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1. Einleitung

1.1 Nachstar
1.1.1 Katarakt-Operation und Entstehung des Nachstars

Die Kataraktoperation ist die haufigste operative Mal3hahme in der Augenheil-
kunde weltweit.! Dabei wird eine kiinstliche Intraokularlinse implantiert, die die

transparenzgeminderte Linse ersetzt.!

Nach steriler Abdeckung des Auges und Inzision der Cornea wird die vordere
Kapsel des Kapselsacks kreisrund er6ffnet (Kapsulorhexis). Dadurch ist der Zu-
gang zur getribten Linse mdglich, welche in einem nachsten Schritt mittels
Phakoemulsifikation entfernt wird. Anhand dieser Technik wird die Linse mit Ult-
raschall zertrimmert und im Anschluss durch eine kleine Inzision von 3-4 mm
aspiriert. In den eroffneten Kapselsack wird nun die kinstliche I0L implantiert,
welche durch die hintere Kapsel und Teile der vorderen Kapsel des Kapselsacks
in Position gehalten wird.! Trotz Entfernung der humanen Linse verbleiben einige
Linsenepithelzellen im Kapselsack, die nach Beendigung des Eingriffs an der vor-
deren Kapsel beginnen, zu proliferieren.? 2 Von hier aus bewachsen sie die
kunstliche Intraokularlinse und greifen auf die hintere Kapsel des Kapselsacks
Uber. Mit dem folgenden Einwachsen der Zellen in den Bereich der optischen
Achse, der Zelltransformation zu Myofibroblasten und Ver&nderungen der zellu-
laren Matrix gehen Sehverluste einher.? % Diese Konstellation wird als Nachstar
bezeichnet? und gehort zu den haufigsten Komplikationen nach einer Katarakt-
Operation.? Die Inzidenz des Nachstars hangt von der implantierten IOL ab. Bei
einem Vergleich unterschiedlicher Hersteller wurde bei Implantation der Alcon
AcrySof® nach drei Jahren bei 4,7 % und nach funf Jahren bei 7,1 % der Behan-
delten ein Nachstar festgestellt.> Im Vergleich dazu fiihrte die Implantation einer
Lenstec Softec® nach drei Jahren bei 16,2 % und nach funf Jahren bei 22,6 %
der Kataraktoperierten zum Nachstar.®> Beim Vergleich hydrophober mit hydro-
philer IOL erwiesen sich hydrophobe IOL als vorteilhaft. Vier Jahre nach Implan-
tation der IOL wurde eine Nachstarbehandlung bei 31,75 % der Untersuchten mit
hydrophober IOL und bei 56,60 % der Teilnehmenden mit hydrophiler IOL not-

wendig.®



1.1.2 Zell- und molekularbiologische Pathophysiologie

Nach Kataraktoperation wird angenommen, dass verbleibende Linsenepithelzel-
len proliferieren und in den Bereich der hinteren Kapsel einwachsen.* Als Teil
eines Wundheilungsprozesses kommt es zur epithelialen mesenchymalen Trans-
formation der Zellen zu Myofibroblasten und zur Veranderung der extrazellularen
Matrix. Dies fuhrt zu Fibrose, Kontraktion der Zellen und deren Anhaften an der
Kapselsackoberflache. Durch Prozesse wie Faltenbildung des Kapselsacks und
Entstehung von Elschnig-Perlen wird letztendlich die Sehleistung beeintrachtigt.?

