereichen, die bei Beriihrung
oder Druck empfindlich reagiert haben, in den vergangenen 7 Tagen insgesamt?
(1-10)

5. Wie ausgepragt war die Morgensteifigkeit nach dem Aufwachen in den
vergangenen 7 Tagen insgesamt? (1-10)

6. Wie viele Stunden dauerte die Morgensteifigkeit nach dem Aufwachen in den

vergangenen 7 Tagen im Durchschnitt an? (0 & Oh, 5 2 1h, 10 £ 2h)

6.3 Bestimmung der Therapieantikdrper Serumspiegel und deren Anti-Drug-

Antikorper mittels Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay

Die von uns verwendeten Assays basieren auf dem ELISA-Prinzip. Der ELISA gehort zu
den Immunoassayverfahren und ist ein antikdrperbasiertes Nachweisverfahren, das auf
einer enzymatischen Substratumsetzung mit Veranderung der optischen Dichte beruht.
Die Sandwich-ELISA Technik verwendet zwei Antikérper. Auf eine Mikrotiterplatte wird
ein  Antikorper fest gebunden (capture antibody) und die Probe mit dem
nachzuweisenden Antigen hinzugegeben. Nach der Inkubationszeit wird das nicht
gebundene Antigen durch Waschen entfernt. Das enzymmarkierte Konjugat (detection
antibody) wird hinzugegeben. Es bindet an einer anderen Stelle des nachzuweisenden
Antigens, in diesem Fall dem Adalimumab oder Infliximab-Molekul, nicht gebundenes
Konjugat wird entfernt. Durch Zugabe eines Substrates erfolgt die Enzym-Substrat-
Reaktion, die eine zur Konzentration des nachzuweisenden Antigens proportionale

Veranderung der optischen Dichte hervorruft . Alle Reagenzien wurden vor
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Verwendung auf Raumtemperatur (15-30°C) gebracht. Eine schematische Darstellung
des ELISA-Prinzips zeigt Abbildung 4.

6.3.1 Assays zum Nachweis von Infliximab- und Adalimumabkonzentrationen,

Hersteller Sanquin

Es wurden die Assays ,Level infliximab: ELISA zur quantitativen Messung der
Wirkstoffspiegel von Infliximab®" 1% sowie ,Level adalimumab: ELISA zur quantitativen
Messung der Wirkstoffspiegel von Adalimumab®"® des Herstellers Sanquin Blood Supply
Foundation (Amsterdam, Niederlande) verwendet.

Die Durchfihrung der ELISA fir Infliximab und Adalimumab erfolgte analog, so dass eine

gemeinsame Beschreibung erfolgt.

Fur die Durchfihrung wurden alle Serumproben zuvor 1:1000 verdunnt. Daftr wurde
zunachst eine 1:50 Verdinnung (5 Mikroliter (ul) unverdinnte Probe auf 245 ul
Meerrettichperoxidase (HPE-Puffer)) hergestellt. 6 ul dieser 1:50 Verdinnung wurden
anschlieBend mit 114 ul HPE-Puffer verdiinnt, um die gewinschte Konzentration zu
erhalten. Der Waschpuffer wurde durch 50 ml der Stammlésung des Waschpuffers (PBS
(Phosphat Buffered Saline)- Puffer) mit 950 ml destilliertem Wasser hergestellt.

Die 1:1000 verdinnten Proben wurden in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettiert
und 60 Minuten (min) inkubiert. Nach einem viermaligen Waschschritt (4x 250 ul
Waschpuffer) (Microplate Washer der Firma Dynex Opsys MW™ Denkendorf,
Deutschland) erfolgte die Detektion durch Zugabe von 100 ul Anti-Infliximab/
Meerrettichperoxidase (HRP)-Konjugat bzw. Anti-Adalimumab HRP-Konjugat zu jeder
Vertiefung. Nach einstindiger Inkubationszeit und einem weiteren Waschschritt siehe
oben (s.0.) wurden je 100 ul 3,3,5,5-Tetramethylbenzidin (TMB)- Substrat
hinzugegeben. Die im Dunkeln stattfindende Farbreaktion wurde alle 5 min kontrolliert
und nach durchschnittlich 101 min durch Zugabe einer Stopplésung gestoppt. Die
Extinktion wurde bei 450 Nanometer (nm) innerhalb von 30 min mit dem Photometer
(Platten OD-Reader ,BioTek Synergy HAT®, Gen5 Version 1.11.5 der Firma Biotek, Bad
Friedrichshall, Deutschland) gemessen und die Daten ausgewertet. Das Sandwich-

ELISA Prinzip ist in Abbildung 4 schematisch gezeigt.
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Sandwich-ELISA zum Nachweis von Adalimumab bzw.
Infliximab im Serum

makierter Adalimumab
Capture Detection bzw.

Antibody Antibody Infliximab I TMB-Substrat

ﬁmumschlag
)| D |

Abbildung 4: ELISA Prinzip zum Nachweis von Adalimumab bzw. Infliximab im Serum
Die einzelnen Schritte werden im Text erklart. Abkurzungen: TMB: 3,3',5,5-Tetramethylbenzidin.

Wir verwendeten ausschlief3lich 1:1000 Verdinnungen. Zur Konzentrationsberechnung
wurde die ermittelte Konzentration (Einheit Nanogramm (ng)/ml) mit dem
Verdunnungsfaktor (1000) multipliziert. Anschliel3end erfolgte eine Konvertierung in
Mikrogramm (ug)/ml (ermittelte Konzentration in ng/ml : 1000).

Als Standards wurden Konzentrationen von 0,4; 0,8; 1,6; 3,1; 6,3; 12,5; 25 ng/ml
verwendet. Folgende Konzentrationen wurden vom Hersteller flr den therapeutischen

Therapiebereich angegeben (siehe Tabelle 3 und Tabelle 4):

Tabelle 3: therapeutische Konzentrationen Infliximab nach Hersteller Sanquin (Amsterdam, Niederlande)

Angaben der therapeutischen Konzentration fur Infliximab-behandelte Patient*innen
Gesunde Spender und nicht mit Infliximab behandelte Patient*innen negativ
Subtherapeutische Infliximab-Spiegel < 3,0 ug/mi
Normale therapeutische Infliximab-Spiegel 3,0-7,0 pg/ml
Erhohte Infliximab-Spiegel > 7,0 ug/mi

Die Protokolldurchfiihrung fur den Nachweis von Adalimumab entsprach dem oben
beschriebenen Protokoll zum Nachweis von Infliximab (inklusive Konzentrationen der
Standardkurven). Die untere Bestimmungsgrenze fir Adalimumab betrug 0,06 pg/ml
(1:200). Die obere (Antigenuberschuss) 45 ug/ml bei 1:2000.
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Tabelle 4: therapeutische Konzentrationen Adalimumab nach Hersteller Sanquin (Amsterdam, Niederlande)

Angaben der therapeutischen Konzentration fur Adalimumab-behandelte Patient*innen °7
Gesunde Spender und nicht mit Adalimumab behandelte Patient*innen negativ
Subtherapeutische Adalimumab-Spiegel < 5,0 ug/mi
Normale therapeutische Adalimumab-Spiegel 5,0-8,0 ug/mi
Erhohte Adalimumab-Spiegel > 8,0 ug/ml

6.3.2 Assay zum Nachweis von Infliximab- und Adalimumabkonzentrationen,

Hersteller Immundiagnostik AG

Zur Bestimmung des Serumspiegels der Therapieantikorper wurde das ,IDKmonitor ®
Infliximab drug level ELISA (Zur in vitro-Bestimmung der Konzentration des freien
Infliximab (z.B. REMICADE)) in EDTA-Plasma und Serum® sowie das ,IDKmonitor ®
Adalimumab drug level ELISA (Zur in vitro-Bestimmung der Konzentration des freien
Adalimumab (z.B. HUMIRA)) in EDTA-Plasma und Serum® Assay des Herstellers
Immundiagnostik AG (Bensheim, Deutschland) verwendet. Das Sandwich-ELISA Prinzip
ist in Abbildung 4 schematisch gezeigt. Die Durchfiihrung der ELISA flr Infliximab und

Adalimumab erfolgte analog, so dass eine gemeinsame Beschreibung erfolgt 1%,

Die 1:200 verdiunnten Proben wurden in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipettiert
und 60 min unter Schutteln inkubiert. Nach einem Waschschritt mit je 5x 250 pl
Waschpuffer erfolgte zur Detektion die Zugabe von je 100 ul Konjugat (Peroxidase
(POD)-markierter Antikérper). Nach einstindiger Inkubationszeit und einem weiteren 5-
maligen Waschschritt wurden je 100 ul TMB-Substrat hinzugegeben. Die im Dunkeln
stattfindende enzymatische Farbentwicklung wurde nach 10-20 min durch Zugabe einer
Stoppldsung (verdiinnte Schwefelsaure) unterbrochen. Die Extinktion wurde bei 450 nm
gegen einen Referenzwert von 620 nm gemessen.

Alle Adalimumab Proben wurden analog zur Infliximab Anleitung getestet. Die
Konzentrationen der Standards betrugen ebenfalls 0; 4,15; 8,3; 25; 75; 225 ng/ml.

Zur Konzentrationsberechnung wurde die ermittelte Konzentration (Einheit ng/ml) mit
dem Verdunnungsfaktor (200) multipliziert. Anschlie3end erfolgte eine Konvertierung in

ug/ml (ermittelte Konzentration in ng/ml : 1000).
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6.3.3 Assay zum Nachweis von totalen Anti-Drug-Antikérpern gegen Infliximab

und Adalimumab

Es wurden die Assays ,IDKmonitor: Infliximab total ADA ELISA (zur in-vitro Bestimmung
der gesamten humanen Antikdrper gegen Infliximab (z.B. Remicade)) in EDTA Plasma
und Serum®“ 199 sowie ,IDKmonitor: Adalimumab total ADA ELISA (zur in-vitro
Bestimmung der gesamten humanen Antikérper gegen Adalimumab (z.B. Humira)) in
EDTA Plasma und Serum®“ des Herstellers Immundiagnostik AG (Bensheim,
Deutschland) verwendet.

Dieses Assay dient der in-vitro-Bestimmung der gesamten humanen Antikdrper gegen
Infliximab in EDTA-Plasma und Serum. Laut Hersteller eignet sich der Test auch in
Anwesenheit von Infliximab bzw. Adalimumab fir eine zuverlassige Bestimmung der
ADA, die sowohl frei als auch gebunden sein kbnnen. Das ELISA-Prinzip ist schematisch

in Abbildung 5 dargestellt. Die einzelnen Schritte werden im Text beschrieben.

Fiar die Ermittlung der tADA wurden die Serumproben in der Vorbereitung 1:10 mit
Assaypuffer verdinnt. Daflr wurden zu 25 pl Probe 225 ul Assaypuffer gegeben. Zudem
wurden die positiv- und negativ-Kontrollen in 250 ul Assaypuffer rekonstituiert. Nach
20- mindtiger Inkubationszeit unter Schiutteln auf dem Horizontalschuttler wurden zu je
250 ul Kontrolle/verdinnter Probe jeweils 60 pul der Tracer-Konjugat-
Antikdrperverdinnungspuffer-Losung gegeben und eine Stunde inkubiert.

Durch die Probenvorbereitung wird der ADA durch einen niedrigen pH-Wert von dem
Therapieantikérper abgespalten, so dass alle ADA von Infliximab bzw. Adalimumab
getrennt werden und frei vorliegen (Schritte A und B). Bei der Probenvorbereitung handelt
es sich um eine Verdrangungsreaktion, so dass durch ein Uberangebot an biotinylierten
Antikérpern  (Tracer) und POD-markierten  Antikdrpern der  urspringliche
Therapieantikorper verdrangt wird. Dabei binden der POD-markierte Antikdrper und der
biotinylierte  Antikérper an die ADA und verdrangen das unmarkierte
Infliximab/Adalimumab. Aufl3erdem binden die biotinylierten Antikérper-Komplexe mit
ADA an die mit Streptavidin beschichtete Mikrotiterplatte (Schritt C). Fur die
Testdurchfiihrung wurde die Mikrotiterplatte vor Gebrauch 5x mit je 250ul Waschpuffer
gewaschen und anschliel3end trocken ausgeschlagen. 100 ul der vorinkubierten Proben
bzw. Kontrollen wurden in die Mikrotiterplatte aufgetragen und 1,5 h unter gleichméafigem

Schutteln inkubiert. Es erfolgten 5 aufeinander folgende Waschschritte mit Waschpuffer
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(je 250 pl) und die Zugabe von 100 ul TMB-Substrat (Schritt D). Der erste Waschschritt
erfolgt erst, nachdem der Therapieantikorper-ADA-Komplex Uber eine Streptavidin-Biotin
Bindung an der Mikrotiterplatte gebunden hat. Das TMB-Substrat wird durch die
Peroxidase aktiviert und nach 10-20-mindtiger Inkubationszeit enzymatisch zu einem
blauen Farbstoff umgesetzt, die anschlieend mit 100 ul Stopplésung (verdinnte
Schwefelsaure) gestoppt wurde (Schritt E). Es erfolgte ein Farbumschlag von blau zu
gelb. Die entstandene chromogene Verbindung wurde im Mikrotiterplattenphotometer bei

450 nm gegen die Referenzwellenlange 620 nm photometrisch gemessen.

Nach Angaben des Herstellers werden alle ADA detektiert, die sich gegen die Fab-Arme
des Therapieantikdrpers richten. Die einzige Ausnahme bilden IgG4 Antikorper, die einen

Fab-Arm Exchange durchlaufen haben, welche nicht detektiert werden kénnen.

Fir diesen Test wurde als Kontrolle eine optische Dichte (OD) Cut-Off-Kontrolle
verwendet. Der Cut-Off betrug 10 Arbitrary Unit/ml (AU/ml). Alle Proben, deren mittlere
OD hoher war als die der Cut-Off-Kontrolle, waren demnach positiv.

Es wurde jeweils keine Kreuzreaktivitat zu ADA gegen Infliximab/Adalimumab gefunden.

Die Testdurchfuhrung war fur Adalimumab und Infliximab identisch.

ELISA zum Nachweis von totalen ADA gegen
Adalimumab bzw. Infliximab im Serum

Adalimumab POD-
bzw. markierter biotinylierter

ADA Infliximab Antikérper Antikérper [l TMB-Substrat

\F;rbumschleg

Streptavidin-
beschichtete
Mikrotiterplatte

Abbildung 5: ELISA-Prinzip zum Nachweis von totalen ADA gegen Adalimumab bzw. Infliximab.

