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I. EINLEITUNG

1. Klinische Rationale (Darlegung der Notwendigkeit einer

medikamentenfreisetzenden Intraokularlinse)

1.1. Die Katarakt (Grauer Star)

Die Linse ist eine bikonvexe, transparente Struktur mit einer Dicke von ungefdhr 5 mm
und einem Durchmesser von 9 mm'. Funktionell dient die Linse dem Biindeln von Licht
auf der Retina. Mithilfe des Ziliarmuskels kann ihre Konvexitit verdndert werden, um
somit Objekte in verschiedener Distanz zum Auge ausreichend fokussieren zu konnen.

Man nennt diesen Prozess Akkommodation.

Bei ausgeprigter Verfarbung und Transparenzminderung der Linse, einhergehend mit

einer Storung der Sehkraft, spricht man von Katarakt’.

Die Katarakt ist nach wie vor eine der Hauptursachen eines Verlustes von Sehvermdgen
weltweit’. Die Zunahme der Lebenserwartung in Europa fiihrt zu einem Anstieg der
Inzidenz und Privalenz der Katarakt in der westlichen Welt*. Im Jahr 2010 war jede dritte
Blindheit weltweit bedingt durch diese. Jede sechste Einschriankung des Sehvermogens

lieB sich ebenso auf die Katarakt zuriickfithren.

1.2. Atiologie und Pathogenese der Katarakt

Die Atiologie der Katarakt ist multifaktoriell®. Die Spannweite reicht von traumatischen
(Kontusionen oder Perforationen) iiber endokrine Ursachen (z.B. Diabetes mellitus),
Strahlung (Infrarot- oder Rontgenstrahlung), chemische und medikamentdse Einfliisse
(z.B. Naphthalin oder Kortikosteroide) bis hin zu angeborenen Ursachen (im Rahmen

einer Trisomie 21 oder Myotonie)’.

Einer der Hauptrisikofaktoren jedoch fiir die Entstehung eines grauen Stars, ist das Alter.
Zwei Dirittel aller Erkrankungen werden bei Menschen tiber 70 Jahren diagnostiziert. Eine
gesunde Linse gewdhrleistet durch Aufrechterhaltung ihres Wasser- und
Elektrolythaushalts mithilfe einer selektiven semipermeablen Membran, absolute
Transparenz. Im Zuge des Alterungsprozesses kann es zur Bildung von oxidativen
Radikalen mit Destruktion dieser Pumpen kommen®. Es kommt zum Schwellen der
Linsenfasern. Natrium und Kalzium wandern in die Zellen, wihrend Kalium groBtenteils

verdrangt wird. Zusétzlich sinkt die antioxidative Kapazitit der Linse durch einen
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progredienten Verlust der Aktivitit von Glutathion’ und durch die Menge an Vitamin C

im Kammerwasser'’. Die Linse triibt letztlich ein.

Abbildung I-1 Die Katarakt: Klinisches Bild einer Katarakt in der Spaltlampenuntersuchung
(modifiziert nach American Academy of Ophthalmology)"'

1.3. Therapie der Katarakt
Die chirurgische Versorgung der Katarakt durch Implantation einer Intraokularlinse ist
eine der haufigsten durchgefiihrten Operationen weltweit. Gleichzeitig gilt sie als eine

der effektivsten Eingriffe der Medizin'>.

Sie erfolgt meist in lokaler Anésthesie. Dabei wird iiber eine kleine Inzision in der Kornea
mit chirurgischen Instrumenten unter Ausiibung moglichst wenig physikalischer Reizung
in das Auge eingegangen. Die Erdffnung der Linse erfolgt durch eine zirkuldre
Kapsulorhexis der vorderen Kapsel. Sémtliche Linsenfasern werden mittels
ultraschallunterstiitzter Phakoemulsifikation oder eines Femtolasers zur Aufweichung der
verhirteten Anteile entfernt. Residuale Linsenfasern werden nach Lockerung aspiriert
und aus dem Kapselsack entfernt. Letztlich bleibt ein Kapselsack mit intakter hinterer

Kapsel und einer kreisrund erdffneten vorderen Kapsel in situ erhalten. Der leere
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Kapselsack wird mit einer Intraokularlinse befiillt, um weiterhin einen Beitrag zur
Brechkraft des Auges zu leisten. Als Authdngung dienen die zuriickgebliebenen
Zonulafasern, die den Kapselsack befestigen. Die Operationszeit betrdgt ca. 10 — 15

. 13-15
Minuten .

Neuere Femtolaser-assistierte Systeme sind bereits in klinischer Anwendung.
Urspriinglich fanden diese Einsatz bei der Inzision der Kornea. Mittlerweile tibernehmen
sie unter anderem auch die Kapsulorhexis und die Linsenfragmentation. Bisher konnte
eine  Gleichwertigkeit der Femtolaser-assistierten Methode gegeniiber der

herkdmmlichen Variante belegt werden'®.

1.4. Nachstar

Nachstar ist die hdufigste Komplikation nach einer Katarakt-Operation. Bei einem nicht
unbetriachtlichen Anteil an Patienten entwickelt sich der Nachstar mit sekundirem
Visusverlust, der wiederum eine Laserchirurgie zur Korrektur bedarf. In 5 Jahren nach
einer Katarakt-Operation erkranken rund 45 % der iiber 60-jihrigen an Nachstar'’. In der
Gruppe der unter 40-jdhrigen liegt die Rate mit 70 % hoher. Bei Kindern bildet sich der

Nachstar deutlich schneller aus'®.

1.4.1. Pathophysiologie

Nach jeder durchgefiihrten Katarakt-Operation verbleiben residuale Linsenepithelzellen
auf der Vorderseite des Kapselsacks und am Kapseldquator, die fiir die Entwicklung des
Nachstars  verantwortlich sind'”. Durch Proliferation, Migration, Epithelial-
mesenchymale Transition (EMT), Kollagenverdnderungen und Regeneration von
Linsenfasern aus Linsenepithelzellen kommt es zur zunehmenden Triibung der hinteren

Kapsel®

. Die Katarakt-Operation ruft eine Wundheilungsreaktion in der Linse sowie in
deren Kapsel hervor. Zuriickgebliebene Linsenepithelzellen proliferieren und migrieren
iiber die hintere Kapsel (Abbildung I-2). Linsenfasern regenerieren sich und es kommt
zur EMT?'. In der Klinik unterscheidet man zwei morphologische Typen des Nachstars:
Den proliferativen und den regenerativen Nachstar. Der proliferative Nachstar entsteht
durch Proliferation und Migration der Linsenepithelzellen, die eine EMT durchlaufen und
letztendlich zu einer fibrésen Metaplasie mit ausgepriagtem Visusverlust durch
Faltenbildung der hinteren Kapsel fiihren*’. Der regenerative Nachstar entsteht aus den
am Linsendquator sitzenden Linsenepithelzellen, die eine Regeneration und Fibrose der

crystallin-freisetzenden Linsenfasern bewirken. Es kommt zur Bildung von Elschnig-

Perlen und Soemmering-Ringen."”.
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Auf molekularer Ebene ist der Entwicklungsprozess des Nachstars noch nicht zur Ginze
erforscht. Mehrere In-vitro-Studien und Experimente an Tieren schreiben verschiedenen
Zytokinen sowie Wachstumsfaktoren eine entscheidende Rolle in der Pathophysiologie

des Nachstars zu>’.

Als Vertreter der Wachstumsfaktoren seien TGFf (Transforming-Growth-Factor beta)
und FGF (Fibroblast-Growth-Factor) genannt. Auflerdem tragen hohe TGFp-Spiegel
aktiv an der Formation des Nachstars bei**. Verletzungen an okulirem Gewebe bewirken
nachweiBlich erhohte Spiegel an TGFB”. Des Weiteren spielen Matrix-
Metalloproteinasen eine bedeutende Rolle in der Nachstar-Formation®®. Humane
Linsenepithelzellen werden durch Inhibition von Matrix-Metalloproteinasen in ihrer

Migration sowie der Kontraktion der Linsen-Kapsel gehindert®’.

Vordere Kapsel

\ Residuale Linsenepithelzellen
/ o ty ‘ - - A
ol -_— Intraokularlinse i !\)

Linsen-Haptik
Hintere Kapsel

Faltenbildung der hinteren Kapsel

Abbildung I-2 Pathophysiologie des Nachstars (modifiziert nach Wormstone et al.*: Dargestellt ist
die Ausgangslage nach Katarakt-Operation und Einbringen einer Intraokularlinse. Es verbleiben wenige
residuale Linsenepithelzellen an der vorderen Kapsel. Diese wachsen im néchsten Schritt in Richtung
Haptikz?rzlf greifen auf die hintere Kapsel liber. Es kommt zur Fibrose und Faltenbildung der hinteren
Kapsel™ .

1.5. Konventionelle Therapieverfahren des Nachstars

Das akzeptierte Standardverfahren zur Behandlung des Nachstars ist die sogenannte
Neodymium:yttrium-aluminium-garnet ~ Laser-Kapsulotomie ~ (Nd:YAG)*.  Die
Anwendung der Nd:YAG-Kapsulotomie in der Therapie des Nachstars wurde in den
1980er-Jahren von Fankhauser et al.”’ und Aron-Rosa et al.”’ beschrieben. Zuvor wurde

der Nachstar durch chirurgische Spaltung der hinteren Kapsel noch wéhrend der
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Katarakt-OP oder spiter therapiert’'.

Bei der Nd:YAG-Kapsulotomie wird mittels Laser im infraroten Lichtspektrum eine
Pulswelle auf der Innenseite der hinteren Linsenkapsel erzeugt. Dadurch kommt es zu
einem Riss dieser diinnen Schicht’. Die Laser-Kapsulotomie birgt jedoch auch einige
Risiken und Komplikationen. Es kann zu einem Anstieg des Augeninnendrucks, einer
Netzhautablt')sung32, einem zystischen Makuladdem®', Uveitiden®, einem Korneaddem®*
oder einer Irisblutung’' kommen. Des Weiteren sind Veréinderungen der Intraokularlinse
moglich: Das Verschieben der Intraokularlinse im Kapselsack® oder Verénderungen in
der optischen Transparenz’®. Das Outcome der Nd:Y AG-Kapsulotomie ist nach wie vor
sehr gut. Terry et al. beschreiben in iiber 90 % der Félle eine sofortige Besserung der

Sehkraft®’.

Aufgrund der Haufigkeit des Nachstars'’, den damit verbundenen hohen Kosten®® und

der Fiille an Komplikationen wird nach anderen Moglichkeiten der Nachstarprophylaxe

gesucht.

2. Stand der Forschung: Aktuelle klinische Moglichkeiten der
Nachstarprophylaxe

2.1. Design und Material von Intraokularlinsen

Es hat sich bestitigt, dass das Design von Intraokularlinsen eine entscheidende Rolle in
der Formation des Nachstars spielt”. Bereits Anfang der 90er-Jahre wurde ein signifikant
geringeres Auftreten des Nachstars bei Intraokularlinsen mit kantigem Umschlag von der
Vorder- auf die Riickseite entdeckt™’. Im Laufe der Zeit erkannte man, dass hauptsichlich
die hintere optische Kante fiir die Entwicklung des Nachstar ausschlaggebend ist”. Die
hintere optische Kante entspricht dem Umschlagspunkt der hinteren Linsenfldche auf die
Linsenkante. Letztlich konnten Nishi et al. in mehreren Studien, unter anderem am
Hasenmodell zeigen, dass nicht vorrangig das Material (Silikon, Polymethylmethacrylat
oder hydrophobes Acrylat) der Intraokularlinse, sondern die Form der Kante
entscheidend fiir die Prophylaxe des Nachstars ist. Die geringste postoperative Inzidenz
des Nachstars zeigte sich bei Intraokularlinsen mit der sogenannten scharfen Kante*" *.
Mithilfe der scharfen Kante schafft es die Intraokularlinse den kontinuierlichen Verlauf
der hinteren Kapsel etwas zu durchbrechen und damit den Kontakt zwischen

migrierenden Linsenepithelzellen (LEC) zu vermindern®.