Durch die Kataraktoperation wird die Blut-Kammerwasserschranke verletzt.
Dadurch werden unterschiedliche Zytokine ausgeschuttet, die zur Aktivierung
des Immunsystems fihren.”- 8 In der Analyse der Genexpression muriner Linse-
nepithelzellen nach Kataraktoperation konnten neben der gesteigerten Expres-
sion von Adhasionsmolektilen und Aktinzytoskelett-Genen eine Hochregulierung
proinflammatorischer Signalwege 24 h nach Intervention herausgearbeitet wer-
den. Diese stehen im Zusammenhang mit der Zytokinproduktion durch Linse-
nepithelzellen und der Aktivierung des angeborenen Immunsystems. Achtzehn
Stunden nach Kataraktoperation stieg die Zahl der einwandernden CD11b-posi-
tiven Zellen in den Kapselsack und ging innerhalb von zehn Tagen stark zurtck.
Ab dem zweiten postoperativen Tag waren Makrophagen nachweisbar.® Eine As-
soziation von Makrophagen mit Fibrose ist in unterschiedlichen Organen be-
kannt.’® a smooth muscle actin (a-SMA) gilt als Fibrosemarker und war in muri-
nen Linsenepithelzellen 48 h nach Kataraktoperation nachweisbar.!! Fir die Ak-
tivierung profibrotischer Gene ist der Signalweg zwischen dem Transforming
growth factor B (TGFB) und dem small mother against decapentaplegic (SMAD)
-Protein bedeutend.'? Die Einwanderung von Makrophagen in den murinen Kap-
selsack, die Aktivierung von SMAD3 durch Phosphorylierung und der Nachweis
von a-SMA traten simultan nach zwei bis drei Tagen auf. Dieses Ergebnis liefert
einen Hinweis auf komplexe Zusammenhange zwischen Immunaktivierung und

Fibrose.% 11

TGFB1 und 2 fuhrten in Zellkultur mit der spontan immortalisierten humanen Lin-
senepithelzelllinie (FHL-124, Fetal-human-lens 124) unter anderem zum ver-
mehrten Nachweis von a-SMA, Fibronektin und Kollagen 1.1 14 AuRerdem wurde

ein steigender Anteil an phosphoryliertem und damit aktiviertem SMAD2 und



SMADZS bei steigender Konzentration an TGFB2 in vitro nachgewiesen.'* An der
Interaktion mit TGFB sind weitere Zytokine wie Interleukin-6 (IL-6) beteiligt. In
Zellkultur mit humanen Linsenepithelzellen stieg die Expression von TGF(2, Fib-
ronektin und Kollagen | durch Zugabe von IL-6 signifikant an. Wurden die Linse-
nepithelzellen mit IL-6 und TGFB2 kombiniert behandelt, war die Genexpression
der Fibrosemarker Kollagen 1, Fibronektin und a-SMA im Vergleich zur Einzel-
behandlung am hochsten. Dies lasst einen synergistischen Effekt von IL-6 und
TGFB2 vermuten.®®

1.1.3 Aktuelle Therapie des Nachstars und Komplikationen

Der Nachstar wird mittels Neodynium-Yttrium-Aluminium-Garnet (Nd:YAG) Laser
durch Entfernung der hinteren Kapsel therapiert.'® Dabei wurde bei 94 % der be-
handelten Patient/innen eine sofortige und nachhaltige Verbesserung der Seh-
scharfe beschrieben.'” Jedoch werden neben der moglichen Beschadigung der
IOL durch den Laser weitere Komplikationen wie Netzhautablésung, Erh6hung
des Augeninnendrucks und Entstehung eines zystoiden Makulaédems beobach-
tet.}”. 18 Unter 862 Patient/innen zeigte sich bei 1,4 % eine Netzhautablosung
nach Laser-Kapsulotomie.'® AuRerdem ist es durch hohe Anschaffungskosten
des Nd:YAG Lasers nicht allen Patient/innen mit Nachstar méglich sich einer

Therapie zu unterziehen.®

1.1.4 Mogliche Ansatze der Pravention des Nachstars

Mit dem Ziel der Nachstarpravention wurden in den letzten Jahrzehnten zahlrei-
che Verbesserungen bezliglich des Designs und Materials der Intraokularlinse
geprift. Die Implantation von hydrophoben IOL flihrte seltener zur Laser-Kap-
sulotomie als die von hydrophilen IOL.?° Eine eckige/scharfere/steilere Kante
fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der Entstehung des Nachstars, das Ma-
terial hingegen zeigte hier keinen signifikanten Einfluss.?! Prinzip der scharfen
Kante ist es, Linsenepithelzellen in ihrer Migration zu verlangsamen oder zu stop-
pen. Dadurch wird die hintere Kapsel weniger stark bewachsen.?? Ein weiterer
Ansatz zur Pravention des Nachstars ist die Entwicklung neuerer Operations-
techniken. Beispielsweise wird in der Literatur Uber eine zusatzliche Kap-
sulorhexis der hinteren Kapsel berichtet, die den Nachstar vollstandig verhindern
soll.?® Des Weiteren kann sich das Einhalten eines Abstands zwischen vorderer