Die einzelnen Schritte A-E werden im Text erklart. Abkirzungen: ADA: Anti-Drug-Antikdrper, POD: Peroxidase, TMB:
3,3',5,5"-Tetramethylbenzidin.
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Berechnung der Titerh6éhe der Patient*innenprobe: Beispiel (fur Infliximab und
Adalimumab)

Mittlere OD Patient*innenprobe 0,735

Mittlere OD Cut-Off-Kontrolle 0,085= 10 AU/ml

Konzentration Patient*innenprobe (0,735 x 10 AU/ml) / 0,085 = 86,47 AU/ml

Zur Klassifizierung der Titerh6he wurde sich an der Einteilung von Ramos et al. 2016
orientiert. Es wurden die Einteilungen <20 AU/ml, 20-40 AU/ml und >80 AU/ml verwendet.
Der von Ramos et al. 2016 nicht berlcksichtigte Bereich zwischen 40-80 AU/ml wurde in
unserer Arbeit den mittleren Titern zugeordnet 11°. Das Autor*innenteam verwendete das
gleiche Assay (IDKmonitor: Infliximab total ADA ELISA (zur in-vitro Bestimmung der
gesamten humanen Antikdrper gegen Infliximab (z.B. Remicade)) in EDTA Plasma und

Serum®* 199),

Niedriger Titer: <20 AU/ml
Mittlerer Titer: 20-80 AU/ml
Hoher Titer: >80 AU/mI

6.3.4 Assay zum Nachweis von freien Anti-Drug-Antikdrpern gegen Infliximab und

Adalimumab

Es wurden die Assays ,IDKmonitor: Infliximab free ADA ELISA (zur in-vitro Bestimmung
der freien humanen Antikérper gegen Infliximab (z.B. Remicade)) in EDTA Plasma und
Serum®*“ ' sowie ,IDKmonitor: Adalimumab free ADA ELISA (zur in-vitro Bestimmung
der freien humanen Antikdrper gegen Adalimumab (z.B. Humira)) in EDTA Plasma und
Serum®“des Herstellers Immundiagnostik AG (Bensheim, Deutschland) verwendet. Das
ELISA-Prinzip ist schematisch in Abbildung 6 dargestellt. Die einzelnen Schritte werden

im Text beschrieben.

Fur die Ermittlung der fADA gegen Infliximab wurden die lyophilisierten Kontrollen
(Negativkontrolle, Positivkontrolle, Cut-Off-Kontrolle) in der Vorbereitung mit 300 pnl
Reinstwasser rekonstituiert und nach vorsichtigem Mischen 10 Minuten ruhen gelassen.

Unmittelbar vor Gebrauch wurde das Konjugatkonzentrat 1:100 in Waschpuffer verdinnt.
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Fur die Testdurchfiuhrung wurden 50 ul Probe mit 250ul Probenpuffer sowie 50 pul
Assaypuffer verdiinnt und insgesamt 30min inkubiert. Anschlieend wurden 100 pl
Probe, Negativkontrolle, Positivkontrolle und Cut-Off Kontrolle in die Vertiefung pipettiert
und 16-20 h bei 2-8°C unter Schiitteln inkubiert. Die fADA aus der Probe binden in diesem
Assay an das auf der Platte fixierte Infliximab-Fab-Fragment (Schritte A und B). Es folgten
5 aufeinanderfolgende Waschschritte mit je 250 ul Waschpuffer. Es folgte die Detektion
durch Hinzugabe eines POD-markierten Antikérpers (Schritt C). Nach einstindiger
Inkubationszeit und erneuten 5-maligen Waschschritten wurden je 100 ul TMB-Substrat
hinzugegeben, das durch die Peroxidase aktiviert, zu einem blauen Farbstoff umgesetzt
wurde (Schritt D). Durch Zugabe verdiinnter Schwefelsaure wurde die Reaktion gestoppt
und es erfolgte ein gelber Farbumschlag (Schritt E). Die Extinktion wurde bei 450 nm
gegen 620 nm gemessen. Die Intensitat der Farbe ist dem Gehalt der fADA gegen
Infliximab direkt proportional. Auch in diesem Kit wurde eine Cut-Off Kontrolle von 10
AU/ml verwendet. Die Berechnung der Titerhdhe von fADA erfolgte analog zur
Berechnung der TiterhGhe bei tADA (Absatz 6.3.3.).

ELISA zum Nachweis von freien ADA gegen
Adalimumab bzw. Infliximab im Serum

Adalimumab/ Adalimumab . ADA Im POD
II Infliximab bzw. freier Komplex makierter [l TMB-
F-(ab)-Fragment Infliximab ADA gebunden Antikérper Substrat
‘ Farbumschlag

L LK

Abbildung 6: ELISA-Prinzip zum Nachweis von freien ADA gegen Adalimumab/Infliximab.

Die einzelnen Schritte A-E werden im Text erklart. Abkirzungen: F-(ab): fragment antigen binding, ADA: Anti-Drug-
Antikérper, POD: Peroxidase, TMB: 3,3',5,5"-Tetramethylbenzidin.

Die Adalimumabproben wurden 1:10 mit Probenpuffer verdinnt. Es erfolgte zur
Vorbereitung keine Zugabe von Assaypuffer. Die danach folgenden Schritte wurden

analog zur Infliximab-Anleitung durchgefuhrt.
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Der Hersteller schliel3t eine Kreuzreaktion von Rheumafaktoren oder irreguléaren

Antikorpern aus.

6.3.5 Therapeutischer Bereich

Es gab zum Zeitpunkt der Analyse noch keine eindeutigen Empfehlungen zum
therapeutischen Bereich der verwendeten Therapieantikorper. Autor*innen 112113
konnten festlegen, dass eine Adalimumabkonzentration <5 ug/ml als subtherapeutisch
gilt und bei diesen Konzentrationen eine optimale Wirkung des Medikamentes nicht mehr
garantiert werden kann. Obergrenzen des therapeutischen Bereichs werden mit >8 ug/ml
angebenden, jedoch bestand kein Konsens, ob dieser festgelegt werden muss 112113

Laut Studienlage galt die Infliximabkonzentration <3 pg/ml als subtherapeutisch. Eine
Obergrenze wurde mit 7 ug/ml angegeben 114, Der Hersteller Sanquin gab die gleichen
Angaben zum therapeutischen Bereich an, wie sie die Studienlage beschreibt. Die

vorliegende Arbeit orientierte sich ebenfalls an diesen Werten.

6.4 Statistische Auswertung

Fur die statistische Analyse wurde das Patient*innenenkollektiv aus 47 Patient*innen
(145 Proben) in eine Adalimumab (N= 17 Patient*innen £ 66 Proben) und eine Infliximab
Gruppe (N= 30 Patient*innen 2 79 Proben) unterteilt. Aufgrund der kleinen Studiengréf3e
und der dadurch fehlenden Varianzhomogenitat innerhalb der Gruppe wurde eine
Normalverteilung ausgeschlossen und die Verwendung nicht-parametrischer Tests
begrundet. Alle Parameter einer Kohorte wurden quantitativ und qualitativ miteinander
verglichen. Die deskriptive Statistik bestand aus Angaben von Median (25.und 75.
Perzentile), Minimum und Maximum, sowie den absoluten und relativen Haufigkeiten.
Die Korrelationsanalysen (mit dem Korrelationskoeffizienten r) nicht-normalverteilter
Parameter wurden nach Spearman durchgefuihrt. Zur Analyse von Lageunterschieden in
zwei Gruppen wurde bei unabhangigen Stichproben der Mann-Whitney-U-Test
verwendet. Zur Analyse von Zusammenhangen von zwei kategorialen Variablen diente
bei unabhangigen Stichproben der Chi-Quadrat-Test (x?).

Das Signifikanzniveau wurde bei einem Signifikanzwert (p-Wert) < 0,05 angenommen.

Das Konfidenzintervall betrug 95%.
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Die statistische Auswertung der vorhandenen Daten erfolgte mit der Statistiksoftware IBM
SPSS (Version 24.0). Grafiken, die nicht in SPSS zu erstellen waren, wurden mit

Microsoft Excel (Version 16.15) erstellt.
Fur diese Arbeit erfolgte eine statistische Beratung flir Promovierende durch Dr. rer. nat.

Sophie Piper, Institut fur Biometrie und Kklinische Epidemiologie, Charité-

Universitatsmedizin Berlin.
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7 Ergebnisse

Bei allen Patienttinnen wurden die Serumkonzentrationen der jeweiligen
Therapieantikdrper sowie die tADA und fADA im Verlauf erhoben. Diese Werte wurden
sowohl innerhalb als auch zwischen den zwei Medikamentengruppen verglichen.
AulRerdem wurde untersucht, inwieweit sich die oben aufgefiihrten Parameter zwischen
den einzelnen Krankheitsbildern in ihrer Pravalenz unterschieden und wie diese die
klinische Krankheitsaktivitat beeinflussten. Fir die Serumspiegel der Therapieantikdrper
wurden bis auf in Abschnitt 7.4 die Ergebnisse des Herstellers ,Immundiagnostik AG*

verwendet.

7.1 Studiencharakteristika

Die Studiencharakteristik ist in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: Studiencharakteristika

Studiencharakteristika

Adalimumab

Infliximab

N

17

30

Alter (Median, q25-q7s)

54,6 (48-64,5)

55,5 (47,5,-59)

Geschlecht

mannlich 5 (29,4%) 21 (70,0%)
weiblich 12 (70,6%) 9 (30,0%)
Diagnose

RA 10 (58,9%)

PsA 3 (17,6%) 6 (20,0%)
AS 4 (23,5%) 24 (80,0%)
cDMARD-Begleittherapie

ja 9 (52,9%) 11 (36,7%)
nein 8 (47,1%) 19 (63,3%)

7.2 Deskriptive Statistik

Von jeder Patientin/ jedem Patienten lagen mindestens 2, maximal 6 Proben vor.
Deskriptiv werden alle erhobene Ergebnisse prasentiert, zur besseren Ubersichtlichkeit
konzentriert sich die statistische Analyse (Absatz 7.3) jedoch nur auf die ZP 1 und 2, da
die Fallzahlen der darauffolgenden ZP sehr gering waren und die Datenprasentation
unubersichtlich erschienen lassen. Die Proben der zum 1. ZP noch nicht mit Infliximab

behandelten Patient*innen (N= 7) wurden flr ausschliefZlich Infliximabkonzentrationen
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betreffende Analysen ausgeschlossen, so dass sich die Anzahl der Proben zum 1. ZP

auf N= 23 reduzierte. Ausnahmen wurden gekennzeichnet.

7.2.1 Adalimumab

Die in der Adalimumabkohorte erhobenen Ergebnisse sind in Tabelle 6 aufgeflhrt. Bei 7
Patient*innen (41,2%) lag die Adalimumabkonzentration zu = 1 ZP im subtherapeutischen

Bereich, davon bei 3 Patient*innen (42,9%) sogar unterhalb der Nachweisgrenze.

Die OD der Cut-Off Kontrolle fur tADA wurde bei 0,05 erhoben. Proben die eine hdhere
mittlere OD als 0,05 hatten galten als tADA positiv. Die OD der Cut-Off Kontrolle fir fADA
wurde bei 0,026 erhoben. Proben, die eine héhere mittlere OD als 0,026 hatten galten
als fADA positiv. Bei 7 Patient*innen (41,2%) wurden tADA gemessen, die alle zu =21 ZP
auftraten. 2 dieser Patient*innen (28,6%) hatten zusétzlich zu den tADA auch positive
fADA, von denen eine/r nur zu 1 ZP positiv war. Bei allen Patient*innen, bei denen fADA
auftraten (N=2 (11,8%)), fanden sich in derselben Serumprobe auch tADA. Bei 10
Patient*innen (59%) traten nie tADA auf. Bei 1 Patient (5,9%) wurden kontinuierlich tADA

gemessen.
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Tabelle 6: Deskriptive Statistik der Patient*innen unter Adalimumab

Subtherapeutische Adalimumab Konzentrationen: <5 ng/ml. Fir die deskriptive Statistik der tADA und fADA wurden
ausschlief3lich die positiven Patient*innen bertcksichtigt.

Adalimumab 1.ZP 2.ZP 3.ZP 4. 7P 5.7P 6. ZP

Anzahl (N) 17 17 12 9 6 5

Druglevel (in

ug/mi)

Median 7,32 7,00 9,70 8,44 3,75 8,96
Minimum 0,00 0,00 0,00 2,69 2,86 3,13
Maximum 14,34 13,57 13,53 12,32 13,21 11,18
25. Perzentile 5,35 1,85 5,68 5,76 2,86 4,45
75. Perzentile 10,97 11,13 10,94 10,59 10,58 10,09
Therap. Konz. 13 (76,5%) | 10 (58,8%) | 10 (83,3%) | 7 (77,8%) | 2(33,3%) | 4 (80,0%)

Subtherap. Konz. | 4(23,5%) | 7(41,2%) | 2(16,7%) | 2(22,2%) | 4(66,7%) | 1 (20,0%)

totale Antikorper

(in AU/ml)

Median 46,86 111,57 31,86 16,86 13,63

Minimum 44,12 13,73 19,02 12,94

Maximum 56,27 655,10 44,71 14,31

25. Perzentile 44,12 30,49 19,02 12,94

75. Perzentile 416,13

tADA positiv 3 (17,6%) 6 (35,3%) 2 (16,7%) 1(11,1%) 2 (33,3%) 0
tADA negativ 14 (82,4%) | 11 (64,7%) | 10 (83,3%) | 8 (88,9%) 4 (66,7%) 5 (100%)
freie  Antikdrper

(in AU/ml)

Median 356,73 80,77

Minimum 25,77

Maximum 687,69

25. Perzentile 25,77

75. Perzentile

fADA positiv 0 2 (11,8%) 1 (8,3%) 0 0 0
fADA negativ 17 (100%) | 15 (88,2%) | 11 (91,7%) 9 (100%) 6 (100%) 5 (100%)

Von den tADA-positiven Patient*innen hatten 6/7 (85,7%) zu 21 ZP subtherapeutische
Adalimumabkonzentrationen. Bei 3/7 (42,8%) lagen die Adalimumabkonzentrationen
unterhalb der Nachweisgrenze. AuRerdem konnte bei allen Patient*innen, bei denen die
Adalimumabkonzentration unterhalb der Nachweisgrenze lag, tADA und bei 2 (66,7%)
Patient*innen ebenfalls fADA nachgewiesen werden.

Eine graphische Ubersicht tiber den zeitlichen Verlauf der Adalimumabspiegel bieten
Abbildung 7 und Abbildung 8.
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Adalimumabkonzentrationen bei Patient*innen
ohne positive tADA
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Abbildung 7: Adalimumabkonzentrationen in ug/ml bei N=10 Patient*innen ohne tADA (min. 2, max. 6 ZP)

Jede Linie entspricht einem/einer Patient/in. Der Ubergang zwischen therapeutischem und subtherapeutischem
Bereich bei 5 pg/ml ist gekennzeichnet.