Betreffend das Material unterscheidet man derzeit im Wesentlichen zwei Arten von
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Intraokularlinsen: Acrylat mit hydrophilen bzw. hydrophoben Eigenschaften®. Es konnte
gezeigt werden, dass Intraokularlinsen mit hydrophilem Acrylat besser biokompatibel
sind*, gleichzeitig aber eine erhdhte Inzidenz von Nachstar™ gegeniiber PMMA-
Intraokularlinsen oder Intraokularlinsen aus Silikon aufweisen, weswegen diese in der

Klinik mittlerweile obsolet sind*®.

2.2. Chirurgische Moglichkeiten der Nachstarprophylaxe

Es wurden verschiedene chirurgische Techniken untersucht, um diese LEC moglichst
vollstindig mit der Linse zu entfernen. Zu den Methoden gehdrten neben
ultraschallunterstiitzter Entfernung der LEC verschiedenste Aspirationstechniken®” **,
Obendrein wurde ein manuelles Sdubern der verbliebenen Kapsel mit metallenen oder
aus Silikon gefertigten Schabern sowie mit eigens gefertigten Kiiretten versucht*’. Nishi
et al. beschreiben ein signifikant geringeres Auftreten von Nachstar bei Verwendung der
ultraschallunterstiitzten Vakuumextraktion von residualen Linsenepithelzellen und —
fasern*’. Khalifa et al. hingegen beschrieben keinen signifikanten Unterschied zwischen
manuell bereinigter und nicht bereinigter Kapsel beziiglich des Langzeitauftretens von
Nachstar’’. In einer anderen Studie wurden die Nachstar-Raten zwischen klassischer
Phakoemulsifikation, Phakoemulsifikation kombiniert mit Vakuumextraktion sowie eine
extrakapsuldre Katarakt-Extraktion (ECCE) verglichen. Es zeigte sich zwar eine
signifikant geringere LEC-Zahl bei Phakoemulsifikation gegeniiber der ECCE, die
Zellproliferation der einzelnen Gruppen blieb davon aber unbeeintrichtigt, sodass fiir
eine addquate Prophylaxe des Nachstars eine fast 100 %-ige Entfernung der

Linsenepithelzellen notwendig ist’'.

3. Experimentelle Ansitze: Pharmakologische
Nachstarprophylaxe
3.1. Potentielle Pharmaka in der Nachstarprophylaxe

Aufgrund der multifaktoriellen Pathogenese und zahlreicher molekularbiologischer
Grundlagen in der Pathogenese des Nachstars bieten sich vielerlei pharmakologische
Angriffspunkte zur Prophylaxe des Nachstars. Deshalb gibt es zahlreiche préiklinische
Arbeiten, die potenzielle Stoffe identifizieren™. Eine klinische Anwendung ist bisher

noch nicht erfolgt.

Eine strukturierte Literaturrecherche auf PubMed konnte 62 Substanzen, die einen

Einfluss auf den Nachstar haben sollten, identifizieren. Weiter evaluiert wurden lediglich
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Stoffe, die durch die US Food and Drug Administration oder die Europdische
Arzneimittel-Agentur zugelassen sind. Mutagene Substanzen bzw. Substanzen deren
Tréger ein Virus ist oder RNA enthélt, wurden ebenso vom Screening ausgeschlossen.
Voraussetzung war aullerdem, dass die pharmakologischen Substanzen sicher im Labor

zu verwenden sind und zellkultur-kompatibel sind>’.

Die 21 tibriggebliebenen Stoffe wurden zum einen auf ihre proliferationshemmende
Wirkung auf Linsenepithelzellen sowie moglicherweise auftretende toxische Effekte
untersucht. Im Rahmen einer anderen Promotionsarbeit (Herr Pongsthorn Piravej) in
unserem Labor wurden potenzielle Pharmaka zur Nachstarprophylaxe systematisch
miteinander verglichen. Schlussendlich zeigten sich folgende fiinf Stoffe als ausreichend
proliferationshemmend bei gleichzeitig nicht-toxischer Wirkung auf

Linsenepithelzellen™.

3.1.1.  Disulfiram

Einer dieser Kandidaten ist der Aldehyddehydrogenase-Hemmer Disulfiram. Eigentlich
eingesetzt bei Alkoholabusus®™ wirkt es unter anderem inhibierend auf Matrix-
Metalloproteinasen’ und damit reduktiv auf die Proliferation von Linsenepithelzellen®’.
Uberdies wurde in den 1970er-Jahren synergistische Effekte von Disulfiram mit einigen

Chemotherapeutika in Bezug auf das Mammakarzinom beobachtet™.

3.1.2.  Retinsiure

Retinoide gelten als antiproliferativ wirkende Substanzen, die das Wachstum von
epithelialen, mesenchymalen und neoplastischen Zellen hemmen®’. In der
Ophthalmologie wird der Wirkstoff bereits seit einigen Jahren topisch bei Xerophthalmie
angewandt™. Inan et al. konnten in einer Studie an Hasen zeigen, dass es bei
intrakapsuldrer Anwendung von Retinsdure wihrend der Phakoemulsifikation, zu

signifikant geringerem Auftreten von Nachstar nach drei Monaten kommt™.

3.1.3.  Rapamycin

Ebenso ein potenzielles Pharmakon in der Nachstarprophylaxe ist Rapamycin.
Rapamycin ist ein Immunsuppressivum mit antiproliferativer Wirkung®. Rapamycin-
freisetzende Koronarstents befinden sich bereits in klinischer Anwendung und zeigen
bedeutend geringere Restenose-Raten®'. Aus einer Studie von Liu et al. geht hervor, dass
durch Rapamycin die Zeit bis zum Auftreten von Nachstar im Hasen-Modell signifikant

verlangert werden konnte®.
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3.14.  Kaffeesiure-Phenethylester
Kaffeesdure-Phenethylester fiihrte in einer Studie am Hasen-Modell nach intrakapsulérer

Injektion zu einer signifikant geringeren Rate an Nachstar®.

3.1.5.  Methotrexat

Zuletzt sei noch Methotrexat (MTX) erwidhnt, welches als Folsdure-Analogon in der
Therapie von Neoplasien und Autoimmunerkrankungen angewandt wird®*. Hansen et al.
zeigten, dass MTX in Kombination mit spezifischen Antikorpern gegen das
Basalmembran-Kollagen effektiv das Wachstum von Linsenepithelzellen inhibiert®. Es
existieren bereits etliche Studien zur intravitrealen Anwendung von MTX bei ZNS-
Lymphomen mit okuldrer Beteiligung®, proliferativer Vitreoretinopathie®” und

altersbedingter Makuladegeneration®®.

4. Stand der Forschung: Entwicklung von

medikamentenfreisetzenden Intraokularlinsen

Die Oberflachenmodifikation von Intraokularlinsen wird als eine bequeme Methode der
Nachstarprophylaxe diskutiert. Die modifizierte Intraokularlinse soll im Rahmen der
Katarakt-Operation eingefiihrt werden und einen weiteren operativen Eingriff ersparen™.
Ziel ist es, durch die Beschichtung der Intraokularlinse mit Pharmaka einerseits deren
Biokompatibilitdt aufrechtzuerhalten und andererseits einen Medikamententrager zu

erstellen, der auch langerfristig einen konstanten Medikamentenspiegel gewihrleistet®.

Letztlich konnen drei Moglichkeiten der Modifikation von Intraokularlinsen
unterschieden werden (Abbildung 1-3): das Beschichten der Linsenoberfliche (,Lens
coating’), das Beladen des gesamten Linsenacrylates (,Lens soaking’) und die

Modifikation der Linsenhaptik® .

Beim Lens soaking nutzt man die chemischen Eigenschaften der pharmakologischen
Substanz sodass sie selbst mit der Oberfliche und dem Inneren der Intraokularlinse
Verbindungen eingeht. Die Menge an Arzneimittel, die in die und auf der Linse
aufgenommen wird, hingt von vielen Faktoren ab: Intraokularlinsen-Material (Silikon,
hydrophiles oder hydrophobes Acrylat), Intraokularlinsen-Design (GroBe, Haptik-
Design), die Beladungszeit mit Pharmakon, die chemische Struktur und die molekularen

Eigenschaften sowie Umweltfaktoren wie die Temperatur’" 72,

Haptikmodifikationen wurden bereits in unterschiedlicher Form untersucht. Eperon et al.

beluden PLGA mit Triamcinolon und gossen aus diesem Gemisch kleine Scheibchen.
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Diese wurden wie eine Kette auf die Haptik gefddelt und im Hasen-Modell evaluiert. Es
zeigte sich eine signifikant verringerte Entziindungsreaktion im Sinne einer Reduktion

der Entziindungszellen und der Proteine im Kammerwasser’”.

Beim Verfahren des ,Lens coating’ werden Arzneistoffe hdufig mit biokompatiblen
Linkermolekiilen (z.B. PLGA: Polylactid-co-Glycolid”* oder pHEMA: poly-
Hydroxyethylmethacrylat) kombiniert, um ein Maximum an Effizienz in der
Beschichtung zu erreichen ®. Liu et al. beschichteten die Kanten von Intraokularlinsen
mithilfe von Druckluft mit einem Gemisch aus Rapamycin und PLGA. Diese
Intraokularlinsen wurden Hasen eingesetzt und im Follow-up die Entziindungszellen und
Proteine im Kammerwasser bestimmt. Auch hier lieB sich ein signifikant geringer

ausfallender Entziindungsprozess gegeniiber den unbeschichteten Linsen finden®.

Pharmakologisch
unmodifizierte IOL

Oberflachen Modifikation
(Coating)

Modfikation des
gesamten |IOL-Volumens
(Soaking)
(Impregnation)

Modifikation der Haptik
(Slow release devices)

Abbildung I-3 Intraokularlinsen-Modifikationen: Dargestellt sind die verschiedenen Moglichkeiten
der Modifikation von Intraokularlinsen. a: unmodifizierte Intraokularlinse; b: beschreibt das Verfahren des
,Lens coating’, wobei nur die Oberfliche der Intraokularlinse modifiziert wird; c: Mithilfe des ,Lens
soaking’ wird das komplette Acrylat der Intraokularlinse mit Arzneimittel beladen; d: Haptikmodifikation
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mittels zuvor priparierter Medikamenten-Tréger (meist aus Linkermolekiil und Arzneistoff)®.

5. Ein Medizinprodukt - Die medikamentenfreisetzende

Intraokularlinse

Die vorgelegte experimentelle Doktorarbeit beschéftigt sich nicht mit den molekularen
Grundlagen der Medikamentenwirkung. Diese wurden in der Literatur schon
weitestgehend beschrieben’”. Das Ziel war die Durchfilhrung eines translationalen
Forschungsprojektes. Es soll ein geeignetes Trigersystem fiir eine pharmakologische
Substanz gefunden werden, das zeitnah klinisch eingesetzt werden kann. Um diesen
Prozess zu vereinfachen, sollten schon in den priklinischen Studien einige Uberlegungen

getroffen werden.

5.1. Einordnung der medikamententragenden Intraokularlinse als
Medizinprodukt

Hinsichtlich des Zulassungsverfahrens unterscheidet das Bundesinstitut fiir Arzneimittel

und Medizinprodukte (BfArM) oder immer mehr die European Medicines Agency

(EMA) neben vielen Besonderheiten grob zwei verschiedene Verfahren: Die

Medizinproduktzulassung und die Arzneimittelzulassung’”.