Kapsel und IOL praventiv auswirken. Hierfur wird ein Spannungsring mit scharfer
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Kante in den Kapselsack implantiert. Dabei konnte nach zwei Jahren ein vermin-
derter Nachstar festgestellt werden. Eine generelle Empfehlung eines solchen
Spannungsrings wird bisher nicht ausgesprochen, Hochrisikopatient/innen kdnn-

ten jedoch profitieren.?*

Weitere praventive Ansatze beziehen sich auf eine pharmakologische Prophy-
laxe des Nachstars. Unterschiedlichste Wirkstoffklassen wurden in Studien un-
tersucht, darunter Steroide, Immunsuppressiva und Zytostatika.? Einige Studien
beschaftigen sich mit der Wirkstofffreisetzung direkt in den Kapselsack, beispiels-
weise durch Beschichtung der IOL.?° Eine Verlangerung der Dauer bis zur Ent-
wicklung des Nachstars wurde so beispielsweise im Hasenmodell von 22 Tage

auf 99 Tage mittels Rapamycin erreicht.?®

1.2 Die medikamentenbeschichtete Intraokularlinse zur Pra-
vention des Nachstars

1.2.1 Vorteile einer medikamentenbeschichteten Intraokularlinse

Eine Mdoglichkeit, in Komplikationen nach Kataraktoperation einzugreifen stellen
Augentropfen dar. Rapamycin wurde als Wirkstoff in Augentropfen und auf einer
beschichteten IOL getestet.?’ Bei dem Versuch das Medikament (iber Augentrop-
fen zur Nachstarprophylaxe zu verabreichen, zeigte sich keine signifikante Hem-
mung des Nachstars. Hingegen fuhrte eine Rapamycin-PLGA beschichtete 10L
zur signifikanten Reduktion des Nachstars. Des Weiteren lag die Rapamycinkon-
zentration im Kammerwasser nach Applikation des Medikaments als Augentrop-
fen unter der Nachweisgrenze, wahrend Rapamycin bei Beschichtung der IOL
tber vier Wochen postoperativ im Kammerwasser nachweisbar war.?” Bei eigen-
standiger Applikation der Augentropfen durch unerfahrene postoperative Kata-
raktpatient/innen kam es bei 92,6 % der Untersuchten zu Fehlapplikationen.
Diese beinhalteten Kontamination der Dosierflasche, fehlendes Handewaschen
vor der Anwendung oder die Applikation von zu vielen oder keinen Augentrop-

fen.28

Durch eine Beschichtung der IOL mit unterschiedlichen Wirkstoffen kbnnen zu-
satzlich zum Nachstar auch andere intraokulare Komplikationen behandelt wer-
den.?® Die Beschichtung einer IOL mit Norfloxacin zur Prophylaxe einer
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postoperativen Endophthalmitis ermdéglichte die Wirkstoffapplikation ohne eine
weitere notwendige Behandlung.*® Anwendungsfehler durch Patient/innen kon-
nen vermieden werden. Zudem ist diese Vorgehensweise unabhangig von der
Compliance der Patient/innen, sodass eine erhdohte Therapiesicherheit gewahr-
leistet ist. Des Weiteren konnen durch die intraokulare Wirkstoffapplikation Do-
sierungen besser kontrolliert und systemische Nebenwirkungen reduziert wer-
den.3! So wurde bei einer mit Rapamycin und PLGA beschichteten IOL eine Frei-
setzung des Medikaments in das Kammerwasser von Hasen lber 14 Tage ge-
messen, eine Detektion von Rapamycin im Blut gelang zu keinem Zeitpunkt.?®
Medikamentenbeschichtete IOL bieten neben klinischen auch wirtschaftliche
Vorteile. Die aktuelle Behandlung des Nachstars durch Kapsulotomie mit
Nd:YAG Laser kostet 250 €.32 Gelingt eine Hemmung oder Hinauszdgerung des

Nachstars, kbnnen Kosten gespart werden.