Adalimumabkonzentrationen bei Patient*innen mit

positiven tADA
<5 pg/mi

15.0 subtherap.
Bereich

Adalimumabkonzentration in

1.ZzP 2.ZP 3.ZP 4.ZP 5.ZP 6.ZP

Messzeitpunkte

Abbildung 8: Adalimumabkonzentrationen in ug/ml bei N=7 Patient*innen mit tADA (min. 2, max. 6 ZP)

Jede Linie entspricht einem/einer Patient/in. Der Ubergang zwischen therapeutischem und subtherapeutischem
Bereich bei 5 pg/ml ist gekennzeichnet.

Krankheitsaktivitat unter Adalimumab

Die Krankheitsaktivitat der RA und PsA Patient*tinnen wurde uber den DAS-28 ermittelt,
bei denen eine Krankheitsaktivitat in Remission Gberwog. Die Krankheitsaktivitat der AS
Patient*innen wurde mittels BASDAI ermittelt. Zu allen ZP lag mehrheitlich eine
Krankheitsaktivitat in Remission vor. Zu 4 Proben fehlten Parameter. Einen exakten
Uberblick iber die Krankheitsaktivitat gibt Tabelle 7.
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Tabelle 7: Krankheitsaktivitat unter Adalimumab tber die Messzeitpunkte gemessen am BASDAI und DAS-28

1. ZP 2.ZP 3.ZP 4. 7P 5. 7P 6.ZP
RA und PsA mit
erhobenem DAS-28-
Wert
Anzahl (N) 12 13 8 6 4 3
Median 2,53 3,17 2,05 1,97 2,32 1,23
Minimum 1,50 0,68 1,51 1,25 0 0,16
Maximum 4,80 4,05 3,78 3,33 2,81 2,22
25. Perzentile 1,80 1,97 1,63 1,62 0,58 0,16
75. Perzentile 3,48 3,94 2,80 2,60 2,69
Krankheitsaktivitat
DAS-28
Remission (<2,6) 6 (50,0%) | 6 (46,2%) | 6 (75,0%) | 5(83,3%) | 3(75,0%) 3 (100%)
gering (>2,6-3,2) 2 (16,7%) | 7 (53,8%) 1(12,5%) | 1(16,7%) | 1 (25,0%)
moderate (3,2-5,1) 4 (33,3%) 1(12,5%)
hoch (>5,1)
AS mit erhobenem
BASDAI-Wert
Anzahl (N) 4 4 3 3 2
Median 1,75 2,10 0,80 0,80 0,55
Minimum 0,40 0,80 0,6 0,80 0,50
Maximum 8,65 8,84 7,00 5,50 0,60
25. Perzentile 0,50 0,98 0,60 0,80 0.55
75. Perzentile 7,16 7,31
Krankheitsaktivitat
BASDAI
Remission (<4) 3(75,0%) | 3(75,0%) | 2(66,7%) | 2 (66,7%) 2 (100%)
Aktiv (>4) 1(25,0%) | 1(25,0%) | 1(33,3%) | 1(33,3%)
7.2.2 Infliximab

Die in der Infliximabkohorte erhobenen Ergebnisse sind in Tabelle 8 festgehalten.

Bei 20 Patient*innen (66,7%) lag die Infliximabkonzentration zu = 1 ZP unterhalb des
therapeutischen Bereichs, von denen bei 7 Patient*innen (35,0%) zu = 1 ZP Spiegel
unterhalb der Nachweisgrenze gemessen wurden. Bei 2 Patient*innen (6,7%) kam es zu
einem Overflow (Messwerte oberhalb des quantifizierbaren Bereiches).

Die OD der Cut-Off Kontrolle fur tADA wurde bei 0,058 gemessen. Proben, die eine
hohere mittlere OD als 0,059 hatten galten als tADA positiv. Die OD der Cut-Off Kontrolle
fir fADA betrug 0,033. Proben, die eine hohere mittlere OD als 0,033 hatten galten als

fADA positiv. Bei 19 Patient*innen (63,3%) traten mindestens einmal wahrend des
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Messzeitraums tADA auf. Bei 10 (33,3%) Patient*innen wurde kontinuierlich tADA
gemessen. 11 (36,7%) Patient*innen waren Uber den gesamten Messzeitraum tADA
negativ. Im Serum von 3 (10,0%) Patient*innen traten Uber den gesamten Zeitraum
positive fADA auf, bei 13 (43,3%) wurden zu 21 ZP positive fADA gemessen. Bei allen
Patient*innen, bei denen fADA auftraten, fanden sich in derselben Serumprobe auch
tADA.

Tabelle 8: Deskriptive Statistik der Patient*innen unter Infliximab

Subtherapeutische Infliximab Konzentrationen: <3 pg/ml. Fur die deskriptive Statistik der tADA und fADA wurden
ausschlief3lich die positiven Patient*innen beriicksichtigt; (*ohne N= 7 unbehandelte Patient*innen)

Infliximab 1.zP 2.ZP 3.ZP
Anzahl (N) 30 30 18
Druglevel (in ug/ml) N=23*

Median 0,83 3,94 4,93
Minimum 0,00 0,00 0,83
Maximum 27,45 30,00 30,00
25. Perzentile 0,00 1,14 1,28
75. Perzentile 10,10 9,33 9,71
Therap. Konz. 6 (26,0%) 17 (56,7%) 11 (61,1%)
Subtherap. Konz. 17 (74,0%) 13 (43,3%) 7 (38,9%)
totale Antikérper in AU/ml

Median 25,95 18,53 18,10
Minimum 10,17 10,17 2,07
Maximum 517,24 517,24 112,59
25. Perzentile 11,90 11,72 10,86
75. Perzentile 37,03 62,16 32,76
tADA positiv 16 (53,3%) 16 (53,3%) 7 (38,9%)
tADA negativ 14 (46,7%) 14 (46,7%) 11 (61,1%)
freie Antikérper in AU/ml

Median 17,27 17,27 15,76
Minimum 6,06 3,94 14,55
Maximum 503,03 471,21 31,53
25. Perzentile 14,39 10,61 14,55
75. Perzentile 34,09 35,15

fADA positiv 13 (43,3%) 7 (23,3%) 3 (16,7%)
fADA negativ 17 (56,7%) 23 (76,7%) 15 (83,3%)

Von den 19 positiv gemessenen tADA Patient*innen hatte nur 1 Patient*in kontinuierlich
therapeutische Infliximabspiegel, 94,7% von denen waren demnach zu mindestens

einem ZP subtherapeutisch eingestellt. 8 dieser Patient*innen (42,1%) hatten Uber den
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gesamten Messzeitraum subtherapeutische Infliximabspiegel. Hierbei wurden die 7
Patient*innen, die zuvor nicht mit Infliximab behandelt wurden, eingeschlossen. Eine
graphische Darstellung zeigen
Abbildung 9 und Abbildung 10.
Bei den Patient*innen, deren Infliximabkonzentration zu = 1 ZP unterhalb der
Nachweisgrenze lag, konnten bei 4/7 (57,0%) tADA und bei 4/7 (57,0%) ebenfalls fADA

nachgewiesen werden.

Infliximabkonzentrationen bei Patient*innen ohne

£ positive tADA
c
8
j 25.0 < 3ug/ml
o E 20.0 subtherap.
o \
= S 150 Bereich
=
37 100
g :
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1. ZP 2. ZP 3. ZP

Messzeitpunkte

Abbildung 9: Infliximabkonzentrationen in pg/ml im Verlauf bei N=11 Patient*innen ohne tADA (min. 2, max. 3
ZP)

Jede Linie entspricht einem/einer Patient/in. Der Ubergang zwischen therapeutischem und subtherapeutischem
Bereich bei 3 pg/ml ist gekennzeichnet.
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Abbildung 10: Infliximabkonzentrationen in ug/ml im Verlauf bei N=19 Patient*innen mit tADA (min. 2, max. 3
ZP)

Jede Linie entspricht einem/einer Patient/in. Der Ubergang zwischen therapeutischem und subtherapeutischem
Bereich bei 3 pg/ml ist gekennzeichnet.
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Krankheitsaktivitat unter Infliximab

Die Krankheitsaktivitat der PsA Patient*innen wurde Uber den DAS-28 ermittelt. In dieser
Gruppe Uberwog der Anteil der Patient*innen, deren Krankheitsaktivitat in Remission war.
Die Krankheitsaktivitat der AS Patient*innen wurde mittels BASDAI ermittelt. Zu allen ZP
Uberwog ebenfalls der Teil der Patient*innen, deren Krankheitsaktivitdt in Remission lag.
Zu 6 Proben fehlten Parameter. Einen exakten Uberblick tiber die Krankheitsaktivitat gibt
Tabelle 9.

Tabelle 9: Krankheitsaktivitat unter Infliximab tber die Messzeitpunkte gemessen am BASDAI und DAS-28

1.zP 2.ZP 3.ZP
PsA mit erhobenem DAS-28-Wert
Anzahl 5 5 3
Median 21 2,55 2,06
25. Perzentile 0.95 1,97 1,99
75. Perzentile 3,25 3,15 -
Minimum 0,01 1,75 1,99
Maximum 3,96 4,54 2,18
Krankheitsaktivitat DAS-28
Remission (<2,6) 4 (80,0%) 3 (60,0%) 3 (100%)
gering aktiv (>2,6-3,2) 0
moderat aktiv (3,2-5,1) 1 (20,0%) 2 (40,0%)
hoch (>5,1)
AS mit erhobenem BASDAI-Wert
Anzahl 23 23 14
Median 3,5 1,98 2,8
25. Perzentile 1,2 0,43 0,85
75. Perzentile 6,4 3,80 4,84
Minimum 0 0 0
Maximum 7,65 6,43 7,0
Krankheitsaktivitat BASDAI
Remission (<4) 14 (60,9%) 20 (87,6%) 9 (64,3%)
Aktiv (>4) 9 (39,1%) 3 (13,0%) 5 (35,7%)
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7.3 Statistische Analyse

7.3.1 Auswirkung von totalen Anti-Drug-Antikorpern auf die korrespondierenden

Serumspiegel

Zur Bestéatigung unserer Grundannahme wurde eine Korrelation mit Hilfe des
Korrelationskoeffizienten (r) nach Spearman zwischen Medikamentenkonzentrationen
und Antikorpertiter durchgefiihrt. Dabei wurden insbesondere die Unterschiede zwischen

der Einwirkung von tADA und fADA auf den Medikamentenspiegel untersucht.

Adalimumab:

Es konnte ein schwacher bis mittelstarker Zusammenhang zwischen der
Adalimumabkonzentration und dem tADA-Titer hergestellt werden, der sich zum 2. ZP
als signifikant herausstellte (1. ZP r=-0,345; p= 0,174; 2. ZP r=-0,66; p= 0,004). (siehe
Abbildung 11). Wie in Abbildung 12 dargestellt, wurden mittels Mann-Whitney-U-Test in
der Gruppe mit positiven tADA niedrigere Adalimumabkonzentrationen als in der Gruppe
ohne tADA gemessen (1. ZP 4,5 ug/ml versus (vs.) 9,1 ug/ml; 2. ZP 1,0 pug/ml vs.10,4
ug/ml). Diese Unterschiede zeigten eine statische Signifikanz (1. ZP p= 0,038; 2. ZP p=

0,001).

r=-0,66; p= 0,004
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£ 120 m = =
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£ 10007 ot t o
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N = N =
SE 800 ° SE 7504 o
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Abbildung 11: Korrelation von Adalimumabkonzentration (ug/ml) mit tADA-Titer (AU/ml) zum 1. und 2. ZP (N=
17)
tADA-positive Proben sind durch einen Kreis markiert, tADA-negative durch ein Quadrat; Korrelation nach Spearman
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Abbildung 12: Unterschiede der Adalimumabkonzentrationen (pg/ml) bei Patient*innen mit und ohne tADA

Positiv (hellgrau/gemustert), Negativ (dunkelgrau) 1. ZP: positiv/inegativ N= 3/14, 2. ZP positiv/negativ N= 6/11. Der
Ubergang zwischen therapeutischem und subtherapeutischem Bereich bei 5 pg/ml ist gekennzeichnet.; Mann-
Whitney-U-Test

Infliximab:

Es konnte ein schwacher Zusammenhang zwischen der Infliximabkonzentration und dem

tADA-Titer hergestellt werden, der sich nicht als signifikant herausstellte (1. ZP (N=23)
r=-0,31 p=0,15; 2. ZP (N=30) r=-0,31 p=0,1) (siehe Abbildung 13).
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Abbildung 13: Korrelation der Infliximabkonzentration(ug/ml) mit tADA-Titer (AU/mI) zum 1. (N=23) und 2.

(N=30) ZP

tADA-positive Proben sind durch einen Kreis markiert, tADA-negative durch ein Quadrat; Korrelation nach Spearman
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Abbildung 14: Unterschiede der Infliximabkonzentrationen (pg/ml) bei Patient*innen mit und ohne tADA

Positiv (hellgrau/gemustert), Negativ (dunkelgrau) 1. ZP (N=23): positiv/negativ N=10/13, 2. ZP (N=30) positiv/negativ
N= 16/14. Der Ubergang zwischen therapeutischem und subtherapeutischem Bereich bei 3 ug/ml ist gekennzeichnet.
Ausrei3er sind in Form eines Punktes dargestellt; Mann-Whitney-U-Test

Die Mediane der Gruppen mit positiven und negativen tADA fur die
Infliximabkonzentration betrugen zum 1. ZP (N=23) 0,8 pg/ml vs. 1,3 pg/ml und zum 2.
ZP (N=30) 2,9 ug/ml vs. 7,9 ug/ml. Sie unterschieden sich im Mann-Whitney-U-Test nicht
signifikant voneinander (1. ZP p=0,186; 2. ZP p= 0,17) (siehe Abbildung 14). Von den 7
Patient*innen, die zum 1. ZP noch nicht wieder mit Infliximab behandelt wurden, konnte
bei 1 Person trotzdem ein messbarer Infliximabspiegel festgestellt werden. N=6
Patient*innen (85,7%) hatten zum 1. ZP positive tADA und 5 (71,4%) davon auch positive
fADA.

7.3.2 Auswirkung von freien Anti-Drug-Antikérpern auf die korrespondierenden

Serumspiegel

Analog zum Vorgehen bei tADA wurde fiir fADA ebenfalls eine Korrelation nach
Spearman vorgenommen und eine Analyse der Medikamentenspiegel in den
Untergruppen positive/negative fADA durchgefuhrt. Im Detail wurden folgende

Ergebnisse erzielt:
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Adalimumab

Eine Korrelation wurde aufgrund der geringen Fallzahl nicht durchgefuhrt.