Medizinprodukte sind Produkte mit medizinischer Zweckbestimmung, die primédr nicht
iiber pharmakologische, immunologische oder metabolische Wege wirken, sondern
vielmehr zum Beispiel physikalisch. Ihre Anwendung ist durch den Hersteller fiir den
Menschen  bestimmt. Anders als  Arzneimittel unterliegen diese dem
Medizinproduktegesetz (MPG). Hierzu zédhlen vor allem Implantate, Produkte zur
Infusion, Injektion, Dialyse, aber auch medizinische Software, Herzschrittmacher und

viele mehr. Die exakte Definition ist iiber den § 3 des MPG geregelt’®.

Bei der Intraokularlinse als Medikamententrager ist die Produktabgrenzung zwischen
Medizinprodukt und Arzneimittel nicht einfach, da sie sowohl ein Arzneimittel enthélt
als auch ein Medizinprodukt ist. Gesetzlich wird folgende Regel aufgefiihrt: ,, ... die
Entscheidung dariiber, ob ein Produkt ein Arzneimittel oder ein Medizinprodukt ist,
erfolgt insbesondere unter Beriicksichtigung der hauptsdchlichen Wirkungsweise des
Produkts (...)“"". Die Intraokularlinse als klassisches Medizinprodukt’ hat die klare
primire Aufgabe zur Behebung der Katarakt und Wiederherstellung der Sehkraft. Die
pharmakologische Modifizierung zur Verhinderung des Nachstars ist eine sekundére

Aufgabe.
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Letztlich konnen die Gesetzesgrundlagen keine Empfehlungen zur Beachtung aufzeigen
und niemals einen Anspruch auf Vollstiandigkeit oder gar Allgemeingiiltigkeit erheben’®
Die Bewertung des Produktes erfolgt als Einzelfallentscheidung’’. Jedoch werden
dhnliche Implantate wie der medikamentenbeschichtete Stent als Medizinprodukt mit

CE-Kennzeichnung bewertet””.

5.2. Die wichtigsten Eckpunkte in der Medizinproduktzulassung

Auch die Zulassung eines Medizinproduktes sowie deren Zertifizierung unterliegt den
gesetzlichen Regelungen des MPG. Im zweiten Abschnitt des MPG sind sémtliche
Anforderungen an Medizinprodukte sowie Voraussetzungen flir die Zulassung eines

Medizinproduktes festgelegt’:

o Es darfkein Medizinprodukt in Umlauf gebracht werden, das Menschen schadet,
abgelaufen ist oder nicht die versprochene Leistung erbringt, die ihm beigelegt
wurde.

o Verantwortlich fiir das Inverkehrbringen eines Medizinproduktes ist der
Hersteller.

o [n Deutschland diirfen nur Medizinprodukte in den Verkehr gebracht werden, die
mit der CE-Kennzeichnung versehen sind.

o Die CE-Kennzeichnung kann nur angebracht werden, wenn das implantierbare
Medizinprodukt Anhang 9 der Richtlinie 90/385/EWG erfiillt.

o FEbenso muss eine Stelle benannt werden, die die Einhaltung der Kriterien nach

Richtlinie 90/385/EWG priift.

Die Eignung eines Medizinproduktes fiir den veranschlagten Verwendungszweck muss
anhand klinischer Daten belegt werden. Diese miissen unter anderem auch die Testung
von unerwiinschten Wirkungen beinhalten. Diese klinische Priifung sieht zuvor ein
Votum der Ethikkommission vor. Liegt dieses vor, kann ein Genehmigungsverfahren bei
der Bundesoberbehorde eingereicht werden. Im Falle der medikamentenfreisetzenden

Intraokularlinse ist dies das Bundesinstitut fiir Arzneimittel und Medizinprodukte’’.
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I1. ZIELSETZUNG

Ziel dieser Arbeit war es, eine medikamentenfreisetzende Intraokularlinse zu entwickeln.
Dabei wurde sich streng an den Anforderungen einer Medizinproduktentwicklung
orientiert. Zunédchst wurden im Rahmen einer anderen Doktorarbeit zahlreiche bereits
publizierte Pharmaka™ vorevaluiert. Diese Stoffe wurden so klassifiziert, dass eine
klinische Anwendung mittelfristig wahrscheinlich ist. Im Anschluss sollte die Wirkung
der Intraokularlinse auf die Verhinderung des Nachstars in vitro und in vivo getestet
werden. Letztlich sollte die Intraokularlinse neben ihrer eigentlichen Funktion als
transparenter Linsenersatz zu einem geeigneten Medikamententriger aufgewertet
werden, ohne sie in ihrer urspriinglichen Funktion und Ergonomie fiir den Operateur
einzuschrinken. Ein wichtiges Kriterium der Medizinproduktentwicklung ist die

Sicherheit. Diese sollte ebenfalls in dieser Arbeit untersucht werden.
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I11. MATERIAL UND METHODEN

1. Zellkultur

Arbeiten an der Zellkultur erfolgten unter sterilen Bedingungen an einer mit Lamina Air
Flow ausgestatteten sterilen Arbeitsbank. Fiir alle Versuche wurde die spontan
immortalisierte Zelllinie FHL-124 (M. Wormstone, GroBbritannien)* sowie die Zelllinie
CEC-SV40 (J. Bednarz, Deutschland)®' verwendet. Die Zellen wurden auf
unbeschichteten Zellkulturflaschen (NUNC, Langenselbold, Deutschland) in 12 ml MEM
Earle’s (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) kultiviert. Das Zellkulturmedium (MEM
Earle’s) wurde mit 10 % fetalem Kélberserum (Biochrom AG, Berlin, Deutschland), 50
IU Penicillin/ml und 50 pg Streptomycin/ml (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)
versetzt. Die Zellkultivierung fand unter standardméfigen Zellkulturbedingungen, in
einem Inkubator (Hera Cell 150, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) bei 37°C und
einem 5% Kohlenstoffdioxidgehalt, statt. Das Zellkulturmedium wurde jeden zweiten
Tag erneuert. Die Zellen wurden tdglich unter dem Phasen-Kontrast-Mikroskop DFC 295
(Leica Microsystems, Solms, Deutschland) untersucht und nur bei deutlich sichtbarer
Proliferation fiir weitere Versuchsvorhaben verwendet. Bei mikroskopischer Konfluenz
des Zellrasens kam Versene 1 : 5000, angereichert mit Trypsin 2.5 % (Invitrogen-Gibco,

Karlsruhe, Deutschland), zur Subkultivierung zum Einsatz.

2. Pharmaka

Mithilfe von Proliferations- und Toxizitdts-Assays konnten in unserem Forschungslabor
im Rahmen einer anderen Promotionsarbeit (Herr Pongsthorn Piravej) zuvor Pharmaka
mit potenzieller Proliferationshemmung auf Linsenepithelzellen in nicht toxischer
Konzentration eruiert werden (Daten hier nicht gezeigt). Diese wurden im Rahmen der
folgenden Arbeit sowohl in In-vitro-Modellen, als auch in Ex-vivo-Modellen auf ihre

proliferationshemmende Komponente untersucht und verglichen (Tabelle III.1).

Pharmakon Hersteller Trigerlosung Konzentration in Fiir Versuch
Trigerlosung
Disulfiram Sigma-Aldrich, | PBS Dulbecco’s >10 uM e Vorderaugenabschnittsmodell

St. Louis, USA

Methotrexat Sigma-Aldrich, | PBS Dulbecco’s > 750 uM e  Vorderaugenabschnittsmodell
St. Louis, USA e  Humanes Kapselsackmodell



Rapamycin

(Sirolimus)
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Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA

Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA

Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA

Tabelle II1.1 Pharmakologische

PLGA-2-

Propanol

PBS Dulbecco’s

PBS Dulbecco’s

PBS Dulbecco’s

Stoffe wund

unterschiedlichen Zellkulturmodellen

3.

> 750 pM

deren

Verwendete Intraokularlinsen

>1mM

> 250 pM

> 100 uM

Konzentration

ur

Laborchemische
Konzentrationsbestimmung

Toxizitdtsuntersuchung

Vorderaugenabschnittsmodell
Humanes Kapselsackmodell
Laborchemische
Konzentrationsbestimmung

Toxizitédtsuntersuchung

Vorderaugenabschnittsmodell
Humanes Kapselsackmodell

Toxizititsuntersuchung

Vorderaugenabschnittsmodell
Humanes Kapselsackmodell

Toxizitidtsuntersuchung

Vorderaugenabschnittsmodell
Humanes Kapselsackmodell

Toxizititsuntersuchung

Untersuchung in

3.1. Hoya YA-65BB

Die Intraokularlinse YA-65BB (Hoya Surgical Optics GmbH, Frankfurt am Main,
Deutschland) wird aus hydrophobem Acrylat mit hydrophoben
Oberflacheneigenschaften, scharfer Kante sowie einer C-formigen Haptik gefertigt. Sie
besitzt einen Gesamtdurchmesser von 13,0 mm bei einem optischen Durchmesser von 6,5

mm. Es handelt sich um eine monofokale, bikonvexe Intraokularlinse.

3.2 Rayner Raysoft 574R

Die Intraokularlinse Raysoft 574R (Rayner Intraocular Lenses Limited, Worthing,
GroBbritannien) besitzt hydrophile Oberflicheneigenschaften ebenso eine scharfe Kante,
bei Fertigung aus hydrophilem Acrylat und V-formiger Haptik. Der Wassergehalt der

Intraokularlinse betrigt 26 %.



III. Material und Methoden 15

4. Pharmakologische Modifikation von Intraokularlinsen

4.1. Beladen des Linsen-Acrylats mit Pharmaka (Einlegemethode)

Beim Verfahren des FEinlegens wurden zuvor unbehandelte, steril verpackte
Intraokularlinsen aus hydrophilem und hydrophobem Acrylat mit Medikamenten
beladen. Die Intraokularlinsen wurde mithilfe einer Pinzette in eine 12-Well
Zellkulturplatten (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) tiberfiihrt und in je 1 ml der
zuvor hergestellten Losung aus PBS und dem entsprechenden pharmakologischen Stoff
eingelegt. Als Negativkontrollen fungierten mit reinem PBS Dulbecco’s beladene
Intraokularlinsen. Nach einer Beladungszeit von 72 Stunden, unter Wahrung der
Sterilitdt, konnten die Intraokularlinsen fiir die weitere Untersuchung in den unten
beschriebenen Zellkulturmodellen verwendet werden. Alle pharmakologischen
Einlegelosungen wurden iiberséttigt, um ein ausreichendes Beladen der Intraokularlinse

zu ermdglichen.

4.2. Modifikation von Intraokularlinsen mithilfe der Biomatrix PLGA
(Beschichten)
Fiir diese Versuche wurde Polylactid-co-Glycolid (PLGA) [Resomer® RG 503 H
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)] mit einer Molekiilmasse von 24000 — 38000 g/mol und
einem Mischungsverhiltnis zwischen Milchséure und Glycolsdure von 50 : 50 verwendet.
Gemeinsam mit 10 ml der Methotrexat-2-Propanol-Suspension wurden 200 mg PLGA in
einen Glaskolben tberfiihrt. Ein Verfliichtigen des 2-Propanols wurde mithilfe von
Parafilm verhindert. Bei einer Temperatur von rund 50 Grad Celsius und maBiger
Riihrgeschwindigkeit verweilte der Glaskolben fiir 24 Stunden auf dem Magnetriihrer
(IKA, Staufen, Deutschland). Nur so konnte eine addquate Verteilung des PLGA in
Losung erreicht werden. Auf dieselbe Weise wurde eine Methotrexat-freie Suspension

aus 2-Propanol und PLGA hergestellt. Diese diente als eine der Negativkontrollen.

Das Beschichten der hydrophilen und hydrophoben Intraokularlinsen erfolgte durch
Luftdruck mithilfe der Airbrush AT-AK-02 (Agora-Tec GmbH, Schmalkalden,
Deutschland), angeschlossen an einen Kompressor (neoLab Migge GmbH, Heidelberg,
Deutschland). Aus etwa 10 cm Entfernung wurden die Intraokularlinsen mit einem
Arbeitsdruck von rund 3 bar fiir ca. 1 — 2 min gleichméBig von allen Seiten mit der MTX-
PLGA-2-Propanol-Suspension bzw. der PLGA-2-Propanol-Suspension bespriiht.
Daneben dienten mit reinem 2-Propanol beladene Intraokularlinsen als weitere

Negativkontrolle. Nach einer Trocknungszeit von 24 Stunden konnten die beschichteten
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Intraokularlinsen fiir die anschlieBenden Versuchsvorhaben verwendet werden.

Alle mittels Airbrush durchgefiihrten Arbeiten fanden ausschlieBlich unter einem

Laborsystem mit Chemikalien-Abzug und Schutzglaswand statt.

3. Vorderaugenabschnittsmodell

Das In-Vitro-Modell des vorderen Augenabschnittes wurde nach Gotoh et al.**modifiziert
und durchgefithrt. Ahnlich dem vorderen Augenabschnitt ist das Modell in zwei
Kammern aufgeteilt: Eine imitiert die Vorderkammer, die zweite den Kapselsack.
Letztere wird durch ein Zellkulturinsert (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA), das eine
modifizierte Intraokularlinse enthélt, welche durch ein Ein-Gramm-Gewicht (Hafner
GmbH, Oberrot, Deutschland) auf einer semipermeablen Membran fixiert wird, gebildet.
Dieses Insert wird in das Well einer 12-Well-Platte tiberfiithrt, welches 1 ml
Zellkulturmedium enthdlt. Die Membran ermoglichte ein freies Diffundieren des
Zellkulturmediums zwischen den beiden Kammern. Dies simuliert die Situation nach
einer Katarakt-Operation im menschlichen Kapselsack und letztlich die Ausgangslage zur
Formation des Nachstars. Die Fixierung der IOL mittels eines Feingewichtes soll einen
durchgehenden Kontakt der Intraokularlinse auf der Membran des Zellkulturinserts

gewihrleisten (Abbildung III-1).

FHL124 Kapselsack
ooo,mc\ﬂﬂ Dcnocooo
O — - TOL [

Obere Kammer Semipermeable Untere Kammer
Membran

Abbildung ITI-1 Vorderaugenabschnitts Modell nach Gotoh et al.¥: 1i.: In-Vivo-Situation bei Nachstar
im humanen Kapselsack; re.: Versuchsaufbau des Vorderaugenabschnittsmodell IOL: Intraokularlinse;
PCO: Nachstar (posterior capsule opacification).

Die Zellen wurden vorsichtig iiber die Oberfliche und an den Rand der Intraokularlinsen

getridufelt. Unter Vermeidung von Erschiitterungen wurde die 12-Well-Zellkulturplatte in
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den Inkubator versetzt. Das Zellwachstum richtet sich von den Réndern der
Intraokularlinsen in Richtung des Zentrums hinter der Intraokularlinse, &hnlich der In-
Vivo-Situation des Nachstars. Nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden wurden die

Proliferation und Migration der FHL-124 Zellen analysiert und ausgewertet.

Bei den Versuchen zur ,Einlegemethode’ wurden pro behandelter Intraokularlinsen zwei
Negativkontrollen mit reinem PBS erstellt. Insgesamt wurden pro Medikament je drei
Versuchsreihen sowohl fiir hydrophile, als auch fiir hydrophobe Intraokularlinsen

durchgefiihrt.

Fiir die Airbrush-Methode wurden drei verschiedene Negativkontrollen verwendet: eine
unbehandelte, eine rein mit 2-Propanol beschichtete sowie eine mit 2-Propanol und
PLGA modifizierte Intraokularlinse. Gesamt wurden je vier Versuchsreihen fiir

hydrophile und hydrophobe Intraokularlinsen vorgenommen.

6. Zellwachstum hinter Intraokularlinsen

Das Vorderaugenabschnittsmodell simuliert den pathophysiologischen Vorgang bei
Nachstar”>. Gemessen wurde quantitativ das Wachstum der FHL-124 Zellen auf der
Membran hinter der Intraokularlinse. Hierzu wurde die mit Zellen bedeckte Oberfldche

mittels fotographischer Auswertung der zuvor gefarbten Membranen gemessen.

6.1. Firbung mit Kristallviolett

Nach Entfernen der Feingewichte und der Intraokularlinsen wurde das Zellkulturmedium
aus den Zellkulturinserts abgenommen. Die darauf adhirierten FHL-124 Zellen wurden
durch eine zehnminiitige Behandlung mit Methanol (Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) fixiert. Nach einer Trocknungszeit von einer Minute wurden die Inserts mit
0.1 % Kiristallviolett-Citrat-Losung bedeckt. Die Herstellung der Kristallviolett-Losung
erfolgte nach Freshney™. Nach 10 Minuten wurden die Inserts mit deionisiertem Wasser

gespiilt. Danach folgte eine 24-stiindige Trocknung bei Raumluft.

Nach der Trocknungsphase wurden die Membranen der Zellkulturinserts vorsichtig und
vollstdndig ausgeschnitten und auf einem Objekttriger angeordnet. Auf 50 Grad Celsius
erhitztes Kaisers Glycerol-Gelatine diente als endgiiltige Fixierung unter dem Deckglas.

Im Anschluss wurden die fertigen Objekttrager bei Raumluft getrocknet und gelagert.

6.2. Fotographische Analyse mit ImageJ
Die Bilder der geférbten Inserts wurden mit der Kamera Canon 5D Mark III (Canon Inc.,

Tokio, Japan) und dem Objektiv EF 100mm/2.8L bei konstanter Entfernung (Canon Inc.,
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Tokio, Japan) aufgenommen.

Die weitere Auswertung wurde mit der Software ImageJ 1.50c4 (Rasband, W., National
Institutes of Health, USA) vorgenommen. Basierend auf einer Farbdichte-Kontrast-
Messung wurde die bedeckte Oberfliche der Inserts mit FHL-124 Zellen quantitativ
bestimmt. Hierzu wurde das Bild in Imagel bearbeitet. Mit der Funktion ,RGB Stack’
wurde das Bild in die Farbspektren Rot, Blau und Griin aufgeteilt. Die einzelnen
Farbspektren wurden automatisch in je ein Graustufen-Bild konvertiert. Fiir die Messung

der Zellausbreitung eignete sich das Griin-Spektrum als kontrastreichstes am besten. Die

Funktion ,Threshold’ legte einen roten Farbschleier tiber die gefarbten Zellen (Abbildung
11-2).

Abbildung I1I-2 Ausgeschnittene Inlays auf Objekttrigern: o.: Fixierte und mit Kristallviolett gefarbte
Inlays; u.: Mit der Threshold-Funktion in ImageJ maskierte Inlays.

Das Ellipsen-Werkzeug eignete sich am besten zur Maskierung der rot {iberlagerten
Zellen auf der Membran. Die rot eingeférbten Pixel konnten quantitativ zur Bestimmung

der bewachsenen Fliache gemessen werden.

Diese Methode wurde bei allen drei bzw. vier Inserts pro Objekttrager durchgefiihrt. Die
erhobenen Daten wurden in Microsoft Excel 2011 (Microsoft Corp., Redmond, USA) zur

weiteren statistischen Auswertung iiberfiihrt.
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7. Toxizitits-Untersuchung mittels XTT-Assay

Der XTT-Assay wurde angelehnt an seinen Erstbeschreiber Scudiero® und angepasst an
die ophthalmologische Zellkultur nach Spitzer® durchgefiihrt. Er basiert auf der
Reduktion von 2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-
Carboxanilid (XTT) durch mitochondriale Dehydrogenasen zu einem gelblich-

braunlichem Formazan-Produkt.

Zur Untersuchung der Toxizitdt auf Zellen des vorderen Augenabschnittes, wurden fiir

die folgende Versuchsreihe eine korneale Endothelzelllinie (CEC-SV40) verwendet.

CEC-SV40 wurden bis zur Konfluenz unter iiblichen Laborbedingungen inkubiert. Bei
Erreichen eines durchgéngigen Zellrasens wurde fiir 24 Stunden serumfreies Medium
appliziert. Im Anschluss wurden analog zum Vorderaugenabschnittsmodell Zellkultur-
Inserts (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA) mit modifizierten Intraokularlinsen sowie
unbehandelten Intraokularlinsen, die als Kontrollen fungierten, iiber den konfluenten

Zellrasen tiberfihrt und fiir 72 Stunden inkubiert.

Nach Abnehmen der Zellkulturinserts und des Zellkulturmediums erfolgte die
Auswertung durch die Hinzugabe von 700 pl einer Losung aus 1 mg/ml XTT in Medium
199 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) sowie 20 pl des Aktivierungsreagens 5 mM
Phenazin-Methosulfat (PMS) in PBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), Inkubation fiir ca.
90 Minuten bei 37°C und letztlich Messung der Absorption bei einer Wellenldnge von
450 nm mittels ELISA-Reader (Spectramax 190, Molecular Devices, Sunnyvale, USA).

8. Laborchemische Methotrexat-Spiegel-Bestimmung

Zur Bestimmung der Methotrexat-Konzentration wurde der Siemens EMIT®
Methotrexat Assay (Siemens AG, Miinchen, Deutschland) analog zu den Angaben des

Herstellers in der zugehorigen Anleitung verwendet.

Sowohl mit Methotrexat und PLGA modifizierte Intraokularlinsen, als auch lediglich
methotrexatbeladene Inraokularlinsen wurden in jeweils 1 ml PBS in einer

Zellkulturschale eingelegt und im Inkubator aufbewahrt.

Téglich fand ein Wechsel der Fliissigkeit statt. Das abgenommene PBS wurde in
Mikroreaktionsgefédle tiberfiihrt und nach addquater Etikettierung gekiihlt an das Institut
fiir Laboratoriumsmedizin iiberstellt, wo die Bestimmung der Methotrexat-Konzentration

mithilfe des genannten Assays vorgenommen wurde.
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Der Versuch wurde sowohl mit hydrophilen als auch mit hydrophoben Intraokularlinsen

jeweils dreimal durchgefiihrt.

9. Humanes Kapselsackmodell

60 humane Spenderaugen von 30 Organspendern im Alter von 21 bis 77 Jahren (mittleres
Alter: 56 Jahre) wurden von der Hornhautbank der Miinchner Universitatsklinik zur
Verfiigung gestellt. Das Spendermaterial wurde innerhalb 12 bis 24 Stunden post-mortem
verarbeitet. Aus der Krankengeschichte aller Organspender waren keine Erkrankungen
des visuellen Apparates bekannt. Die Gewinnung des humanen Spendergewebes erfolgte
unter Wahrung der menschlichen Wiirde sowie einem vorab eingeholten Einversténdnis,
entsprechend der Deklaration von Helsinki und der Zustimmung der lokalen

Ethikkommission (Projektnummer 734-16).