Bei Patient*innen unter Adalimumab Therapie lag der Adalimumab Median der Gruppe
ohne fADA immer Uber der Gruppe mit positiven fADA. In die Gruppe mit fADA wurden
alle Patient*innen eingeschlossen, die zu mindestens einem ZP positive fADA zeigten
(N=2) (2. zP 7,3 pg/ml vs. 4,2 pg/ml; 2. ZP 8,0 ug/ml vs. 0 ug/ml). Die oben gezeigten
Unterschiede waren zum 2. ZP statistisch signifikant (1. ZP p=0,332; 2. ZP p= 0,025,
Mann-Whitney-U-Test) (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15: Unterschiede der Adalimumabkonzentrationen (ug/ml) bei Patient*innen mit und ohne fADA

Dargestellt sind die Unterschiede in den Adalimumabkonzentrationen in pg/ml zwischen Patient*innen ohne fADA
(dunkelgrau) (N= 15) und denen mit mindestens 1x positiven (hellgrau/gemustert) fADA im Messverlauf (N= 2) zum 1.
und 2. ZP ermittelt durch den Mann-Whitney-U-Test. Der Ubergang zwischen therapeutischem und
subtherapeutischem Bereich bei 5 pg/ml ist gekennzeichnet.

Infliximab

Es zeigte sich in der Korrelation nach Spearman ein moderater Zusammenhang
zwischen der Infliximabkonzentration und dem fADA-Titer, der zu beiden ZP statistisch
signifikant war (1. ZP (N=23) r=-0,43 p= 0,041, 2. ZP (N=30) r=-0,51 p= 0,004) (siehe
Abbildung 16).

Die Mediane der Gruppen mit positiven und negativen fADA fur die
Infliximabkonzentrationen betrugen zum 1. ZP (N=23) 0,51 pg/mlvs. 1,25 ug/mlund zum
2. ZP (N=30) 3,3 ug/mlvs. 6,7 ug/ml. Sie unterschieden sich nicht signifikant voneinander
(1. ZP p=0,88; 2. ZP p= 0,14, Mann-Whitney-U-Test) (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 16: Korrelation von Infliximabkonzentration (ug/ml) mit fADA-Titer (AU/ml) zum 1. (N=23) und 2.

(N=30) ZP

Ergebnisse auBerhalb der Skala sind in Rot dargestellt. fADA-positive Proben sind durch einen Kreis markiert, fADA
negative durch ein Quadrat.
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Abbildung 17: Unterschiede der Infliximabkonzentrationen (ug/ml) bei Patient*innen mit und ohne fADA

1. ZP (N=23): positiv/negativ N= 8/15, 2. ZP (N=30) positiv/negativ N= 7/23. Der Ubergang zwischen therapeutischem
und subtherapeutischem Bereich bei 3 pg/ml ist gekennzeichnet. Zum 2. ZP ist ein Ausreif3er in Form eines Punktes
dargestellt; Mann-Whitney-U-Test

7.3.3 Auswirkungen der Medikamentenspiegel auf die Krankheitsaktivitat

Um einen mdoglichen Zusammenhang zwischen Medikamentenkonzentration und

Krankheitsaktivitat herzustellen, wurde zur besseren Beurteilbarkeit zunéachst innerhalb

einer Medikamentengruppe zwischen DAS-28 und BASDAI unterschieden (siehe Tabelle
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10 und Tabelle 11). Da deskriptiv kein Zusammenhang zwischen Median und

Krankheitsaktivitat festgestellt werden konnte, wurde auf eine anschliel3ende Analyse

verzichtet.

Tabelle 10: Adalimumabkonzentrationen (Median in pug/ml mit q25-q75) der jeweiligen Krankheitsaktivitats-
kategorien gemessen anhand DAS-28 und BASDAI zum 1. und 2. ZP. Zu 1 Probe fehlen Daten

Adalimumabkonzentration
1.2ZP 2.ZP

Anzahl Median in O25-975 Anzahl Median in 025-q75

(N(%)) pg/ml (N(%)) pg/ml
DAS-28
Remission (<2,6) 6 (50,0%) 7,3 4,3-12,3 6 (46,2%) 35 1,3-6,5
gering aktiv (>2,6-3,2) 2 (16,7%) 3,4
moderat aktiv (3,2-5,1) 4 (33,3%) 6,8 1,7-10,6 | 7 (53,8%) 8,0 0-13,0
BASDAI
Remission (<4) 3 (75,0%) 9,8 7,3 3 (75,0%) 10,4 7,0
aktiv (>4) 1 (25,0%) 10,24 1 (25,0%) 10,98

Tabelle 11: Infliximabkonzentrationen (Median in pg/ml mit q25-q75) der jeweiligen Krankheitsaktivitats-
kategorien gemessen anhand DAS-28 und BASDAI zum 1.ZP *(N= 23) und 2. ZP. Zu 4 Proben fehlen Daten.

Infliximabkonzentration

1. Zp* 2.ZP
Anzahl (N Median in g25-075 Anzahl (N Median g25-075
(%)) pg/m| (%)) in pg/ml

DAS-28
Remission (<2,6) 4 (80,0%) 0,83 0,2-8,5 3 (60,0%) 8,7 1,3
gering aktiv (>2,6-3,2) 1 (20.0%) 10,1 2 (40,0%) 8,2 6,0
moderat aktiv (3,2-5,1)
BASDAI
Remission (<4) 11 (68,7%) 0,83 0-1,2 20 (87,0%) 3,5 1,1-8,3
aktiv (>4) 5 (31,3%) 10,1 0-19,9 3 (13,0%) 10,23 0
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7.3.4 Einfluss von totalen wund freien Anti-Drug-Antikérpern auf die

Krankheitsaktivitat

Adalimumab - totale Antikdrper:

In der untersuchten Kohorte fand sich kein Zusammenhang zwischen dem
Vorhandensein von tADA und der Krankheitsaktivitdit gemessen am DAS-28. Von den
Patient*innen deren Krankheitsaktivitat sich in Remission (<2,6) befand hatten zum 1. ZP
4 (66,7%) negative und 2 (33,3%) positive tADA. Zum 2.ZP waren 2 (33,3%) negativ und
4 (66,7%) positiv. Gering aktive Erkrankungen wurden ausschlief3lich zum 1. ZP bei zwei
Patient*innen gemessen, die beide tADA negativ waren. In der Gruppe der moderaten
Krankheitsaktivitdt hatten zum 1. ZP 3 Patient*innen (75,0%) negative tADA und 1
Patient*in positive tADA (25,0%). Zum 2. ZP waren 5 Patient*innen tADA negativ (71,4%)
und 2 (28,6%) tADA positiv.

Unter getrennter Betrachtung der tADA-positiven und negativen Patient*innen zeigte sich
kein Zusammenhang zwischen der H6he des tADA-Titers und der Krankheitsaktivitat. Es
wurden aufgrund der Fallzahl nur Proben der Patient*innen ausgewertet, deren
Krankheitsaktivitdt anhand des DAS-28 erhoben wurde.

Adalimumab - freie Antikdrper:

Zum 1. ZP wurde bei keiner Person fADA nachgewiesen. Zum 2. ZP war die
Krankheitsaktivitdt der beiden fADA-positiven Patient*innen moderat. Es wurden
aufgrund der Fallzahl nur Proben der Patient*innen ausgewertet, deren
Krankheitsaktivitat anhand des DAS-28 erhoben wurde

Infliximab - totale Antikorper:

In der vorliegenden Kohorte liel3 sich zwischen dem Auftreten von positiven tADA und
der Krankheitsaktivitit gemessen am BASDAI kein eindeutiger Zusammenhang
entnehmen. Von den Patient*innen deren Krankheitsaktivitdt sich in Remission (<4)
befand hatten zum 1. ZP 5 (35,7%) negative und 9 (64,3%) positive tADA. Zum 2.ZP
waren 9 (45,0%) negativ und 11 (55,0%) positiv. Bei den aktiven Erkrankungen hatten
zum 1. ZP 4 (44,4%) negative und 5 (55,6%) positive tADA, zum 2.ZP war 1 (33,3%)

Patient*innen tADA negativ und 2 (66,7%) positiv. Zum 1. ZP wurde haufiger eine aktive
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Krankheitsaktivitat gemessen als zum 2. ZP. Aktive Patient*innen hatten deskriptiv

haufiger positive ADA.

Bei gesonderter Betrachtung der Patient*innen mit positiven und negativen tADA und
anschlieBender Unterscheidung in aktive Erkrankung und Remission (BASDAI), zeigte
sich deskriptiv, dass die Gruppe mit erhohter Krankheitsaktivitdt haufiger mittlere oder
hohe tADA-Titer aufwies. Dieser Zusammenhang zeigte sich vor allem zum 2. ZP (siehe
Abbildung 18). Die DAS- 28 Gruppe war aufgrund der niedrigen Fallzahl (N= 3) nicht

ausreichend zu beurteilen.
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Abbildung 18: Krankheitsaktivitat gemessen am BASDAI in Abhangigkeit des tADA-Titers bei Infliximab
niedrig= <20 AU/mI, mittel= 20-80 AU/ml, hoch= > 80 AU/ml bei N= 23 Patient*innen

Infliximab - freie Antikorper:

Es konnte kein eindeutiger Zusammenhang zwischen dem Auftreten von fADA und der
Krankheitsaktivitat gemessen am BASDAI ermittelt werden. Von den Patient*innen deren
Krankheitsaktivitat sich in Remission (<4) befand hatten zum 1. ZP 6 (42,9%) negative
und 8 (57,1%) positive fADA. Zum 2.ZP waren 15 (75,0%) negativ und 5 (25,0%) positiv.
Bei den aktiven Erkrankungen hatten zum 1. ZP 5 (55,6%) negative und 4 (44,4%)
positive fADA, zum 2.ZP waren 2 (66,7%) Patient*innen fADA negativ und 1 (33,3%)
positiv. Die DAS- 28 Gruppe war aufgrund der niedrigen Fallzahl (N= 3) nicht ausreichend
zu beurteilen
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7.3.5 Pravalenz bei den unterschiedlichen

Krankheitsbildern

von Anti-Drug-Antikdrpern

Im Folgenden wurden die Adalimumab- und Infliximabkohorte in die Untergruppen der
verschiedenen Diagnosen unterteilt. Unter Adalimumab traten generell weniger ADA auf
als unter Infliximab. Da sich die Fallzahlen zwischen den einzelnen Krankheitsbildern
stark unterscheiden, konnte nur eine deskriptive Beurteilung vorgenommen werden.
Auffallig war, dass in beiden Medikamentengruppen PsA Patient*innen ADA entwickelten
und die Préavalenz der ADA bei AS Patient*innen unter Infliximab zeitweise Giber 50% war.
Diese Beobachtungen waren alle statistisch in der vorliegenden Kohorte nicht signifikant
(p>0,05, Chi-Quadrat-Test) (siehe Tabelle 12 und Tabelle 13).

Tabelle 12: tADA/fADA - Pravalenz der Krankheitsbilder bei Patient*innen unter Adalimumab

Adalimumab
1. ZP 2.7P
Anzahl (N) tADA positiv fADA positiv tADA positiv. fADA positiv
RA 10 2 (20,0%) 0 4 (40,0%) 1 (10,0%)
PsA 1 (33,0%) 2 (66,7%) 1 (33,3%)
AS 4 0 0 0 0
Tabelle 13: tADA/fADA- Pravalenz der Krankheitsbilder bei Patient*innen unter Infliximab
Infliximab
1. ZP 2.ZP
Anzahl (N) tADA positiv fADA positiv tADA positiv  fADA positiv
PsA 6 2 (33,3%), 1 (16,7%) 3 (50,0%) 1 (16,7%)
AS 24 14 (58,3%) 12 (50,0%) 13 (54,2%) 6 (25%)

7.3.6 Vergleich der Pravalenz von Anti-Drug-Antikdrpern zwischen Adalimumab

und Infliximab

Totale Antikorper:

Beim Vergleich der tADA-Pravalenz zwischen der Adalimumab- und Infliximab-Kohorte
war die ADA-Pravalenz der Infliximabgruppe der gegentiber Adalimumab erhéht. Zum 1.
ZP betrug der Anteil der Patient*innen mit positiven tADA in der Adalimumab Gruppe

17,6% (N=3). In der Infliximab Gruppe waren es 53,3% (N=16). Dieser Unterschied war
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statistisch signifikant (x?>-p-Wert= 0,017). Zum 2. ZP blieb der oben gezeigte Trend
bestehen. Der Anteil mit positiven tADA machte in der Adalimumab Gruppe einen
geringeren Anteil aus als in der Infliximab Gruppe (35,3% (N=6) vs. 53,3% (N=16)).
Jedoch lieB sich keine statistische Signifikanz mehr feststellen (x2-p-Wert= 0,193) (siehe
Abbildung 19).
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Abbildung 19 Unterschiede in der tADA-Pravalenz bei Adalimumab (N=17) und Infliximab (N=30)
1. und 2. ZP (Chi-Quadrat-Test)
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Abbildung 20: Unterschiede in der fADA-Pravalenz bei Adalimumab (N=17) und Infliximab (N=30)
1. und 2. ZP (Chi-Quadrat-Test)

Freie Antikdrper:
Der oben beschriebene Unterschied in der Antikbrperformation unter Adalimumab und

Infliximab war hinsichtlich der fADA-Pravalenz noch starker ausgepragt.
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Zum 1. ZP war der Anteil der Patient*innen mit positiven fADA in der Adalimumab Gruppe
0%, in der Infliximab Gruppe waren es 43,3% (N=13). Dieser Unterschied war statistisch
signifikant (x2-p-Wert= 0,001). Zum 2. ZP blieb der oben gezeigte Trend bestehen. Der
Anteil mit positiven fADA machte in der Adalimumab Gruppe einen geringeren Anteil aus
als in der Infliximab Gruppe (11,8% (N=2) vs. 23,3% (N=7)). Jedoch lie3 sich keine
statistische Relevanz mehr feststellen (x?-p-Wert= 0,33) (siehe Abbildung 20).

Die fADA-positiven Proben wurden detaillierter auf die HOhe des tADA-Titers untersucht.
Der tADA-Spiegel wurden anhand der AU/ml in niedrige (<20), mittlere (20-80) und hohe
(>80) Spiegel eingeteilt. Wie in Abbildung 21 zu sehen ist, traten unter Adalimumab zum
2. ZP Patient*innen mit hohem tADA-Titer zu 66,7% auch fADA auf. Bei mittleren und
niedrigen Titern von tADA gegen Adalimumab wurden in dieser Analyse keine fADA
gemessen. Bei einem hohen Titer hatten 100% der Infliximabpatient*innen auch fADA,
bei einem niedrigen Titer nur 22,2%. Die meisten fADA-positiven Patient*innen unter
Infliximab hatten moderate bis hohe tADA Spiegel. In der niedrigen tADA Gruppe gegen
Infliximab hatten 22,2% auch fADA (siehe Abbildung 22).
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M negativ
80,0%— 80,0%
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Abbildung 21: fADA in Abhangigkeit des tADA-Titers bei Adalimumab
1. ZP N=0/3, 2. ZP N= 2/6 (niedrig= <20 AU/ml, mittel= 20-80 AU/mI, hoch=> 80 AU/ml)
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Abbildung 22: fADA in Abhangigkeit des tADA-Titers bei Infliximab
1. ZP N=16, 2. ZP N= 16 (niedrig= <20 AU/ml, mittel= 20-80 AU/ml, hoch= > 80 AU/ml)

7.3.7 Einfluss von einer Kombinationstherapie mit einem konventionellen DMARD

auf die totale und freie Anti-Drug-Antikdrper und Produktion

Bei beiden Medikamenten zeigte sich deskriptiv und analytisch mittels exaktem x2-Test
nach Fisher kein eindeutiger Zusammenhang zwischen dem Auftreten von tADA und
fADA und der Kombinationstherapie mit einem cDMARD (siehe Tabelle 14 und

Tabelle 15). Die Hohe des ADA-Titer Median wurde mittels Mann-Whitney-U-Test
zwischen Patient*innen mit und ohne cDMARD* untersucht. In der Infliximab Gruppe lag
der Median des ADA-Titers der Patient*innen mit cDMARD Therapie sowohl bei tADA als
auch bei fADA immer leicht Gber dem, der Patient*innen ohne cDMARD-Therapie. In der

Adalimumab Gruppe zeigte sich kein eindeutiger Zusammenhang.