Die Priparation der Kapselsidcke erfolgte angelehnt an die Erstbeschreibung von Liu et
al.*®. Fiir Transplantationszwecke wurde initial die Kornea inklusive eines schmalen
Sklerarings entfernt. Zu Beginn wurde die Iris an ihrem Ansatz abprépariert und entfernt.
Darauf folgte eine kontinuierliche, kreisrunde Kapsulorhexis mit anschlieBender
Hydroexpression der Linse. Im Anschluss wurde die hintere Kapsel von sdmtlichen
residualen Linsenresten befreit und mit PBS gespiilt. Als ndchstes wird die modifizierte
Intraokularlinse bzw. die Kontrolllinse in den Kapselsack eingesetzt. Im Anschluss wird
der Kapselsack durch Durchtrennen der Zonulafasern vorsichtig ausgeldst und mithilfe
von entomologischen Nadeln (Bioform, Niirnberg, Deutschland) unter maBiger
Spannung auf der Zellkulturplastik fixiert (Abbildung III-3). Es war wichtig, dass die
Kante der Kapsulorhexis die Kante der Linse nicht iiberragt, um den Effekt der scharfen
Kante zu gewdhrleisten. Nach Hinzugabe von MEM Earle’s mit 10 % FCS wurden die
Kapselsédcke bei 37°C und 5 % CO, inkubiert.
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Abbildung III-3 Aufgespannter Kapselsack einer mit Methotrexat beladenen Intraokularlinse:
Gezeigt ist eine in einen humanen Kapselsack eingesetzte modifizierte Intraokularlinse am ersten Tag.

Ein Experiment bestand aus beiden Kapselsicken eines Spenders: Einer diente als
Kontrolle, der andere wurde mit einer pharmakologisch modifizierten Intraokularlinse
versehen. Das Zellwachstum wurde téglich unter einem Stereomikroskop Stemi 508
(Carl-Zeiss, Jena, Deutschland) evaluiert und jeden zweiten Tag fotographisch
dokumentiert. Die Zeit bis zum Erreichen eines durchgéngigen Zellrasens der hinteren

Kapsel wurde dokumentiert.

Der Versuch wurde fiir jeden pharmakologischen Stoff und Linsentyp (hydrophil und
hydrophob) jeweils dreimal durchgefiihrt.

10. Zell-Scratch-Assay

Der Zell-Scratch-Assay dient der Visualisierung und Analyse der Zellproliferation und —
migration®”. Zellen neigen dazu einen durchgingigen Zellrasen zu bilden®’. Wird dieser
durch einen artifiziellen Spalt unterbrochen, beginnen Zellen in Richtung des Spaltes zu
migrieren, um letztlich wieder Zell-Zell-Kontakte zu bilden®’. Diese Zellwanderung lisst
sich fotographisch durch Messen der urspriinglichen Spaltbreite und Vergleichen mit der

Spaltbreite nach mehreren Stunden quantifizieren®’.
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Er wurde modifiziert nach Liang et al.*’ durchgefiihrt. Die aus der Subkultivierung
hervorgehenden Zellen wurden bis zur Konfluenz inkubiert. Um bei der Auswertung
immer den gleichen Ausschnitt aufzufinden, wurden Markierungen als Referenzpunkte

vorgenommen.

Bei Konfluenz wurde mit einer 10 pul — Pipettenspitze (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland) unter sanftem Druck ein Riss in den kontinuierlichen Zellrasen geschaffen

(Abbildung I1I-4). Im Anschluss wurde zweimal mit ca. 2 ml PBS gespiilt, um residualen

Zellschutt zu beseitigen.

Abbildung I1I-4 Wunde (Spaltbreite) eines Zell-Scratch-Assay: Ausgangslage: Dargestellt ist ein
Ausschnitt unmittelbar nach Kratzen mit der Pipettenspitze.

Unbehandelte Gruppen wurden mit 1 ml Zellkulturmedium versehen. Behandelte
Gruppen enthielten Methotrexat in den Konzentrationen 100 uM und 10 uM sowie
Zellkulturmedium.

Zum Zeitpunkt 0, also direkt nach Behandlung wurden unter einem Phasenkontrast-
Mikroskop (Leica, Wetzlar, Deutschland) Fotos des festgelegten Ausschnitts
aufgenommen. Nach Inkubation fiir 8 Stunden wurden erneut Aufnahmen des selbigen

Ausschnitts angefertigt.
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Die Spaltbreite zwischen Ausgangspunkt (am Zeitpunkt 0) und Endpunkt (nach 8
Stunden) wurde mittels Entfernungsmessung in ImageJ bestimmt. Die Spaltbreite in Pixel
wurde in Microsoft Excel zur weiteren statistischen Auswertung tiberfiihrt. Insgesamt

wurde dieser Versuch fiir beide Konzentrationen jeweils dreimal durchgefiihrt.

11. Statistische Analyse

Die gesamte statistische Analyse wurde mit SPSS 23.0 (IBM, Armonk, USA)
durchgefiihrt. Der statistische Vergleich zwischen zwei einzelnen experimentellen
Gruppen erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test. Beim Vergleich von mehr als 2
Gruppen wurde ein ANOVA mit Bonferroni Post-Hoc-Test durchgefiihrt. Bei allen
Analysen wurde ein p-Wert kleiner als 0.05 als statistisch signifikant mit einem
Konfidenzintervall von 95 9% angenommen. Alle Graphen zeigen die zugehorige
Standardabweichung durch einen Fehlerindikator. Sie wurden mithilfe von Microsoft

Excel 2011 erstellt.
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IV. ERGEBNISSE

1. Zellwachstum hinter Intraokularlinsen im

Vorderaugenabschnittsmodell

Alle Grafiken zeigen das Zellwachstum hinter der Intraokularlinse (IOL) der behandelten
Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Das Zellwachstum der Kontrolle wurde auf
100% festgelegt. In Abhéngigkeit dieser wurde das prozentuale Wachstum von

Linsenepithelzellen der behandelten Gruppe angegeben.

1.1. Disulfiram

Der Wirkstoff Disulfiram konnte weder auf Intraokularlinsen mit hydrophilen (p = 1.00)
Oberflacheneigenschaften noch auf solchen mit hydrophoben (p = 0.44) eine statistisch
signifikante Hemmung des Zellwachstums hinter der Intraokularlinse gegeniiber der

Kontrollgruppe erzielen (Abbildung IV-1).

Aufgrund der fehlenden Hemmung von Disulfiram auf die Zellproliferation von
Linsenepithelzellen im durchgefiihrten Vorderaugenabschnittsmodell wurde von
weiterfiihrenden Untersuchungen im humanen Kapselsackmodell mit diesem Wirkstoff

abgesehen.
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Abbildung IV-1 Vorderaugenabschnittsmodell Disulfiram: Hydrophobe IOL: Kontrollgruppe 100 %
(95 % KI: 85.54-114.47 %), behandelte Gruppe 104 % der Kontrolle (95 % Konfidenzintervall (KI):
101.44-106.56 %); hydrophile IOL: Kontrollgruppe 100 % (95 % KI: 91.74-108.26), behandelte Gruppe
97 % der Kontrolle (95 % KI: 88.00-106.00 %); Co: Kontrolle, DS: Disulfiram, (phil): hydrophil, (phob):
hydrophob

1.2 Retinsiure
Die Retinsédure zeigte fiir Intraokularlinsen mit hydrophilen (p = 0.02) und hydrophoben
(p = 0.02) Oberflacheneigenschaften eine signifikante Hemmung des Wachstums von

Linsenepithelzellen im Vorderaugenabschnittsmodell (Abbildung IV-2).
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Abbildung IV-2 Vorderaugenabschnittsmodell Retinsdure: Hydrophobe IOL: Kontrollgruppe 100 %
(95 % KI: 95.79-104.21 %), behandelte Gruppe 49 % der Kontrolle (95 % KI: 25.05-72.95 %); hydrophile
IOL: Kontrollgruppe 100 % (95 % KI: 88.16—111.84), behandelte Gruppe 11 % der Kontrolle (95 % KI: -
4.21-26.21 %); Co: Kontrolle, Ret: Retinséure, (phil): hydrophil, (phob): hydrophob

1.3. Rapamycin (Sirolimus)

Im Vorderaugenabschnittsmodell konnte Rapamycin sowohl auf hydrophilen (p = 0.02)
Intraokularlinsen als auch auf hydrophoben (p = 0.02) Intraokularlinsen einen
signifikanten Unterschied des Zellwachstums hinter der Intraokularlinse zwischen der

behandelten Gruppe und der Kontrolle erzielen (Abbildung I'V-3).

140

120 7§

100 ¢ l

40 ¢

—]

20 ¢

Zellwachstum (in % der Kontrolle)

Ko (phob) Rap (phob)



IV. Ergebnisse 27
140

120 1 ‘
100 ¥
80 1 l

60 1

40 ¢

20 ¢

Zellwachstum (in % der Kontrolle)

Ko (phil) Rap (phil)

Abbildung IV-3 Vorderaugenabschnittsmodell Rapamycin (Sirolimus): Hydrophobe IOL:
Kontrollgruppe 100 % (95 % KI: 83.20-116.20 %), behandelte Gruppe 45 % der Kontrolle (95 % KI:
30.59-59.41 %); hydrophile IOL: Kontrollgruppe 100 % (95 % KI: 76.00-124.00), behandelte Gruppe 11
% der Kontrolle (95 % KI: -4.55-26.55 %); Co: Kontrolle, Rap: Rapamycin, (phil): hydrophil, (phob):
hydrophob

1.4. Kaffeesiure-Phenethylester

Bei Kaffeesdure-Phenethylester ergaben sowohl hydrophile (p = 0.02) als auch
hydrophobe (p = 0.02) beladene Intraokularlinsen eine signifikante Wachstumshemmung
der Linsenepithelzellen auf den Zellkulturinserts hinter der Intraokularlinse (Abbildung

IV-4).
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Abbildung IV-4 Vorderaugenabschnittsmodell Kaffeesdure-Phenethylester: Hydrophobe IOL:
Kontrollgruppe 100 % (95 % KI: 89.51.60-110.49 %), behandelte Gruppe 22 % der Kontrolle (95 % KI:
4.62-39.38 %); hydrophile IOL: Kontrollgruppe 100 % (95 % KI: 90.88—109.12), behandelte Gruppe 5 %
der Kontrolle (95 % KI: -1.71-11.71 %); Co: Kontrolle, CAPE: Kaffeesdure-Phenethylester, (phil):
hydrophil, (phob): hydrophob

1.5. Methotrexat

Mit Methotrexat beladene hydrophile (p = 0.02) und hydrophobe (p = 0.02)
Intraokularlinsen zeigten eine signifikante Reduktion des Zellwachstums von
Linsenepithelzellen unter der Intraokularlinse gegeniiber der Kontrollgruppe (Abbildung

IV-5).

Aufgrund der signifikanten Hemmung von Methotrexat auf das Zellwachstum hinter
Intraokularlinsen im Vorderaugenabschnittsmodell wurde dieser Wirkstoff in weiterer
Folge in Kombination mit PLGA auf Intraokularlinsen geschichtet. Im Anschluss erfolgte
dann eine weitere Evaluation im Vorderaugenabschnittsmodell sowie dem humanen

Kapselsackmodell.
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Abbildung IV-5 Vorderaugenabschnittsmodell Methotrexat: Hydrophobe IOL: Kontrollgruppe 100 %
(95 % KI: 90.33-109.67 %), behandelte Gruppe 25 % der Kontrolle (95 % KI: 15.47-34.53 %); hydrophile
IOL: Kontrollgruppe 100 % (95 % KI: 96.34-103.66), behandelte Gruppe 26 % der Kontrolle (95 % KI:
20.12-31.88 %); Co: Kontrolle, MTX: Methotrexat, (phil): hydrophil, (phob): hydrophob

1.6. Methotrexat mit PLGA

Intraokularlinsen, die zuvor mit Methotrexat und PLGA beschichtet wurden, erzielten
einen statistisch signifikanten Unterschied des Zellwachstums von Linsenepithelzellen
im Vergleich zu allen Kontrollgruppen (hydrophob p < 0.001, hydrophil p < 0.001)
(Abbildung IV-6).
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Abbildung IV-6 Vorderaugenabschnittsmodell Methotrexat-PLGA: Hydrophobe IOL:

Kontrollgruppe 100 %, Propanol-Gruppe 89 % (95 % KI: 79.08-98.92), Propanol-PLGA-Gruppe 99 % (95
% KI: 94.89-103.11), behandelte Gruppe 4 % der Kontrolle (95 % KI: 2.17-5.83 %); hydrophile IOL:
Kontrollgruppe 100 %, Propanol-Gruppe 99 % (95 % KI: 80.34—-117.66), Propanol-PLGA-Gruppe 113 %
(95 % KI: 106.15-119.85), behandelte Gruppe 49 % der Kontrolle (95 % KI: 46.42-51.58 %); Co:
Kontrolle, Prop: 2-Propanol, PLGA: 2-Propanol + PLGA, MTX: Methotrexat, (phil): hydrophil, (phob):
hydrophob
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2. Humanes Kapselsackmodell

Das humane Kapselsackmodell erméglichte es, die genaue Formation des Nachstars
inklusive ihrer Zellmigration und —proliferation zu beobachten®™. Die residualen
Linsenepithelzellen breiteten sich an den Kanten der Intraokularlinse aus und wanderten

langsam auf der Linsenhinterseite in Richtung des Zentrums®.