Adalimumab: tADA 1. ZP 50,20 AU/ml vs. 46,86 AU/ml, p=1,0; 2. ZP 38,92 AU/ml vs.
258.92 AU/ml, p=0,355; fADA 1. ZP keine Félle, 2. ZP. 687,69 AU/ml vs. 25,77 AU/mI
p=0,317.

Infliximab: tADA 1. ZP 29,31 AU/ml vs. 20,34 AU/ml, p=0,263; 2. ZP 27,15 AU/ml vs.
18,53 AU/ml, p=0,480; fADA 1. ZP 17,87 AU/ml vs. 17,27 AU/ml, p=0,558; 2. ZP
35,15 AU/ml vs. 15,90 AU/mI p= 0,48. Es lag keine statistische Signifikanz vor.
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Tabelle 14: cDMARD-Therapie bei Patient*innen unter Adalimumab
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Dargestellt ist das Auftreten von tADA und fADA unter Adalimumab im Zusammenhang mit einer begleitenden
cDMARD Therapie zum 1. und 2. ZP bei N=17 Patient*innen. P-Wert 2-seitig

cDMARD-Therapie Adalimumab
ja nein exakter x2-p-
Wert
positiv negativ positiv negativ
tADA 1. ZP 2 (11,8%) 7 (41,2%) 1 (5,9%) 7 (41,2%) 1,0
tADA 2. ZP 4 (23,5%) 5 (29,4%) 2 (11,8%) 6 (35,3%) 0,6
fADA 1. ZP 8 (47,1%) 9 (52,9%)
fADA 2. ZP 1 (5,9%) 8 (47,1%) 1 (5,9%) 7 (41,2%) 1,0

Tabelle 15: cDMARD Therapie bei Patient*innen unter Infliximab

Dargestellt ist das Auftreten von tADA und fADA unter Infliximab im Zusammenhang mit einer begleitenden cDMARD
Therapie zum 1. und 2. ZP bei N=30 Patient*innen. P-Wert 2-seitig

cDMARD-Therapie Infliximab

ja nein exakter-x2-p-
Wert
positiv negativ positiv negativ
tADA 1. ZP 6 (20,0%) 5 (16,7%) 10 (33,3%) 9 (30,0%) 1,0
tADA 2. ZP 6 (20,0%) 5 (16,7%) 10 (33,3%) 9 (30,0%) 1,0
fADA 1. ZP 5 (16,7%) 6 (20,0%) 8 (26,7%) 11 (36,7%) 1,0
fADA 2. ZP 3 (10,0%) 8 (26,7%) 4 (13,3%) 15 (50,0%) 1,0

7.4 Vergleich der verschiedenen Assays zur Erhebung der Medikamenten-

konzentration

Es wurde untersucht, ob die verwendeten Assays zum Nachweis von Adalimumab und

Infliximab der Hersteller Sanquin (Amsterdam, Niederlande) und Immundiagnostik AG

(Bensheim, Deutschland) Abweichungen zwischen den erhobenen Werten aufwiesen. In

der Korrelationsanalyse nach Spearman wurde bei Adalimumab eine gute bis hohe

Ubereinstimmung, bei Infliximab zu beiden ZP eine sehr hohe Ubereinstimmung

zwischen den beiden Messreihen festgestellt. Einen detaillierten Uberblick iber die

erhobenen Unterschiede zwischen den beiden Herstellern bietet Tabelle 16.
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Tabelle 16: Interassay Varianz zwischen den Assays zur Erfassung Therapieantikdrperkonzentration

Hersteller Sanquin und Immundiagnostik. ID: Immundiagnostik, S: Sanquin, r: Korrelationskoeffizient nach Spearman,
p= P-Wert, * das Ergebnis war auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig). Die subtherapeutische Konzentration fur
Adalimumab betragt <5 (xg/ml und fur Infliximab <3 (wg/ml. Dartber liegende Konzentrationen werden als
therapeutisch angesehen.

Adalimumab Infliximab
ID S r p ID S r p

1.ZP 0,672* | 0,003 0,790 | 0,000*
Median (zg/ml) 7,3 4,3 0,54 1,12

Subtherap. Konz. (N) 4 12 23 24

Therap. Konz. (N) 13 5 7 6

2.ZP 0,909* | 0,000 0,960 | 0,000*
Median (pg/ml) 7,0 4,2 4,0 7,6

Subtherap. Konz. (N) 7 9 13 12

Therap. Konz. (N) 10 8 17 18

7.5 Anti-Drug-Antikérper-assoziierte Nebenwirkungen

Es gab keine klinischen Hinweise, die auf Infusions- oder Injektionsreaktionen bei ADA-
positiven Patient*innen hingewiesen haben. Insbesondere wurden keine allergischen
Reaktionen, sowie auch keine sonstigen Nebenwirkungen beobachtet, die in Assoziation

mit dem Auftreten von ADA gebracht werden kdnnen.
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8 Diskussion

Die TNF-a-Inhibitoren Adalimumab und Infliximab kdnnen zur Remissionsinduktion und
anhaltender Remission chronisch-rheumatischer Erkrankungen fihren 115, Jedoch
zeigen diese Medikamente bei einem nicht zu vernachlassigenden Anteil an
Patient*innen keine ausreichende Wirkung 2116, Eine mogliche Erklarung fur das
fehlende Therapieansprechen wird in der Immunogenitat von Biologika und der damit
einhergehenden Bildung von ADA gesehen. Die durchgefiihrte Studie untersuchte
Nachweismethoden fur Medikamentenspiegel und ADA gegen Adalimumab und
Infliximab auf deren Wechselwirkungen und Effekte. Es wurden ADA durch zwei
verschiedene Messverfahren ermittelt. Folgende Resultate hinsichtlich Kilinik,
Krankheitsbilder, immunogenen Eigenschaften und Nachweisverfahren konnten dabei

gemal der Arbeitshypothesen ermittelt werden:

e Die vorliegenden Ergebnisse zeigten einen Zusammenhang zwischen der Hohe
des tADA-Titers und der Krankheitsaktivitat unter Infliximab. Bei der Therapie mit
Adalimumab konnte kein Zusammenhang zwischen Krankheitsaktivitat und ADA-
Auftreten beobachtet werden. Zwischen der Medikamentenkonzentration und der
Krankheitsaktivitdt bestand bei beiden Medikamenten kein Zusammenhang. Das
Auftreten von ADA war nicht mit Infusionsreaktionen oder anderen ADA-
assoziierten Nebenwirkungen assoziiert.

e Zwischen den verschiedenen Krankheitshildern zeigte sich keine eindeutige
Verteilung der ADA-Pravalenz. Diese variierte sowohl zwischen den
Krankheitsbildern als auch den Medikamenten.

e Unter Adalimumab war die ADA-Pravalenz gegenuber der von Infliximab
geringer.

e Die Messergebnisse zwischen den verschiedenen Nachweismethoden variierten
zwischen den Assays zum Nachweis von ADA (tADA/fADA). Zwischen den
Messergebnissen zum Nachweis des Serumspiegels von Adalimumab/Infliximab
bestand zwischen den beiden untersuchten Assays bei gleichem Messverfahren

eine hohe Interassay Ubereinstimmung.

Im Folgenden werden die erzielten Ergebnisse mit der aktuellen Studienlage verglichen

und eventuelle Abweichungen diskutiert. Weiter wird der aktuelle Stand der Wissenschatft
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hinsichtlich eines therapeutischen TDM von chronisch-rheumatischen Erkrankungen
dargestellt. Basierend auf den allgemeinen Empfehlungen und den durch die Analyse
erzielten Ergebnissen soll diskutiert werden, welche Besonderheiten und
Herausforderungen im klinischen Alltag auftreten kdnnen und ob ein TDM unter diesen

Umstanden empfehlenswert ist.

8.1 Anti-Drug-Antikérper beeinflussen den Serumspiegel der Therapieantikdrper

Wir konnten bei 412% der Adalimumabpatient*innen und 66,7% der
Infliximabpatient*innen zu 21 ZP erniedrigte Serumspiegel feststellen. Bei allen
Patient*innen, bei denen die Adalimumabkonzentration unterhalb der Nachweisgrenze
lag, traten tADA und bei 66,7% dieser Patient*innen ebenfalls fADA auf. Unter Infliximab
traten bei den Patient*innen mit Serumspiegeln unterhalb der Nachweisgrenze zu 57,0%
sowohl tADA als auch fADA auf. In unserer Studie bestatigte sich, dass das Auftreten
von ADA mehrheitlich mit erniedrigten korrespondierenden Serumspiegeln der
Therapieantikbrper assoziiert ist. Diese Annahme wurde zuvor in vielen Studien
beschrieben 45586266 Es gab jedoch auch Ausnahmen, bei denen ein Abfall der
Medikamentenkonzentration bei Auftreten von tADA ausblieb.

Zwischen den beiden untersuchten Messzeitpunkten lieBen sich Unterschiede
feststellen. 33,3% der Infliximab-Patient*innen hatten Uber den gesamten Messzeitraum
positive tADA. Die fADA-Pravalenz war zum 1. ZP hoher als zum 2. ZP was fir ein
transientes Auftreten spricht. Unter Adalimumab konnten tADA nur bei 1 Patient*in
kontinuierlich nachgewiesen werden. Ein transientes Auftreten von ADA wurde von

einem Autor*innenteam beschrieben >°.

Ein weiteres interessantes Ergebnis unserer Studie war, dass die Subgruppe der 7
Patient*innen vor der Wiederbehandlung mit Infliximab auf die Persistenz von Antikdrpern
getestet wurden, wobei sich in 6/7 Proben tADA und in 5/7 auch fADA nachweisen liel3en.
In einer Probe konnten persistierende Infliximab-Spiegel nachgewiesen werden. Die
Halbwertszeit von Infliximab wird mit 7-12 Tagen angegeben, so dass der persistierende
Nachweis in dieser Probe am ehesten als ein falsch-positives Ergebnis gewertet werden
muss 326, Ein mehrheitlicher Abbau von ADA innerhalb eines Jahres wurde von einer
Arbeitsgruppe beschrieben, die Patient*innen nach der Unterbrechung der

Infliximabtherapie beobachtet haben 7. Das Autor*innenteam verwendete ein eigens
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entwickeltes antihuman lambda-chain Assays (AHLC). Diese Beobachtungen stehen im
Kontrast zu den Erkenntnissen von van Schouwenburg und zu unseren Ergebnissen.
Derzeit gibt es wenige Langzeitstudien, die den Abbau von ADA beobachten. Vertiefende
Studien werden auf diesem Gebiet fur ein besseres Verstandnis notwendig sein.
Basierend auf diesen Beobachtungen kénnte angenommen werden, dass Hinweise auf
persistierende ADA keine Kontraindikation fir den Wiederbeginn der Behandlung mit

Infliximab sind, was von Ben-Horin et al. 2012 ebenfalls beschrieben wurde 117,

8.2 Kilinische Wirksamkeit im Zusammenhang mit Anti-Drug-Antikérpern und

Therapieantikérperspiegeln

Wir stellten keinen Einfluss der Medikamentenspiegel auf die Krankheitsaktivitat fest. In
der Literatur wird hingegen ein eindeutiger Zusammenhang zwischen dem
Medikamentenspiegel und der Krankheitsaktivitit angegeben °. Patient*innen ohne
EULAR/ASAS-Therapieansprechen hatten signifikant niedrigere Antikbrperserumspiegel

als Patient*innen mit gutem Therapieansprechen sowie moderatem Ansprechen #52,

Im Gegensatz dazu konnte festgestellt werden, dass das Auftreten von ADA bei
Infliximabtherapie mit der Krankheitsaktivitat korreliert. In unserer Kohorte hatten
Patient*innen unter Infliximab mit hohen ADA-Titern eine hdohere Krankheitsaktivitat als
mit niedrigeren ADA-Titern. Unter Adalimumab konnte kein Zusammenhang zwischen
der Krankheitsaktivitdt und dem ADA-Titer festgestellt werden. Es war jedoch auffallig,
dass bei Uber 50% der Infliximabpatient*innen Krankheitsaktivitat in Remission bei
gleichzeitig positiven tADA gemessen wurden. Laut Studienlage geht das Auftreten von
ADA mit einer Zunahme der Krankheitsaktivitat und dadurch mit einem verminderten
Therapieansprechen einher. Das EULAR-Therapieansprechen von Patient*innen mit
ADA ist signifikant schlechter als ohne ADA 455458 Gleiches gilt fir AS-Patient*innen,
deren Therapieansprechen durch das Assessment of SpondyloArthritis (ASAS) erhoben

wird 33,

Van Schouwenburg et al. 2013. formulierten die Hypothese, dass geringe Level von ADA
in Komplexen das klinische Wirkansprechen nicht beeinflussen wirden, was
maoglicherweise die von uns erhobene hohe Pravalenz von ADA bei den

Remissionspatient*innen erklaren konnte 3. Diese Studie wurde jedoch bei Adalimumab
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und nicht bei Infliximabpatient*innen durchgefiihrt. Im Gegensatz dazu fanden andere
Arbeitsgruppen, dass ein Auftreten von ADA mit einer Zunahme der Krankheitsaktivitat
und dadurch mit einem vermindertem Therapieansprechen einher geht 45535458 Diese
Studien verwendeten alle einen ABT-Assay, die teilweise auch ADA vom IgG4-Typ
erfasst haben. Eine vollstandige Erfassung von Komplex-gebundenen ADA war jedoch

nicht moglich.