Gemessen wurde die Zeit in Tagen, bis zu der die Linsenepithelzellen einen
durchgehenden Zellrasen auf der hinteren Kapsel gebildet hatten. Alle Intraokularlinsen

wiesen bis zur vollstindigen Zellkonfluenz keine Triibung auf.

2.1. Retinsiure
Die Retinsdure-modifizierten IOL fiihrten zu keiner signifikanten Zunahme der Anzahl
der Tage, bis ein vollstindiger Zellrasen hinter der Intraokularlinse gebildet wurde

(hydrophob p = 0.068, hydrophil p = 0.105) (Abbildung IV-7).
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Abbildung IV-7 Humanes Kapselsackmodell Retinsiure: Hydrophobe IOL: Kontrollgruppe 9.3 d (95
% KI: 8.86-9.80 d), behandelte Gruppe 10.7 d (95 % KI: 10.20-11.14 d); hydrophile IOL: Kontrollgruppe
10.0 d (95 % KI: 9.18-10.82), behandelte Gruppe 11.3 d (95 % KI: 10.83—-11.77 d); Co: Kontrolle, Ret:
Retinsdure, (phil): hydrophil, (phob): hydrophob

2.2. Rapamycin (Sirolimus)
Intraokularlinsen, die mit Rapamycin beladen wurden, konnten ebenso keine signifikante
Hemmung des Zellwachstums und der Zellmigration im humanen Kapselsackmodell

erreichen (hydrophob p = 0.063, hydrophil p = 0.261) (Abbildung IV-8).
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Abbildung IV-8 Humanes Kapselsackmodell Rapamycin: Hydrophobe IOL: Kontrollgruppe 9.7 d (95
% K1: 9.23-10.17 d), behandelte Gruppe 11.7 d (95 % KI: 11.23-12.17 d); hydrophile IOL: Kontrollgruppe
10.0 d (95 % KI: 9.18-10.82), behandelte Gruppe 11.0 d (95 % KI: 10.18-11.82 d); Co: Kontrolle, Rap:
Rapamycin, (phil): hydrophil, (phob): hydrophob

2.3. Kaffeesiure-Phenethylester

Mit Kaffeesdure-Phenethylester gelang eine statistisch signifikante Verldngerung der Zeit
bis zur Entstehung eines vollstdndigen Zellrasens an der Hinterseite der Intraokularlinse
sowohl fiir hydrophile (p = 0.046) als auch fiir hydrophobe (p = 0.046) IOL (Abbildung
IV-9).
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Abbildung IV-9 Humanes Kapselsackmodell Kaffeesiure: Hydrophobe IOL: Kontrollgruppe 9.7 d (95
% KI: 8.76-10.64 d), behandelte Gruppe 21.7 d (95 % KI: 20.00-23.40 d); hydrophile IOL: Kontrollgruppe
9.3d (95 % KI: 8.05-10.55 d), behandelte Gruppe 21.7 d (95 % KI: 20.45-22.95 d); Co: Kontrolle, CAPE:
Kaffeesdure-Phenethylester, (phil): hydrophil, (phob): hydrophob

24. Methotrexat und Methotrexat-PLGA

Sowohl mit reinem Methotrexat beladene (hydrophob p = 0.046, hydrophil p = 0.046)
(Abbildung IV-10) als auch mit Methotrexat und PLGA beschichtete Intraokularlinsen
(hydrophob p = 0.046, hydrophil p = 0.046) (Abbildung IV-11) konnten die mittlere Zeit
bis zur Zellkonfluenz der hinteren Kapsel signifikant anheben (Abbildung IV-12).
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Abbildung IV-10 Humanes Kapselsackmodell Methotrexat: Hydrophobe IOL: Kontrollgruppe 9.0 d
(95 % KI: 8.18-9.82 d), behandelte Gruppe 57.0 d (95 % KI: 49.13-64.87 d); hydrophile IOL:
Kontrollgruppe 9.0 d (95 % KI: 8.18-9.82 d), behandelte Gruppe 65.0 d (95 % KI: 62.84-67.16 d); Co:
Kontrolle, MTX: Methotrexat, (phil): hydrophil, (phob): hydrophob
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Abbildung IV-11 Humanes Kapselsackmodell Methotrexat-PLLGA: Hydrophobe IOL: Kontrollgruppe
9.3 d (95 % KI: 8.83-9.77 d), behandelte Gruppe 51.0 d (95 % KI: 42.40-59.60 d); hydrophile IOL:
Kontrollgruppe 9.3 d (95 % KI: 8.83-9.77 d), behandelte Gruppe 51.3 d (95 % KI: 47.19-55.41 d); Co:
Kontrolle, MTX-PLGA: Methotrexat und PLGA, (phil): hydrophil, (phob): hydrophob

Control —
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Abbildung IV-12 Humanes Kapselsackmodell Methotrexat und Methotrexat-PLGA: Die Abbildung
zeigt konfluente Kapselsdcke bei eingesetzter Kontroll-Intraokularlinse und zum gleichen Zeitpunkt
fotografierten Kapselsicken mit behandelter Intraokularlinse (MTX oder MTX-PLGA), MTX:
Methotrexat, PLGA: Polylactid-Glycolséure, (phil): hydrophil, (phob): hydrophob

Aufgrund der hoch signifikanten Ergebnisse sowohl im Vorderaugenabschnittsmodell als
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auch im humanen Kapselsackmodell wurde Methotrexat und die Kombination mit PLGA
einer weiterfiihrenden Konzentrationsbestimmungs- und Toxizitéitsstudie unterzogen.
Ebenso wurde zur weiteren Evaluation der Fiahigkeit der Wundheilung von

Linsenepithelzellen ein Zell-Scratch-Assay durchgefiihrt.

3. Zell-Scratch-Assay

Im Zell-Scratch-Assay zeigte sich eine signifikante Hemmung der Wundheilung durch
beide Konzentrationen von Methotrexat im Vergleich zur Kontrollgruppe nach 6 Stunden
(p <0.021 fiir 100 uM Methotrexat sowie p < 0.021 fiir 10 uM Methotrexat) (Abbildung
IV-13).
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Abbildung IV-13 Zell-Scratch-Assay mit Methotrexat: Kontrollgruppe 33 % (95 % KI: 29.89-36.11 %),
Methotrexat 100 uM 4 % (95 % KI: 2.33-5.67 %), Methotrexat 10 uM 3 % (95 % KI: 1.94-4.06 %), Co:
Kontrolle, MTX puM: Methotrexat inkl. Konzentration

4. Toxizititsuntersuchung mittels XTT-Assay

Aufgrund moglicher toxischer Effekte auf Zellen der vorderen Augenkammer wurde
anhand von kornealen Endothelzellen deren Lebensfdhigkeit unter Einwirkung der

verwendeten Pharmaka untersucht.

4.1. Beladene Intraokularlinsen
Hydrophile und hydrophobe mit Retinsdure und hydrophile mit Rapamycin beladene

Intraokularlinsen fiihrten zu einer signifikanten Reduktion der Lebensfdhigkeit von
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kornealen Endothelzellen verglichen mit der Kontrolle (Retinsdure: hydrophil p < 0.001,
hydrophob p < 0.009; Rapamycin: hydrophil p < 0.01). Alle restlichen Stoffe konnten
keine signifikanten Effekte erzielen (Abbildung IV-14).
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Abbildung I'V-14 Toxizititsmessung pharmakologisch beladener Intraokularlinsen: Hydrophile IOL:
Kontrollgruppe: 100 % (95 % KI: 95.44 — 104.56 %), CA: 79 % (95 % KI: 74.92 — 83.08 %), MT: 106 %
(95 % KI: 97.73 — 114.27 %), RA: 71 % (95 % KI: 57.10 — 84.90 %), RE: 57 % (95 % KI: 45.31 — 68.69
%), hydrophobe IOL: Kontrollgruppe 100 % (95 % KI: 97.61 — 102.39 %), CA: 89 % (95 % KI: 80.07 —
97.93 %), MTX: 98 % (95 % KI: 92.75 - 103.25 %), RA: 71 % (95 % KI: 54.16 — 87.84 %), RE: 60 % (95
% KI: 43.25 — 76.75 %), Co: Kontrolle, CA: Kaffeesdure-Phenethylester, MT: Methotrexat, RA:
Rapamycin, RE: Retinsdure, phil: hydrophil, phob: hydrophob

4.2. Methotrexat-PLGA-beschichtete Intraokularlinsen

Sowohl hydrophile als auch hydrophobe mit Methotrexat und PLGA beladene
Intraokularlinsen zeigten keinen signifikanten Unterschied der Lebensfihigkeit von
kornealen Endothelzellen im Versuchsaufbau (hydrophob: p = 0.439 und hydrophil: p =
0.606) (Abbildung IV-15).



IV. Ergebnisse 39

140
120 ¢

100 * —F— .

60 *
40 ¢

20 -

Absorption (in % der Kontrolle)

Ko (phob) MTX (phob)

140

120 ¢

100 ™

)

80 ¢

60 *

40 1

Absorption (in % der Kontrolle)

Ko (phil) MTX (phil)

Abbildung IV-15 Toxizititsmessung an kornealen Endothelzellen unter Methotrexat-PLGA:
Hydrophobe IOL: Kontrollgruppe 100 % (95 % KI: 97.28-102.72 %), behandelte Gruppe 98 % (95 % KI:
95.24-100.76 %), hydrophile IOL: Kontrollgruppe 100 % (95 % KI: 97.14-102.86 %), behandelte Gruppe
98 % (95 % KI: 95.37-100.63), Co: Kontrolle, MTX: Methotrexat, (phil): hydrophil, (phob): hydrophob

3. Methotrexat-Konzentrationsbestimmung

Es zeigte sich fiir alle Linsen- und Modifikationstypen eine initiale Konzentrationsspitze,
gefolgt von einem raschen Abfall der taglich freigesetzten Methotrexat-Konzentration in
der Probeldosung. Dargestellt ist die kumulierte Dosis in Abhéngigkeit von der Zeit in
Tagen. Mithilfe der Konzentrationsbestimmung konnte dargestellt werden, dass die
freigesetzte Dosis zu jeder Zeit liber der bereits in unserem Labor im Rahmen einer

anderen Promotionsarbeit (Herrn Pongsthorn Piravej) errechneten EC50 lagen.
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5.1. Methotrexat-beladene Intraokularlinsen
Nach anfianglicher Freisetzung hoher Dosen Methotrexat zeigten mit reinem Methotrexat
beladene Intraokularlinsen eine gleichmifBige Abgabe des Pharmakons iiber 14 Tage

(Abbildung IV-16).
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Abbildung 1IV-16 Methotrexat-Konzentrationsbestimmung fiir mit Methotrexat beladene

Intraokularlinsen

5.2. Methotrexat-und-PLGA-modifizierte IOL

Intraokularlinsen, die zuvor mit Methotrexat und dem Linkermolekiil PLGA beschichtet
wurden, konnten, verglichen mit den rein mit Methotrexat beladenen IOL, im
vorliegenden Versuchsaufbau nach einer geringeren Dosisfreisetzung am ersten Tag eine

konstantere Dosisabgabe erzielen (Abbildung IV-17).

14
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Abbildung IV-17 Methotrexat-Konzentrationsbestimmung fiir mit Methotrexat und PLGA
beschichtete Intraokularlinsen
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V. DISKUSSION

1. Zusammenfassung der erhobenen Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit sollten innovative medikamentenfreisetzende Intraokularlinsen
als Medizinprodukt entwickelt werden. Diese Intraokularlinsen sollten dann auf ihre
Wirksamkeit in der Zellkultur untersucht werden. Es konnte gezeigt werden, dass alle
medikamentenfreisetzenden Intraokularlinsen auf3er jene, die mit Disulfiram modifiziert
wurden, eine Wachstumshemmung der immortalisierten Linsenepithelzelllinie FHL-124
hervorrufen konnten. An der primidren humanen Kapselsack Langzeitorgankultur aus
menschlichen Spenderaugen gelang wuns ebenfalls die Testung der neuen
Intraokularlinsen zur Prophylaxe des Nachstars®. Schlussendlich zeigten in diesem
Modell Methotrexat und Kaffeeséure-Phenetylester eine Verzogerung der Zeit in Tagen
bis zum Auftreten des Nachstars. Aufgrund der eindriicklicheren Ergebnisse wurde
Methotrexat weiter untersucht und mit dem Linkermolekiil PLGA kombiniert. Diese
Linsen waren ebenfalls wirksam und zeigten eine konstante Stoffabgabe in einer
Konzentration oberhalb des Wirkbereichs iiber 14 Tage. Mit Methotrexat beschichtete
Intraokularlinsen wiesen im Vergleich zu Retinsdure und Rapamycin keine Toxizitét

gegeniiber einer kornealen Endothelzelllinie auf.

2. Medikamentenfreisetzende Intraokularlinsen

Medikamententrager werden in der Medizin klinisch in mehreren Fachgebieten
regelméBig angewandt. Sind es in der Kardiologie die medikamentenbeschichteten
(,drug-eluting’) Stents® oder in der Gynikologie der hormonfreisetzende Vaginalring
(NuvaRing®)’', so existieren auch in der Ophthalmologie klinisch angewandte
Medikamententriger, wie Ozurdex®*. Beschichtet oder belddt man eine Intraokularlinse
mit Pharmaka, bietet dies sowohl fiir den Patienten, als auch den Operateur eine bequeme
Art, dem Nachstar vorzubeugen. Durch die Freisetzung direkt in den Kapselsack werden
systemische Effekte”, wie bei Anwendung von Augentropfen mit hoher
Medikamentendosis, minimiert. Gleichzeitig ist keine Patientencompliance notwendig.
Aus chirurgischer Sicht ergibt sich trotz Modifikation der Intraokularlinse keine
Verdnderung der Operationstechnik. Damit stellt dieses Verfahren wahrscheinlich eine
sichere =~ Moglichkeit der intrakameralen Medikamentenapplikation in  der

Kataraktchirurgie dar’*.
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Aktuell gibt es mehrere Moglichkeiten Intraokularlinsen zu modifizieren. Hierzu zdhlen
als bisher besser erforschte Moglichkeiten das Beladen (,Lens soaking’), und das
Beschichten (,Lens coating’) von Intraokularlinsen, die Haptikmodifikation sowie die

,hypercritical fluid’-Impregnation®.

2.1. Lens soaking (Dip coating)

Beim lens soaking geht man davon aus, dass es abhingig von den physiochemischen
Eigenschaften des Pharmakons und der Beschaffenheit des Linsenacrylats beim zur
Bindung des Stoffes auf dieses kommt’'. Das Verfahren ist aus der Materialkunde als dip
coating bekannt™. Es kann postuliert werden, dass nach Implantation der Intraokularlinse
die pharmakologische Substanz frei in und um den Kapselsack diffundieren kann. Ein
Vorteil der Methode des ,Lens soaking’ ist die Unabhéngigkeit von weiteren Verfahren,
die Energie in Form von Warme, Elektrizitit oder Druck bendtigen. Reaktivitit, Polaritéit

und die biologische IC50 spielen bei der Beladung der Intraokularlinse eine Rolle™.

2.2. Lens coating mittels Linkermolekiilen

Es gibt verschiedene Linkermolekiile und Crosslinking-Verfahren bei denen chemische
Stoffe kovalent oder langfristig an die Linsenoberfliche gebunden werden kann’’. Ein
Kandidat ist das PLGA®, das aufgrund seiner besonders eindriicklichen Eigenschaften
hier ausfiihrlicher diskutiert wird. Beschichten von Linsen mithilfe der Biomatrix Poly-
lactid-co-Glycolid (PLGA) wurde bereits in mehreren Studien untersucht™. Seit den
1970er-Jahren wird PLGA als Nahtmaterial in der Chirurgie angewandt’. Im Auge wird
PLGA durch Eingehen von Esterbindung im Rahmen einer Hydrolyse abgebaut’. Die
Zeit, die dieser Prozess in Anspruch nimmt, hingt von der Zusammensetzung des
Polymers sowie den verwendeten Pharmaka ab'”. Aufgrund seiner Biokompatibilitit, der
guten biologischen Abbaubarkeit und dem nachhaltigen Freisetzungsmuster wurde
PLGA von der FDA fiir mehrere therapeutische Anwendungen zugelassen'®'. Durch
Verdnderung der Zusammensetzung ldsst sich letztlich ein  geeigneter

192 15 Zusammenschau der

Medikamententrager mit langsamer Stofffreisetzung bilden
erhobenen Ergebnisse kann postuliert werden, dass PLGA gut an die Oberfliche von
Intraokularlinsen bindet. In Grundsatzstudien des Nachstars wurde PLGA in
Zusammenhang mit Intraokularlinsen in Tierversuchen bereits verwendet. Liu et al.*®
konnten Intraokularlinsen mit PLGA und Rapamycin beschichten und diese in Hasen
einsetzen. Verglichen mit der Kontrollgruppe konnte nach 6 Monaten die Rate der an
Nachstar erkrankten Hasen signifikant reduziert werden. Ein Vergleich mit Methotrexat

ist auf Basis der erhobenen Daten nicht moglich, zumal, wie bereits erwéhnt,
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Unterschiede in der Pharmakon-PLGA-Interaktion'”’ sowie im Einfluss auf die

Formation des Nachstars, eine Rolle spielen.

2.3. Hypercritical-fluid-Imprignation

Wenn man Druck und Temperatur eines Stoffes, zum Beispiel Kohlendioxid, immer
weiter erhoht, geht es zundchst vom festen in den fliissigen Zustand iiber und liegt dann
je nach Temperatur und Druck als Gas oder Fliissigkeit vor. Wenn man den Druck und
die Temperatur noch weiter erhoht, erreicht man die superkritische Region.
Hyperkritische Fliissigkeiten haben die Eigenschaften von beiden Phasenzustinden.
Hyperkritisches Kohlendioxid kann pharmakologische Substanzen ausgezeichnet als
organische Losungsmittel 16sen und ist dabei nicht toxisch'®. Gleichzeitig kann es die
Linse wie ein Gas durchstromen. So ist die Anreicherung von hohen Mengen an
Pharmakon in der Linse bei sehr guter Biokompatibilitit des Losungsmittels moglich'™.
Nachteile sind der hohe technische Aufwand und die niedrige Verfiligbarkeit des

Verfahrens'®.

24. Haptikmodifikation von Intraokularlinsen

Verschiedene Autoren haben versucht, Medikamententrager ausschlieBlich in die Haptik
zu integrieren. Dieses Verfahren ist anspruchsvoll, da die Haptiken klein sind. Es bietet
jedoch den Vorteil, dass die Optik der Intraokularlinse mit ihren wichtigen Eigenschaften

fiir das Sehen nicht beeinflusst wird”’.

Fiir alle Verfahren gilt, dass, um einen Effekt auf das Nachstarwachstum zu erzielen, das
Pharmakon in ausreichender Konzentration auf die Intraokularlinse binden muss, die
mitunter durch die Beladungszeit beeinflusst wird'?®. Diese Arbeit zeigte immer wieder
Unterschiede in den Einfliissen der Substanzen, je nachdem, ob hydrophile oder
hydrophobe Intraokularlinsen verwendet wurden. Auf Intraokularlinsen gebundenes
Disulfiram beispielsweise konnte im Vorderaugenabschnittsmodell keine Reduktion des
Zellwachstums erzielen. Moglicherweise ist dies auf eine inadidquate Bindung des
Disulfirams auf die Linsenoberfliche bzw. das Linsenacrylat zuriickzufiihren oder auf die

deutlich héhere EC50 im Vergleich zu den anderen Substanzen.

3. Langfristige Nachstar-Prophylaxe

Von den vier verbleibenden, getesteten Arzneimitteln konnten schlussendlich nur
Methotrexat allein und mit PLGA und Kaffeesdure-Phenethylester in der

Langzeitorgankultur im humanen Kapselsackmodell das Nachstarwachstum verhindern.
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Grund hierfiir mégen abermals schlechte Bindungseigenschaften oder eine zu niedrige
Konzentration des Pharmakons auf der Intraokularlinse sein. Des Weiteren wurden im
Vorderaugenabschnittsmodell —immortalisierte  Linsenepithelzelllinien = verwendet,
wihrend das Kapselsackmodell mit primdren humanen Zellen arbeitet. Dies kann
Unterschiede in der zellbiologischen Reaktion auf Medikamenteneinfliisse ergeben.
Betrachtet man die Pathogenese des Nachstars, konnte sich eine friihzeitige
therapeutische Intervention auch langfristig auf die Bildung von Nachstar auswirken.
Mehrere Studien zeigen erhdhte Spiegel von Wachstumsfaktoren im Kammerwasser

unmittelbar nach  Katarakt-Operation'®” %%,

Moglicherweise  kann  mittels
Antagonisierung dieser frithen Entziindungs- und Wundheilungsreaktion eine
langerfristige Inhibition des Zellwachstums erreicht werden. Anhaltspunkte hierfiir gibt
es mehrere. Die Konzentrationen von Wachstumsfaktoren, Zytokinen und

inflammatorischen Botenstoffen sind nur kurz nach der Kataraktoperation erhoht'®” 1%,

Die Rolle dieser Stoffe in der Entstehung des Nachstars wurde oben schon ausfiihrlich
dargelegt. Wormstone et al. lieferten einen weiteren Hinweis und konnten zeigen, dass
eine kurze Exposition von humanen Kapselsdcken mit TGF beta fiir 24h eine langfristige,
starkere fibrotische Reaktionen iiber 28 Tage hervorruft. Im Zuge dieser Arbeit konnten
fiir Methotrexat und Kaffeesidure-Phenethylester Langzeiteffekte zwischen 20 und 60
Tagen im Vergleich zu 8 bis 10 Tagen der Kontrollen erreicht werden. Sowohl mit
Methotrexat beladene als auch mit PLGA zusidtzlich modifizierte hydrophile
Intraokularlinsen zeigten in der Freisetzungskinetik einen initialen Konzentrationspeak,
gefolgt von einer kontinuierlichen Abgabe der Substanz iiber 14 Tage, die iiber der
errechneten EC50 lag. Hydrophobe Intraokularlinsen gaben nach dem dritten Tag keine
relevante Menge mehr an Methotrexat mehr ab. Trotz dieser teilweise kurzzeitigen
Exposition der Linsenepithelzellen gegeniiber Methotrexat kam es zu einer langfristigen
Hemmung des Zellwachstums. Diese anderen Untersuchungen decken sich letztlich mit
unserem Abgabeschema der entwickelten Intraokularlinsen und den daraus resultierenden
Ergebnissen. Die molekularen Mechanismen hierfiir miissen noch weiter untersucht

werden.