Die Einschlusskriterien fir unsere Studie waren weit gefasst, um einen reprasentativen
klinischen Alltag abzubilden. In randomisiert kontrollierten Studien (RCT) sind die
Einschlussbedingungen hingegen strenger und es kommt haufiger zu einem
Selektionsbias. Oft muss der DAS-28 zur Baseline mindestens > 3,2 betragen 8, was
bei uns keine Voraussetzung darstellte. Bei vielen Patient*innen waren bereits zum ZP
der ersten Messung in Remission, die sich teilweise auch nicht tber die Messzeitpunkte
hinweg veranderte. Aufgrund dieser Unterschiede kénnen unsere Messergebnisse von
der Studienlage abweichen. Weiter sind die Scores zur Erhebung der Krankheitsaktivitat
grof3tenteils subjektiv, vor allem der BASDAI. Aul3erdem sind Langzeitbeobachtungen im
Gegensatz zu kurzen Studienzeitraumen von wenigen Wochen bis Monaten selten 8,
Die anti-TNF Therapie bestand bei unseren Patient*innen seit mehreren Jahren,
wohingegen die RCT-Studienteilnehmer*innen tberwiegend TNF-a-Blocker naiv sind.
Deshalb wurde bei uns nicht der kurze TNF-naive Zustand beobachtete, in dem laut
Studien Veranderungen mit der hochsten Wahrscheinlichkeit auftreten, sondern ein
bereits Uber lange Zeit bestehender Zustand 57:61.64, Zusatzlich erheben Studien nicht die
jeweilige Krankheitsaktivitat, sondern das EULAR-Therapieansprechen und verwenden
Assays, die keine ADA in Komplexen nachweisen 62:66.9699 Demnach ist ein direkter

Vergleich mit den Literaturergebnissen erschwert.

8.3 Immunogenitéat bei chronisch-inflammatorischen Krankheitsbilder

Es wurden keine eindeutigen ADA-Pravalenzverteilungen innerhalb der verschiedenen
Krankheitshilder beobachtet. Die in der Literatur verdffentlichten Ergebnisse variieren
stark, weshalb sich bei keinem einzelnen Krankheitsbild besonders haufig ADA

nachweisen lassen (siehe Tabelle 17).
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Tabelle 17: ADA-Préavalenz in Metaanalysen

Dargestellt ist die ADA-Préavalenz bei ausgewahlten chronisch-inflammatorischen Krankheitsbildern unter Adalimumab
und Infliximab in Metaanalysen mit Angaben der Anzahl der ausgewerteten Studien.

Krankheitsbild | N (Studienanzahl) Medikament % ADA Referenz

RA 10 Adalimumab 25% Thomas et al. 201519
33 Adalimumab 0-51% Strand et al. 2017%°
5 Adalimumab 12-44% Krieckaert et al. 20107°
16 Infliximab 33% Thomas et al. 20151%°
48 Infliximab 8-62% Strand et al. 2017%°
5 Infliximab 8-52% Krieckaert et al. 20107°

AS 2 Adalimumab 38% Thomas et al. 201519
9 Adalimumab 8-39% Strand et al. 2017'%°
4 Adalimumab 31% Strand et al. 2017%°
1 Adalimumab 31% Krieckaert et al. 20107°
10 Infliximab 6-69% Strand et al. 2017%°
1 Infliximab 29% Krieckaert et al. 20107°

PsA 8 Adalimumab 0-54% Strand et al. 20171%°
1 Adalimumab 18% Krieckaert et al. 20107°
3 Infliximab 15-33% Strand et al. 2017%°

Bei der Auswertung der Metaanalysen traten bei der RA etwas haufiger ADA auf als bei
der AS (siehe Tabelle 17). Fur PsA sind nur wenige Daten vorhanden und ein eindeutiger
Vergleich deshalb erschwert. Auch in unserer Analyse liel3en sich keine eindeutigen
ADA bei den

Krankheitsbildern finden (wobei die kleine Kohortengréle als Limitation gesehen werden

Trends zur unterschiedlichen Pravalenz der verschiedenen
kann). Aufgrund der nicht eindeutigen Ergebnisse kénnen diese nur begrenzt mit der
Literatur verglichen werden. Starke Préavalenzunterschiede wie in unserem Fall bei den
AS-Patient*innen zwischen den jeweiligen Therapien werden in der Literatur nicht

beschrieben (siehe Tabelle 17).

Ein wichtiger Einflussfaktor auf die Produktion von ADA ist die Kombinationstherapie mit
MTX, welche bei RA Patient*innen haufig und bei AS Patient*innen eher selten Teil des
Therapieschemas ist 329, Die aktuellen S2-Leitlinien fiir die RA (Stand 2018) sehen vor,
dass Patient*innen, bei denen erstmals die Diagnose einer RA gestellt wurde, ztgig mit
einem cDMARD behandelt werden sollten, selbst bei friher Arthritis mit Verdacht auf RA
cDMARD-Therapie
Remissionsinduktion zu erreichen 393, In der Therapie der AS scheinen cDMARDs

kann mit einer begonnen werden, um eine schnelle
erfolglos zu sein, weshalb eine Kombinationstherapie mit cDMARDSs laut Leitlinien nicht

primar empfohlen wird 21, Bei der PsA kann MTX begleitend verabreicht werden, der
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Nutzen ist aber weniger gut untersucht als bei der RA %22, In der Literatur ist eine
verminderte ADA-Pravalenz unter begleitender cDMARD Therapie beschrieben 7879, In
der von uns untersuchten Kohorte zeigte die begleitende Therapie mit cDMARDs keinen
eindeutigen Einfluss auf die ADA-Produktion. ADA traten sowohl unter anti-TNF-
Monotherapie als auch unter Kombinationstherapie mit einem cDMARD auf, die in
unserer Kohorte bei jedem der drei Krankheitsbilder eingesetzt wurden. Der ADA-Titer
von Patient*innen unter einer Kombinationstherapie mit Infliximab und cDMARD lag

deskriptiv Uber dem der Kontrollgruppe mit Infliximab Monotherapie.

Das ,Drug Survival® (Therapietreue eines Medikamentes), ist sowohl fur Infliximab als
auch fur Adalimumab bei der AS hoher als bei der RA, trotz geringerem Einsatz einer
immunmodulierender Kombinationstherapie *23. Die Unterschiede in der ADA-Produktion
bei der AS verglichen mit der RA kdnnen mit der Entzindungsaktivitat der einzelnen
Erkrankungen in Zusammenhang gebracht werden. Die Autoren spekulieren, dass bei
der AS der immunsupprimierende Effekt der TNF-Inhibitoren eher allein ausreichend ist,
eine Immunreaktion gegen das Therapeutikum vorzubeugen, wohin gegen bei der RA

das entziuindliche Zytokinmillieu eine ADA-Produktion begtinstigt *.

8.4 Immunogenitat von Adalimumab und Infliximab

Eine der wichtigsten Feststellung war, dass die ADA-Entstehung unter Adalimumab
geringer war als unter Infliximab. In der Adalimumab-Kohorte entwickelten 41,2% der
Patient*innen zu mindestens einem Messzeitpunkt nachweisbare tADA, in der Infliximab-
Gruppe waren es 63,3%. Insbesondere fADA traten unter Adalimumab nur in 4,5% der
Proben auf (3/66 = N=2 Patient*innen), unter Infliximab waren es 29,1% (23/79 & N=13
Patient*innen). Laut Studienlage treten bei Patient*innen, die mit Infliximab behandelt
wurden, haufiger ADA auf als unter Adalimumab-Therapie, auch wenn die Pravalenz
zwischen den Studien variiert. Es wird Uber eine verstarkte immunogene Reaktion von

Infliximab aufgrund der chimaren Antikorperstruktur berichtet 2:54.64.119.120,
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Tabelle 18: ADA-Préavalenz bei Adalimumab und Infliximab in Metaanalysen

Metaanalyse TNF-a-Inhibitor ADA-Préavalenz
Vincent et al. 20132 Adalimumab 0,04-87%
Infliximab 6-61%
Strand et al. 2017120 Adalimumab 0-54%
Infliximab 0-83%
Kalden et al. 2017* Adalimumab 1-31%
Infliximab 7-53%

Wie in Tabelle 18 beschrieben, ist bei allen Autoren bis auf Vincent et al. 2013 die ADA-
Pravalenz unter Infliximab gegentber Adalimumab erhdht.
Die von uns erhobenen Daten werden durch die Werte der Metaanalysen bestétigt, sie

kénnen in die prozentualen Spannen je Medikament eingeordnet werden.

8.5 Besonderheiten und Unterschiede in den jeweiligen Messverfahren

8.5.1 Nachweis der Therapieantikdrperkonzentrationen

Die Messergebnisse der ELISA der beiden Hersteller Sanquin (Amsterdam, Niederlande)
und Immundiagnostik (Bensheim, Deutschland) zur Erfassung der
Therapieantikdrperkonzentration zeigen in der Korrelationsanalyse eine deutliche bis
sehr hohe Ubereinstimmung.

Studien belegen ebenfalls hohe Ubereinstimmungen zwischen den Assays %°. Das
Funktionsprinzip der von uns verwendeten Assays beider Hersteller zum Nachweis von
Infliximab/Adalimumab ist nahezu identisch. Trotzdem gibt es zwischen den Assays
einige idiosynkratische Unterschiede, die die geringe Diskrepanz in der quantitativen
Evaluation erklaren kdnnen: Unterschiede in Nachweisgrenzen und Sensitivitaten,
Kalibrierungsstandards, Kurvenanpassungen, Probenverdinnung, Inkubationszeiten,
sowie Reagenzstabilitat. Trotz dieser hohen Ubereinstimmung sollte bei Follow-up
Untersuchungen auf die einheitliche Verwendung der Assays geachtet werden, um
Interpretationsfehlern und eventuell daraus resultierenden therapeutischen MaRnahmen

vorzubeugen .

8.5.2 Nachweis und Bedeutung von totalen und freien Anti-Drug-Antikérpern

In der durchgefuhrten Analyse wurden ADA unter Adalimumab und Infliximab jeweils
durch den tADA- und fADA-Assay erhoben. Die dabei erzielten Messergebnisse
zwischen den tADA und fADA unterschieden sich. Bei 41,2% der Adalimumab und bei
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63,3% der Infliximab Patient*innen zeigten sich tADA, bei 11,8% bzw. 43,3% auch fADA.
Unter Adalimumab traten nur zum 2. ZP bei hohen tADA-Titern bei 66,7% der
Patient*innen auch fADA auf, bei Infliximab konnten bei allen Patient*innen mit hohen
tADA-Titern fADA beobachtet werden. Bei dem Nachweis von fADA wurden die
niedrigsten anti-TNF-Serumspiegel sowohl von Adalimumab als auch von Infliximab

gemessen.

Ramos et al. 2016 untersuchten Infliximabproben mit den gleichen auch von uns
verwendeten Assays des Herstellers Immundiagnostik: Bei 64% der Patient*innen liel3en
sich tADA, bei 36% auch fADA nachweisen. Dabei fanden sich tADA Uber den gesamten
Zeitraum zwischen zwei Injektionen, wohingegen fADA nur episodisch gemessen
wurden. Die meisten fADA Patient*innen hatten moderate oder hohe tADA-Titer. In der
niedrigen tADA-Gruppe waren 38% auch fADA positiv, auch wenn die fADA-Titer gering
waren 119, Diese Daten stimmen sehr gut mit unseren tberein. Fir Adalimumab konnten
keine Studien gefunden werden, die den gleichen Assay verwendeten. Van
Schouwenburg et al. 2013 konnten in ihrer Adalimumab Langzeitbeobachtung mittels pH-
shift Assay in Komplexen gebundene ADA haufiger und friher (innerhalb der ersten 28
Wochen) nachweisen als frei vorliegende ADA *°. In einer vorherigen Studie entwickelten
sie die Annahme, dass diese im Komplex gebundenen ADA vor allem in Form von kleinen
Immunkomplexen vorliegen und nur langsam abgebaut werden, weshalb sie vermehrt

nachweisbar sind 73.

Die Auswirkungen von im Komplex vorliegenden ADA auf das klinische
Therapieansprechen ist noch unklar. Einerseits wird spekuliert, dass die kleinen
Komplexe den Fc-Rezeptor blockieren, aber aufgrund der kleinen GrofR3e keinen
Signalweg auslésen mussen. Anderseits kann eine Langzeitbelastung mit kleinen
Immunkomplexen das Risiko von Typ-lll allergischen Reaktionen wie im Sinne einer
Serum-Krankheit erhéhen °°. Auch hier werden vertiefende Studien zur besseren

Verstandlichkeit zukiinftig notwendig sein.
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8.6 Sicherheit

In der vorliegenden Datenerhebung wurden Kkeine relevanten Hinweise auf
Infusionsreaktionen oder sonstige Nebenwirkungen, die in Assoziation mit dem Auftreten
von ADA gebracht werden konnen, beobachtet. Andere Autor*innenteams fanden
sicherheitsrelevante Aspekte, beispielweise, dass hohe Serumspiegel von TNF-a-
Inhibitoren mit einem 50% erhdhten Infektionsrisiko gegentber der Gruppe mit
niedrigen/normalen Serumspiegeln einhergingen %4, Die meisten infusionsbedingten
Reaktionen sind mild bis moderat und treten in den ersten zwei Stunden nach
Infusion/Injektion auf, welche in der Regel durch den Einsatz von Antihistaminika oder
Glucocorticoide gemildert werden koénnen 1%°. Darunter fallen vor allem
Hauterscheinungen wie Urtikaria, aber auch kritische Zustande wie respiratorische
Insuffizienz und systemischer Blutdruckabfall 118126,

Die in die Studie eingeschlossenen Patient*innen wurden bereits tber einen langeren
Zeitraum mit dem TNF-a-Inhibitor behandelt. Es lie3 sich davon ausgehen, dass die
lange Therapiedauer durch eine gute Vertraglichkeit der Medikamente bedingt war.
Deshalb war die Abwesenheit von infusions- und injektionsbedingten Reaktionen oder
sonstigen Nebenwirkungen, die in Assoziation mit dem Auftreten von ADA gebracht

werden kénnen, zu erwarten.

8.7 Therapeutisches Drugmonitoring in der Rheumatologie

Die RA und auch weitere entzindlich-rheumatische Erkrankungen, bei denen Biologika
eingesetzt werden, sind in ihrer aktiven Form mit einer schlechten Prognose assoziiert.
Ohne effektive Behandlung kann es zu Zerstérung von Gelenken mit Funktionsverlust bis
hin zur Invaliditat sowie zu einer Mitbeteiligung innerer Organe mit verklrzter
Lebenserwartung kommen 27128 Unter optimaler Therapieeinstellung kann die
Prognose erheblich verbessert und dauerhafte Schaden sowie erhdhte Mortalitat
vermieden werden, sodass die Lebensqualitat und -Erwartung annéhernd der
Normalbevélkerung entspricht 11°,

Der Kklinische Alltag in der Rheumatologie sieht derzeit kein TDM vor. Das
Therapieansprechen, Dosisanpassung oder weiteres Vorgehen nach primarem oder
sekundarem  Wirkverlust  wird aktuell nicht  weiter  untersucht und
Wirkstoffkonzentrationen oder ADA-Konzentrationen werden nicht erfasst. Demnach

basieren therapeutische Dosisanpassungen oder ein Substanzwechsel ausschlie3lich
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auf klinischer Einschétzung, ohne das exakte Wissen Uber die Faktoren, die den
Wirkverlust erklaren konnen. Die Studienlage zum TDM st fur chronisch-
gastroenterologische Erkrankungen ergiebiger als fiur chronisch-inflammatorische
Gelenkerkrankungen, weshalb im Folgenden auch mit Inflammatory Bowel Disease
(IBD)-Studien zitiert werden. Fast alle Autor*innen sprechen sich fir ein TDM bei IBD

aus. Zunehmend gibt es auch Studien fur ein TDM bei rheumatische Erkrankungen.