4. Toxizitat von Methotrexat

Methotrexat stellte sich in Zusammenschau der Ergebnisse als potentestes Medikament
in der Prophylaxe des Nachstars dar. Nichts desto trotz darf die Toxizitét nicht auler Acht

gelassen werden. Die amerikanische ,Food and Drug Administration (FDA)’ hat
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Methotrexat bereits 1950 in der Therapie diverser Erkrankungen zugelassen, weswegen
multiple Untersuchungen zur Biokompatibilitdt und klinischen Langzeiteffekten und

Erfahrungen erfolgt sind'®” ''°

. Intravitreale Anwendung findet Methotrexat unter
anderem in der off-label Therapie des Lymphoms®. Ebenso sind Studien zur Evaluation
von Systemen mit intravitrealer Abgabe von Methotrexat in der Therapie der Uveitis'"'
und Chorioiditis''? erfolgt. Mehrere klinische Studien schreiben Methotrexat einen
positiven Effekt gegeniiber fibrotischen Prozessen, wie der proliferativen
Vitreoretinopathie®”, dhnlich des Nachstars®* ® zu. Mit Methotrexat und PLGA
beschichtete sowie rein mit Methotrexat beladene Intraokularlinsen zeigten in der
durchgefiihrten Toxizitdtsmessung keine signifikanten Unterschiede des Zelliiberlebens
von kornealen Endothelzellen in der Zellkultur zur Kontrollgruppe. Dies deckt sich mit
den Ergebnissen einer 2016 durchgefiihrten klinischen Studie von Ghasemi et al.'”’. Nach
intravitrealer Injektion von 400 pg Methotrexat zur Behandlung des diabetischen

Makuladdems konnten im Verlauf von 6 Monaten keine signifikanten toxischen Effekte

am Endothel entdeckt werden.

3. Pharmakologie und Materialeigenschaften von Methotrexat

Die Bindung von Methotrexat an die beiden Oberflichen des hydrophilen und
hydrophoben Acrylats sind unseres Wissens noch nicht untersucht. Jedoch kann man
anhand der chemischen Eigenschaften Riickschliisse darauf ziehen, warum der Stoff an
der Linse bindet und iiber mehrere Tage mittels Diffusion in die Zellkultur abgeben wird.
Methotrexat ist ein stark lipophiler Stoff, der schlecht in Wasser und anderen lipophilen
Stoffen l6sbar ist. Dies liegt hauptsidchlich an den beiden Kohlenstoff-Stickstoffringen,
die stark hydrophob sind''*. Am anderen Ende des Molekiils sind jedoch die sauren

115

Carbonsdure-Reste zu sehen, die den hydrophilen Teil des Molekiils bilden °. Diese

amphiphilen Eigenschaften konnten zu einer Mizellen-Bindung um das hydrophobe

116 Diese Methotrexat-Mizellen konnten sich

117

Acrylat in der wéssrigen Losung fithren
dhnlich bilden, wie von Ren J. et al. beschrieben  '. Das durch die Gruppe eingesetzte
Poloxamer konnte hier nicht von Bedeutung sein, da die hydrophobe IOL eine

Bindungsoberflidche fiir den lipophilen Teil darstellen konnte.
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o

Abbildung V-1 Strukturformel von Methotrexat''®

Die Carboxylgruppen des Methotrexat konnen zwar kovalente Bindungen eingehen,
jedoch wurde das hydrophile und hydrophobe Acrylat der Intraokularlinsen wurde so
entwickelt, dass eine hohe Biokompatibilitit gegeben ist und damit eine moglichst

119

geringe Reaktionsfreudigkeit ~. Dies bestdtigt sich auch bei genauem Studium der

Strukturformeln. Eine kovalente Bindung erscheint unwahrscheinlich.

Die wahrscheinlichste chemische Bindung sind die klassischen Van-der-Waals-Kréfte.
Das hydrophile und hydrophobe Acrylat hat verschiedene Gruppen mit unterschiedlichen
dipolaren Eigenschaften dank Verschiebungen in der Elektronegativitit. Bei Methotrexat
sind diese Gruppen die beiden Carboxygruppen'*’. Die Dipolbildung ist bei hydrophilem
Acrylat naturgemidf3 hoher, was letztlich auch zu den hydrophilen Eigenschaften fiihrt.
Ein Indiz hierfiir ergibt sich auch aus der Konzentrationsbestimmung, da die hydrophilen
Intraokularlinsen eine lédngerfristige Medikamentenfreisetzung gegeniiber hydrophoben
Intraokularlinsen zeigen. Grund hierfiir konnten die starkeren Van-der-Waals-Krifte des

hydrophilen Acrylats sein, sodass mehr Methotrexat gebunden wird'*'.

6. Intraokulare Pharmakokinetik

Ahnlich den klinisch angewandten intravitrealen Injektionen von Methotrexat wurden
diverse Studien an Menschen- und Hasenaugen zur Untersuchung der Pharmakokinetik
von Methotrexat durchgefiihrt. Nach Injektion von 400 pg des Pharmakons zeigen sich
in den ersten 48 Stunden supratherapeutische Medikamentenspiegel, gefolgt von einer
zweitdgigen therapeutischen Dosis (0.2 — 2.0 pg Methotrexat pro Tag) und anschlieend
subtherapeutischem Medikamentenspiegel'*> '**. Zum Vergleich: Die im Rahmen einer

anderen Arbeit in unserem Labor errechnete EC50 fiir Methoterxat in-vitro liegt bei 98
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nM (dies entspricht ca. 45 pg Methotrexat pro Tag). Betrachtet man die Daten der
Konzentrationsbestimmung dieser Arbeit, zeigte sich nach initialer hoher Dosis bei
hydrophilen Intraokularlinsen eine relativ konstante Abgabe innerhalb der
therapeutischen Breite fiir mindestens 14 Tage. Diese Uberschneidung koénnte ein Grund
fir die langfristige Hemmung des Wachstums der Linsenepithelzellen mittels der

beschriebenen mit Methotrexat modifizierten Intraokularlinsen darstellen.

In der translationalen Forschung im Rahmen der Medizinproduktentwicklung miissen
zahlreiche Schritte durchlaufen werden. In dieser Arbeit wurde mit der Entwicklung der
medikamententragenden Intraokularlinse und den ersten Ergebnissen zur klinischen

Wirksamkeit der erste Grundstein gelegt.

In der Zellkultur blieben trotz allem viele Fragen offen. Insbesondere hinsichtlich
Toxizitdt und Biokompatibilitit sowie der Langzeit-Anwendung konnen aktuell keine
Antworten gegeben werden. Der niichste Schritt wire nun der Ubergang vom Ex-vivo-
zum Tiermodell dhnlich dem Projekt von Liu et al.: Ein geeignetes Versuchstier wéren
ca. 8 Wochen alte, weiBe Neuseeland-Kaninchen®. Diesen soll die Intraokularlinse
implantiert werden, um bessere Ergebnisse beziiglich der genannten Punkte zu erhalten.
Die Machbarkeitsstudien sind erst der Anfang einer langen Kaskade bis zur klinischen
Zulassung. Anschlieend muss ein Prototyp entwickelt und eine Risikoklassifikation
vorgenommen werden. Nach ausreichender Risikoanalyse und Bewertung wird zunéchst

die Sicherheit mit technischen Tests nach speziellen Priifnormen untersucht’®.

Nach Abschluss der Testungen hinsichtlich Sicherheit und Biokompatibilitdt werden
klinische Studien zur Wirksamkeit durchgefiihrt. Danach folgt das Zulassungsverfahren

um die CE-Kennzeichnung, die Voraussetzung fiir eine Markteinfiihrung ist'**.

7. Klinischer Ausblick

In der folgenden Arbeit haben sich medikamentenfreisetzende Intraokularlinsen, die mit
Methotrexat beladen waren, als eine vielversprechende Mdglichkeit in der klinischen
Nachstarprophylaxe herauskristallisiert. Aufgrund der einfachen Herstellung
modifizierter Intraokularlinsen und deren Ergonomie hat diese Technik Potenzial, die
Ergebnisse hinsichtlich des Nachstars in der Kataraktchirurgie zu verbessern.
Methotrexat im Speziellen bietet dank seiner langjéhrig erprobten klinischen Anwendung
(auch intraokulér) eine bedeutende Moglichkeit zur Anwendung auf Intraokularlinsen in
der Nachstarprophylaxe. Bezugnehmend auf die erhobenen Daten sollten weiterfiihrend

préiklinische Studien und ggf. klinische Studien zur Evaluation der Langzeitergebnisse
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erfolgen. Der Weg bis zur Einfiihrung des Medizinprodukts ist nichts desto trotz noch

lang.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Einleitung

Der Nachstar ist eine der hiufigsten Komplikationen nach der Katarakt-Operation. In der
Literatur wurden bereits Medikamente mit potenzieller Wirkung auf die Bildung des
Nachstars beschrieben. Ziel dieser Arbeit war es, geeignete pharmakologische Stoffe und
die Modifikationen von Intraokularlinsen als Medikamententrager mithilfe verschiedener

In-vitro- und In-vivo-Modelle weiter zu evaluieren.
Methoden

Intraokularlinsen wurden entweder durch Einlegen in pharmakologische Losung beladen
oder mittels Airbrush und der Biomatrix PLGA mit Medikamenten beschichtet. Im
Vorderaugenabschnittsmodell und dem humanen Kapselsackmodell wurde das
Wachstum von Linsenepithelzellen (LEC) in vitro sowie ex vivo unter Einfluss der
modifizierten Intraokularlinsen beobachtet. Uberdies wurden die verwendeten Pharmaka
hinsichtlich ihrer Toxizitdt auf einer kornealen Endothelzellreihe mittels XTT-Assay
untersucht. Die Wirkung von Methotrexat auf die Wundheilung wurde mithilfe eines
Zell-Scratch-Assays dargestellt. Zur Evaluation der therapeutischen Anwendung wurde

die Freisetzung von Methotrexat aus modifizierten Intraokularlinsen gemessen.
Ergebnisse

Von den flinf getesteten Substanzen konnten abschlieBend nur Kaffeesdure-
Phenethylester (CAPE) und Methotrexat (MTX) (und die Kombination mit PLGA) eine
signifikante Hemmung des Wachstums von Linsenepithelzellen in-vitro und ex-vivo
erzielen (CAPE: p = 0.02, MTX: p = 0.02). Des Weiteren zeigte Methotrexat eine
signifikante Hemmung der Wundheilung an LEC (p = 0.021) bei ausbleibender toxischer
Wirkung auf CEC-SV40 (p = 0.606 bzw. p = 0.439). Rapamycin und Retinsiure hingegen
zeigten eine signifikante Reduktion der Lebensfihigkeit von kornealen Endothelzellen.
Die Konzentrationsbestimmung ergab einen initialen Konzentrationsanstieg, gefolgt von
einer konstanten Abgabe von Methotrexat, die zu jedem Messzeitpunkt oberhalb der

errechneten IC50 lag.
Diskussion

Die erhobenen Ergebnisse bieten Ansatzpunkte fiir weitere Anwendungen am Tiermodell

sowie in klinischen Studien. Des Weiteren sollten Langzeitstudien beziiglich der
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Nebenwirkungen und der nachhaltigen Effekte, im Speziellen von Methotrexat, in der

Nachstarprophylaxe erfolgen.
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