Viele Studien befurworten die Etablierung eines routinemafigen TDM in der klinischen
Praxis 114129130 Afif et al. 2010 konnten zeigen, dass ein TDM von Serumspiegel und
ADA-Konzentrationen bei Morbus Crohn Patient*innen, die Infliximab erhielten, dazu
fuhrte, dass durch die bessere Diagnostik ein TNF-a-Inhibitor Wechsel mit einem
Ansprechen von 92% einherging, wohingegen eine Erh6hung der Dosis nur ein
Ansprechen von 17% erbrachte. Patient*innen mit subtherapeutischen Serumspiegeln
profitierten mehr von einer Dosiserh6hung als einem anti-TNF-Wechsel 131, Eine weitere
Studie zeigte, dass Patienttinnen mit IBD, die nicht auf eine Therapieeskalation
ansprachen, zu Beginn der Therapie geringere Infliximabspiegel aufwiesen, als
diejenigen mit Langzeitansprechen (2,32 pug/ml vs. 8,66 pg/ml). Deshalb kdnnte ein friih
erniedrigter Spiegel ein pradiktiver Faktor fir spateren Wirkverlust darstellen 132, Bartelds
et al. 2011 beschrieben, dass 67% der ADA-positiven RA-Patient*innen unter
Adalimumab die ADA in den ersten 28 Wochen der Therapie entwickeln, 10% sogar
bereits nach 4 Wochen 133, Ein anderes Autor*innenteam 134 zeigte, dass bei
therapieresistenten RA Patient*innen unter Serumspiegeliberwachung in Gber 50% die
Therapieentscheidungen geandert wurden und das Patient*innen mit niedrigen
Infliximabspiegeln eher von einer Dosiserhéhung als einem Biologikawechsel profitierten.
Diejenigen mit hohen Infliximabspiegeln profitierten jedoch mehr von einem anti-TNF-
Wechsel 134, Der friihe und schnelle Nachweis von ADA kann vor potentiell gefahrlichen,
infusionsbedingten Reaktionen schiitzen, da die Reaktion starker und dadurch riskanter
fur die Patient*innen ausfallen kénnen 5255118126 janj et al. 2018 untersuchten den
Einfluss von anti-TNF Serumspiegeln auf das Infektionsrisiko. Hohe Serumspiegel von
TNF-a-Inhibitoren gingen mit einem 50% erhdhten Infektionsrisiko gegentber der Gruppe
mit niedrigen/normalen Serumspiegeln einher *?4. Ebenso wie eine Therapieeskalation
ist eine Dosisreduktion bei Patient*innen, deren Krankheitsaktivitat sich in klinischer
Remission befinden und die gleichzeitig hohe therapeutischen Medikamentenspiegeln

haben, moglich. TDM kann helfen diese zu uiberwachen und eine Uber- bzw.

73



DISKUSSION

Untertherapie zu vermeiden 2. Bouman et al. 2017 bestatigten diese Aussage, jedoch
sah das Autor*innenteam keine weiteren Vorteile eines TDM 136, Auch andere
Autor*innen sehen das TDM eher kritisch und empfehlen keine Entscheidung zur

Kontrolle der Krankheitsaktivitat auf Basis einer Bestimmung von Serumspiegeln 37,

8.7.1 Wirtschaftliche Bedeutung des therapeutischen Drugmonitorings

Bei Beachtung der hohen Kosten der TNF-a-Inhibitoren und den mit dem Wirkverlust
oder UAW assoziierten Kosten wird schnell deutlich, dass ein konsequentes
Drugmonitoring auch eine wirtschaftliche Konsequenz héatte. Martelli et al. 2016
untersuchten die wirtschaftlichen Folgen des TDM im Detail: 7 Studien (2 RCT, 5 mit
Modellierungsansatz) von IBD und RA Patient*innen wurden eingeschlossen. Durch
TDM wurde bei den RCT eine Kostenersparnis von 28-34% erzielt. Durch strategisches
TDM konnte im Modell bei der Therapie von Morbus Crohn $5396 innerhalb eines Jahres
bzw. 13130 Euro pro Patient*in nach 5 Jahren Follow-Up eingespart werden. Fur die RA
wurden ebenfalls erhebliche Kostenersparnisse beschrieben. Es wurden keine negativen
Auswirkungen auf die Therapiewirksamkeit durch das TDM festgestellt 38, Weitere

Studien kamen zu ahnlichen Ergebnissen 139140,

8.7.2 Standardisierte Nachweisverfahren — Hindernis und Herausforderung fur

therapeutisches Drugmonitoring

Die Implementierung von TDM bei der Therapie von TNF-a-Inhibitoren ist eine bisher
nicht geloste Herausforderung im Kklinischen-rheumatologischen Alltag, grofl3tenteils
bedingt durch eine fehlende Standardisierung des Nachweisverfahrens und erhéhtem
Zeitaufwand. Als Beispiel hierfir wird im Folgenden eine wegweisende Publikation

untersucht.

Afonso et al. 2016 vergleichen in ihrer Studie drei verschiedene Nachweismethoden
sowohl zum Nachweis des Infliximabserumspiegels als auch ADA gegen Infliximab.
Dabei wurden die Messergebnisse des tADA Assays (SFPE) (Hersteller
Immundiagnostik, siehe Methoden S.36), des Bridging ELISA (BE) und des AHLC Assay
miteinander verglichen. Die Autoren berichteten Giber Schwierigkeiten bei der Evaluation

von Cut-Off Werten, die besonders bei Assays zu Erhebung von ADA problematisch sind.
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Aufgrund der fehlenden Standardisierung und daraus bedingten Unterschiede zwischen
den Assays unterscheiden sich die Einheiten der Messergebnisse. Weiter definieren nur
einige Assays ein Positiv-Limit als Cut-Off °°. Dazu kommt, dass BE Assays nicht nur von
der Menge der ADA, sondern auch von deren Affinitat zum Antigen abhéngig sind 6588,
Folge ist eine Intervariabilitat des Assays, die vor allem fur Werte um die Nachweisgrenze

eine Rolle spielt, da diese variieren kbnnen.

Die AHLC und SFPE Assays weisen haufiger ADA als der BE Assay nach. Die im BE als
ADA-negative erkannten Proben waren Infliximab positiv oder hatten ADA vom IgG4-Typ.
IgG4 ADA sind monovalent und kénnen keine Bricke zwischen dem markierten
Infliximab binden, das fir den Detektionsschritt verwendet wird °°. Hart et al. 2010
bestatigen die Annahme, dass ADA vom 1gG4-Typ durch ein BE nicht verlasslich
detektiert werden konnen 8. Weiter konnte das BE keine ADA in Proben mit geringen
(subtherapeutischen) ADA-Spiegel nachweisen. Beim SFPE Assay zeigten sich nur
Interferenzen bei sehr hohen Infliximabspiegeln. Unterschiede zwischen den
Messergebnissen waren am deutlichsten bei zweifach negativen (Infliximab-/ADA-) oder
zweifach positiven (Infliximab+/ADA+) Proben erkennbar. Die unterschiedlich
festgelegten Cut-Offs zur Unterscheidung zwischen positiv und negativ verstarkten diese
Beobachtung °.

Laut Hersteller ist eine Erfassung der IgG4-ADA, die einen Fab-Arm Exchange
durchlaufen haben, mit dem SFPE-Assay nicht moglich. Eine entsprechende Angabe in

der Studie von Afonso et al. 2016 nicht zu finden.

Gunn et al. 2016. beleuchten in ihrem Review Artikel, dass es unangemessen sei, die
verschiedenen Verfahren zum Nachweis von ADA untereinander zu vergleichen, da
erhebliche methodische Unterschiede zwischen den jeweiligen Nachweisverfahren einen
Vergleich zwischen diesen unmdglich machen wirden. Jede Methode sei einzigartig fur
ihren Assay und das zu untersuchende Medikament. Es sei den Autor*innen nach zwar
verlockend, die Inzidenz von Immunogenitat und Charakteristika von Biologika
untereinander zu vergleichen, ihrer Meinung nach aber wissenschatftlich nicht korrekt und

aufgrund der daraus resultierenden nicht validen Aussagen sogar geféhrlich 70,

Amrani et al. 2019 haben erstmalig ein in vivo Testverfahren mittels

Flissigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung zum Nachweis von
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neutralisierenden ADA gegen Infliximab entwickelt 4. Die herkdmmlichen
Nachweisverfahren wie ELISA und RIA erfassen die gesamten ADA und differenzieren
nicht zwischen den beiden ADA-Typen. Dadurch kann es vorkommen, dass nur
nicht- neutralisierende ADA gemessen werden, da diese bereits in einem frihem Stadium
gebildet werden und auch transient auftreten kdnnen. Die Pharmakodynamik des
Infliximab beeinflussenden neutralisierenden Antikérper, deren Nachweis eine klinische
Relevanz hinsichtlich weiterer therapeutischer Entscheidungen hétte, kdnnte demnach

gegebenenfalls ausbleiben 14,

Es ist bemerkenswert und problematisch, dass in vielen publizierten Studien (jeder 4. bis
5. Publikation) keine Angaben dariiber gemacht werden, welchen Assays verwendet

wurden. Die am haufigsten verwendeten Assays sind ELISA, gefolgt von RIA 88,

Die vorgestellten Ergebnisse verdeutlichen die Vielfalt der vorhandenen
Nachweismethoden von ADA, wobei hier nur wenige ausgewahlte Verfahren vorgestellt
wurden. Jede Methode hat ihre Vor- und Nachteile. Damit einher geht eine erschwerte
Vergleichbarkeit zwischen den Messergebnissen der jeweiligen Studien, die von Gunn et
al. 2016 sogar als unmdoglich beschrieben wird 7°. Deutlich wird die Notwendigkeit einer
Standardisierung der Nachweisverfahren, damit die wertvollen Informationen, die durch
die Assays erlangt werden kdnnen, auch einen belastbaren Mehrwert im klinischen Alltag
bieten kdnnen. Ansonsten kann die Aussage jeweils nur studienintern gedeutet werden
und ein valider Stellenwert im klinischen Monitoring von chronisch-rheumatischen

Erkrankungen kann nicht ausreichend gewéhrleistet werden.

8.7.3 Therapeutisches Drugmonitoring im klinischen Alltag

Vincent et al. 2013 entwickelten einen Algorithmus fir ein mogliches Vorgehen bei
Patient*innen mit primarem oder sekundarem Wirkverlust unter Therapie mit TNF-a-
Blockern (siehe Abbildung 23). Dieser ermdglicht die genauere Differenzierung des
Wirkverlustes in Pharmakon- oder TNF-assoziierten Wirkverlust, was fur eine weitere
Therapieentscheidung von Bedeutung ist. Bei suboptimaler Serumkonzentration und
negativen ADA (mAKk-/ADA-) wird von einer zu niedrigen Konzentration des
Therapieantikérpers und nicht von einer mangelnden Wirksamkeit ausgegangen. Eine

Erhéhung der Dosis oder der Applikationsfrequenz ist die Therapieempfehlung.
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Gegenteiliges qilt bei optimaler anti-TNF-Konzentration und positiven ADA
(mAk+/ADA+), hier wird von einem pharmakonspezifischen Wirkverlust ausgegangen

und ein Wechsel zu einem anderen anti-TNF-Inhibitor empfohlen 2.

fehlendes therapeutisches
Ansprechen auf einen TNF-Inhibitor

!

Bestimmung der Konzenfration des TNF-Inhibitors und der
Anti-Drug-Antikérper im Serum

e N

suboptimale TNF-Inhibitor
Konzentration

negative ADA

suboptimale THF-Inhibitor
Konzentration

positive ADA

optimale TNF-Inhibitor
Konzentration

positive ADA

optimale TNF-Inhibitor
Konzentration

negative ADA

~

Wechsel zu einem anderen TNF- Wechsel zu einem anderen
Inhibitor Biologikum mit anderem

Wirkmechanismus

Dosiserhéhung oder
Intervallverkirzung

Abbildung 23: Entscheidungsalgorithmus zum Vorgehen bei Wirkverlust von TNF-Inhibitoren

Dargestellt ist ein Entscheidungsalgorithmus fir TDM fiir TNF-Inhibitor Serumspiegel und ADA bei Patient*innen mit
primarem oder sekundaren Wirkverlust unter anti-TNF Therapie der Autoren Vincent et al. 2013. (Abbildung wurde in
Anlehnung an Vincent et al. 2013 hergestellt) 2

Afonso et al. 2016 % weisen darauf hin, dass in der Klinik die unterschiedlichen
Ergebnisse der Nachweismethoden bertcksichtigt werden missen. Das jeweilige
Testergebnis kann, abhéngig von der Nachweismethode, unterschiedlich ausfallen. Es
gibt eine hohe Ubereinstimmung der verschiedenen Assays zwischen der Konstellation
Infliximab+/ADA- bzw. Infliximab -/ADA+, weshalb die Auswahl des Assays hier kaum
einen Einfluss auf die therapeutische Entscheidung hat. Gegenteiliges gilt bei
Patient*innen, die zweifach positiv oder negativ sind, da in diesem Fall die
Ubereinstimmung zwischen den Assays variiert und deshalb die Auswahl des Assays
durchaus von Bedeutung fir das jeweilige Testergebnis ist. Deshalb sollte bei
therapeutischen Interventionen wie Behandlungsintensivierung (bei Infliximab -/ ADA -),
oder einem Wechsel der Medikamentenklasse bzw. Kombinationstherapie mit
Immunmodulatoren (bei Infliximab+/ADA+) bedacht werden, dass diese aufgrund von
Ergebnissen vorgenommen wurden, die stark von den jeweiligen Assays abhangig

sind 9,
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Bei der Bewertung des Algorithmus fur den klinischen Alltag mithilfe unserer Ergebnisse
zeigen sich einige Einschrankungen, die vor allem die Infliximabkohorte betreffen. Wir
konnten feststellen, dass viele Patient*innen, deren Krankheitsaktivitat sich in Remission
befand, ADA-positiv waren. Diese Patient*innen Gruppe wirde nach dem vorlegenden
Algorithmus nicht identifiziert werden, da eine Uberprifung des ADA-Status nur bei
klinischem Wirkverlust vorgenommen wird. Wir konnten jedoch zeigen, dass diese
Konstellation der klinischen Remission bei gleichzeitig positiven ADA im klinischen Alltag

vertreten ist.

Eine Untersuchung von ADA und Infliximabspiegel unabhangig vom klinischen
Wirkverlust wirde auch Patient*innen in klinischer Remission mit einschlielRen und
ebenfalls eine Reevaluation der Therapie ermdglichen. Weiter zeigt die Studienlage, dass
ADA vor allem innerhalb der ersten 28 Wochen nach Therapieinduktion auftreten,
weshalb ein friih beginnendes TDM die friihe Aufdeckung von Immunogenitéat bewirken
kobnnte und so eine frihzeitige Anpassung der Therapie moglich ware. Es sollte
bericksichtigt werden, dass ADA nicht immer zu einem Wirkverlust von Infliximab flhren

und sogar Jahre nach Beendigung der Therapie persistieren kénnen.

Auf Basis unserer Untersuchung erscheint eine Unterscheidung in tADA und fADA
sinnvoll. Das verwendete Assay zur Erhebung der ADA sollte aufgrund der
unterschiedlich ausgepragten Nachweishaufigkeiten von ADA unbedingt angegeben
werden. Eine Verwendung des tADA Assays ist unserer Meinung nach sinnvoll, da es
unabhéngig von den Interventionszeitpunkten die tADA zuverlassig misst und im
Vergleich zu anderen Assays die besten Messergebnisse in Anwesenheit von exogenem
korrespondierendem Therapieantikorper zeigte °°119, Es erfasst mehr ADA-positive
Patient*innen, was eine friihere Reevaluation der Therapie ermdglichen konnte.

Im nachsten Schritt kann insbesondere bei hohen tADA Spiegeln die Bestimmung von
fADA sinnvoll sein.

Durch ein  TDM koénnten Dosiseskalationen, TNF-a-Inhibitor-Wechsel oder
Substanzklassenwechsel mit Labordiagnostik gestitzt und so besser begriindet werden.
Die Patient*innensicherheit kann durch eine Friherkennung immunogener Reaktionen
auf das Therapeutikum verbessert werden. Dadurch besteht die Mdglichkeit, auch in

Abwesenheit klinischer Verschlechterung den Wirkstoff oder die Wirkstoffklasse zu
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wechseln. AulRerdem kdnnen optimale Wirkstoffspiegel erzielt werden, so dass
Patient*innen weder Giberdosiert noch unterdosiert sind. Die Ergebnisse mussen jedoch
immer auf den individuellen Fall im Zusammenhang mit der klinischen Situation bezogen

werden, da ADA sogar bei klinischer Remission auftreten kénnen.

8.8 Starken und Schwéachen der Studie

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine retrospektive, unverblindete Studie,
die aufgrund des Studiendesigns speziellen Einschrankungen unterliegt.

Diese betreffen vor allem die interne und externe Validitat. Abweichungen der internen
Validitat zeigten sich vor allem durch eine fehlende Standardisierung im Versuchsaufbau
und weit gefasste Einschlussbedingungen. Die Patient*innen wurden nicht einheitlich
rekrutiert, es gab keine festgelegten Messzeitpunkte, die Daten zur Krankheitsaktivitét
waren nicht einheitich und bedingten Abweichungen in der Ermittlung der
Krankheitsaktivitat. Anderseits wurde die Krankheitsaktivitéat durch standardisierte Scores
erhoben und die Durchfihrung der Tests nach zuvor validierten Anleitungen
vorgenommen. Die externe Validitat ist die Generalisierung der Ergebnisse unabhangig
von Person, Ort, Instrument und ZP. Diese unterlag den Einschrankungen der
Proband*innencharakteristika. Eine Vergleichbarkeit unserer Ergebnisse mit der

vorhandenen Literatur unterlag Abweichungen der verwendeten Messmethoden.

8.8.1 Proband*innenkollektiv

Als wichtigste Limitation dieser Studie ist die geringe Proband*innengréRe sowie die
Inhomogenitat der Kohorte zu nennen. Das Kollektiv der Versuchsgruppe mit 17
Adalimumab und 30 Infliximab Patient*innen war klein. Durch die haufige Unterteilung in
Untergruppen (Krankheitsaktivitat, Krankheitsbilder) innerhalb der
Medikamentengruppen wurde die Wahrscheinlichkeit eines zuféallig bedingten
Unterschiedes erhoht. Da diese Studie ohne Baseline durchgefihrt wurde und die
Patient*innen die Medikamente teilweise schon Uber einen langen Zeitraum vor
Studienbeginn erhielten, kbnnen Konfundierungsfaktoren, die zum Auftreten von ADA
oder zur Einschréankung der TNF-a-Therapie filhren kdnnen, nicht ausgeschlossen
werden. Die Patient*innen wurden ungeachtet von Alter, Krankheitsdauer,
Nebendiagnosen, Krankheitsstadium, Krankheitsaktivitat, weiterer Medikation,

vorheriger  Therapie mit einem anderen TNF-a-Blocker, Rheumafaktor,
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Raucheranamnese, etc. ausgewahlt. Die Krankheitsaktivitat der Kohorte befand sich zum
Studienbeginn mehrheitlich in Remission. Es war keine Mindestaktivitdt in der
Krankheitsaktivitat zur Baseline erforderlich. Weiter wurden der letzten
Injektionszeitpunkt nicht beriicksichtigt, was vor allem bei den Adalimumab Patient*innen
zu unterschiedlichen Wirkstoffspiegeln fihren kénnte. Bei den Infliximabpatient*innen
erfolgte die Serumabnahme vor der nachsten Infusion, jedoch waren die Abstande
zwischen den Infusionen nicht einheitlich. Aul3erdem lagen pro Patient*in unterschiedlich

viele Proben vor.

Wie in RCT gezeigt, lassen sich die Pharmakokinetik und - dynamik von ADA zwar am
besten bei anti-TNF-naiven Patient*innen bewerten, jedoch war das Ziel unserer Studie,
diese Phanomene explizit unter den Bedingungen des klinischen Alltages zu beobachten.
Es ist anzunehmen, dass das gewahlte Patient*innenkollektiv reprasentativ fir ein
Kollektiv aus der taglichen Routine ist, da die Ein- und Ausschlusskriterien sehr breit
gehalten wurden. Jedoch kann die Studie einem gewissen Selektionsbias unterliegen, da
ausschlief3lich aus den Fachambulanzen der Universitatsklinik rekrutiert wurde, in denen
oft besondere und schwere Krankheitsverlaufe behandelt werden. Durch das Screening
der Medikamentenspiegel wurden Proben ausgewéhlt, deren Serumspiegel auf das
Vorhandensein von ADA schlieBen lie. Diese Vorauswahl unterlag einem
Selektionsbias zugunsten positiver ADA-Produktion. Jedoch konnten dadurch mehr
Patient*innen mit ADA identifiziert und die Auswirkung auf die anderen Parameter
beobachtet werden. All diese die Inhomogenitat betreffenden Faktoren erschwerten die

Vergleichbarkeit unserer Studie mit bisherigen Studien.

8.8.2 Daten zur klinischen Krankheitsaktivitat

Fur die Erhebung der klinischen Daten musste teilweise auf retrospektiv erhobene Daten
zurliickgegriffen werden. Die Dokumentation in der klinischen Praxis wird wahrend des
Routinebetriebes durchgefiihrt, weshalb in der Gesamtschau nur die essentiellen
Informationen verfligbar sind, die eine exakte Datenerhebung erschweren kodnnen.

Dieses Problem betraf vor allem die Adalimumab Proben.

8.8.3 Serologische Testqualitat

Wie bereits im Teil ,Nachweismethoden (8.7.2) diskutiert, hat die Testqualitat einen

erheblichen Einfluss auf die Reliabilitat sowie Validitat der Ergebnisse. In dieser Arbeit
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wurden verschiedene ELISA Methoden verwendet, die alle unterschiedliche Ergebnisse
erbrachten. Aus den herstellerspezifischen Anleitungen konnen Titerabweichungen
entstehen, die unterschiedliche Ergebnisse bedingen kénnen. Dazu zadhlen auch
temperaturabhéngige  Lagerungen, Verdunnungen, Vorinkubationszeiten, OD-
Berechnungen. Obwohl nach bestem Gewissen und der Empfehlungen fir gute
wissenschaftliche Praxis gearbeitet wurde, kbnnen Fehler hinsichtlich Probengewinnung,

Assay-Durchfihrung und Statistik nicht vollstandig ausgeschlossen werden.

8.9 Geplante Verotffentlichungen und weiterfihrende Untersuchungen

Eine Publikation von Teilergebnissen mit dem Titel ,Evaluation von Immunoassays zum
Nachweis von Anti-Drug Antikérpern gegen Infliximab und korrespondierenden
Infliximab-Serumspiegeln bei Spondyloarthritis im klinischen Alltag “ wurde von der

Fachzeitschrift ,Aktuelle Rheumatologie® (Thieme) akzeptiert.

Nach Analyse der Limitationen konnen folgende sinnvolle weiterfuhrende
Untersuchungen bzw. Modifikationen unserer Studie in Betracht gezogen werden:
e groReres Proband*innenkolektiv mit ausreichend Fallzahlen je Krankheitsbild
e Langzeitbeobachtungen mit fixen Kontrollzeitpunkten, wenn mdglich mit Daten
ab Therapiebeginn
¢ Einheitliche und vollstandige Erfassung von Krankheitsaktivitat, Vor- und
Begleiterkrankungen, Komedikation (v.a. Imnmunmodulatoren) und infusions-
/injektionsassoziierten Nebenwirkungen, sowie der Krankheitsaktivitat entweder
Uber den DAS-28 (CRP/BSG) oder den Simple Disease Activity Index (SDAI).
Anstelle des BASDAI kénnte auch der Ankylosing Spondylitis Disease Activity
Score (ASDAS) zur besseren Beurteilung der Krankheitsaktivitat unter einem
TNF-a-Inhibitor verwendet werden
e Nachweis von neutralisierenden ADA mittels Flissigchromatographie mit
Massenspektrometrie-Kopplung (wie in 8.7.2 beschrieben) und Vergleich dieser
mit tADA und fADA. Dadurch kénnten die neutralisierenden ADA gegenlber der
gesamt ADA identifiziert und ggf. eine klinische Relevanz festgestellt werden.
e Durchflihrung einer Studie, die entsprechend der gemessenen Befunde

strategische Therapieentscheidung trifft und deren Outcome beobachtet
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Ergdnzende Studien zu dem Thema konnten sich inhaltlich mit folgenden
Problemstellungen beschaftigen:

e Pharmakokinetik und Dynamik von persistierenden ADA

e Pharmakokinetik und Dynamik von ADA bei Dosisreduktion des

Therapieantikdrpers

8.10 Zukunftsmarkt Biosimilars

Die Biologikatherapie ist eine sehr effektive, jedoch auch eine sehr kostenintensive
Therapie. 2016 war Humira ® (AbbVie) das am héaufigsten verschriebene
Biopharmazeutikum in den Vereinigten Staaten von Amerika und erbrachte einen Umsatz
von 16 Milliarden Euro '42. Aufgrund der hohen Kosten ist der Zugang zu diesen
Substanzen limitiert. Im Gegensatz dazu ist der Gebrauch von Biosimilars durch ihren
niedrigeren Preis von beachtlichem wirtschaftichem Interesse. Mit dem wachsenden
Markt an Biosimilars gibt es kinftig mehr Optionen flir Gesundheitssysteme einerseits
friher den Zugang zu einem Biologikum zu ermdglichen, als auch von einem teuren
Originalpraparat zu einer kostengunstigeren Alternative zu wechseln. Dadurch kann der
Druck auf die Gesundheitssysteme verringert und ein fritherer und schnellerer Zugang
zu einer Biologikatherapie ermdglicht werden 12143, Es wird eine Kostenersparnis von
11,8-33,4 Milliarden Euro zwischen 2007 und 2020 in der Europaischen Union erwartet
144 Bisherige Studien haben sich in jungster Vergangenheit mit dem Wechsel zum
Biosimilar beschaftigt und keinen Unterschied in Sicherheit, Wirksamkeit und
Immunogenitat zum Originalpraparat, oder durch den Wechsel feststellen kénnen 145147,
TDM wurde als hilfreiches Tool fir den Wechsel bezeichnet, da so z.B. eine optimale
Infliximabeinstellung gemaR der in der Literatur empfohlenen Werte erfolgen kann 148,
Durch die medikamentdse Therapie nahert sich die Lebenserwartung von Patient*innen,
die von einer chronisch-inflammatorischen Erkrankung betroffen sind, der der
Allgemeinbevolkerung an 128149 Insbesondere wegen der langeren Erkrankungsdauer ist
es essentiell wichtig, dass die Medikamentensicherheit fir diese langen Einnahmedauern
garantiert ist und die Lebensqualitat verbessert wird 28, Durch den systemischen
Charakter dieser Erkrankungen bedarf das optimale Patient*innenmanagement eine
umfassende Krankheitsbetrachtung, das sowohl subjektive als auch objektive Parameter

erfasst. Zusatzlich zu den Scores zur Erfassung der Krankheitsaktivitat (DAS-28 oder
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BASDAI) sollte radiologische und laborchemische Diagnostik erfolgen, da die Scores
alleine nicht ausreichend zur Beurteilung des Krankheitsverlaufs sind 93-95.150,

Die vorliegende Untersuchung hat gezeigt, dass die Erfassung von Serumspiegeln und
ADA-Status noch eine Herausforderung fiir den klinischen Alltag darstellt, aber eine sehr
effektive Methode ist, die objektiven Beurteilungsparameter fur chronisch-
inflammatorische Erkrankungen zu erweitern auf deren Basis wegweisende
Entscheidungen flr weitere Therapiemodifikation getroffen werden kénnen. Dies ist eine
vielversprechende Madglichkeit, Wirkverlust zu verstehen, die Ursache dafur zu
identifizieren und eine schnelle und gezielte Therapieumstellung zu ermdglichen. Ohne
TDM dauert die Identifizierung des Wirkverlustes und die anschlielende
Therapieumstellung unter Umstanden langer, ist damit kostenintensiver und fur die
Patient*innen und deren Krankheitsverlauf nicht profitabel. TDM wird zukunftig durch den
vermehrten Einsatz von Biosimilars einen (noch) wichtigeren Stellenwert im
Patient*innenmanagement haben, da deren immunogene Wirkung noch unzureichend

bekannt ist. Erste ELISA dafiir sind bereits entwickelt worden 149,

Ziel sollte es sein, eine individuelle Therapie zu gewahrleisten, die im Idealfall das
optimale Therapieschema auf Basis von belastbaren, quantifizierbaren biochemischen
Parametern findet. Im Sinne der multimodalen Therapie sollten dabei die subjektiven

psychosozialen Faktoren jedes Einzelnen bericksichtigt werden.
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