1.2.2 Aufbau einer Intraokularlinse

IOL kdnnen aus einem oder drei Teilen bestehen. Bei einer dreiteiligen 10L sind
die Haptiken separat gefertigt und mit der Optik verbunden (Abbildung 1) Kli-
nisch gebrauchlich sind faltbare I0L aus Acryl, die entweder hydrophobe oder
hydrophile Eigenschaften aufweisen.3® 34 Eine scharfe Kante an der Optik der

IOL fuihrte zu einer geringeren Nachstarinzidenz.3®

12



Abbildung 1: dreiteilige hydrophobe IOL im humanen Kapselsackmodell

1.2.3 Auswahl der Wirksubstanz

Eine Vielzahl an Substanzen zur Prophylaxe des Nachstars werden in Studien
untersucht.® Dieser Arbeit geht eine bereits publizierte Studie zur Auswahl einer
geeigneten Wirksubstanz voraus.®® Anhand von Literaturrecherche konnten hier-
bei zunachst 62 Substanzen ausfindig gemacht werden. Durch Inklusionskrite-
rien wie Zulassung durch die Food and Drug Administration (FDA) oder die Eu-
ropean Medicines Agency (EMA) und Exklusionskriterien wie das Risiko von mu-
tagenem Potential oder dem Basieren auf RNA oder Virusvektor konnte die An-
zahl auf 21 Substanzen reduziert werden.3¢ Diese wurden auf ihre Toxizitat be-
zuglich FHL-124 (Linsenepithelzellen) und CEC-SV40 (Endothelzellen der Cor-
nea) und ihren Einfluss auf die Zellproliferation untersucht. Dabei zeigten Kaffee-
saurephenethylester, Disulfiram, Retinsaure, Rapamycin und Methotrexat (MTX)
eine Proliferationshemmung auf humane Linsenepithelzellen, wobei nur bei
Disulfiram und MTX keine Toxizitat auf Corneaendothelzellen und Linsenepithel-
zellen festgestellt werden konnte.3¢ Eine mittels Soaking mit Disulfiram behan-
delte hydrophile und hydrophobe Intraokularlinse zeigte im Vorderkammermodell

keine Hemmung der humanen Linsenepithelzellen, wobei der gleiche
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Versuchsaufbau mit MTX zu einer signifikanten Proliferationshemmung fuihrte.®
Des Weiteren findet MTX bereits klinische Anwendung in der Ophthalmologie,
beispielsweise als intravitreale Injektion in der Lymphomtherapie als Off-label-

Use.37

1.2.4 Kombination mit einer Tragersubstanz zur kontrollierten Freisetzung
des Wirkstoffes

Um eine verlangerte Freisetzung des Wirkstoffes durch das beschichtete Medi-
zinprodukt zu erreichen, kann das Medikament mit einem Polymer kombiniert
werden.3! Dabei sticht Polylactid-co-Glycolid (PLGA) als biologisch abbaubares
Polymer aufgrund langer Erfahrungswerte im klinischen Gebrauch und der Steu-
erbarkeit der Freisetzungsdauer heraus.®® PLGA ist von der FDA zugelassen und
biokompatibel. Es setzt sich aus Glycolid und Lactid in unterschiedlichen Verhalt-
nissen zusammen (Abbildung 2).3° Die Bestandteile sind tUber Esterbindungen
miteinander verbunden, die beim Abbau des Polymers hydrolysiert werden.38 Die
Dauer des Abbaus wird dabei von vielen Faktoren wie der unterschiedlichen Zu-
sammensetzung aus Glycolid und Lactid, der Monomer Stereochemie, der Poly-
mer Kettenlinearitat oder des Molekulargewichts beeinflusst. Durch Anpassung
dieser Parameter kann eine kontrollierte Medikamentenfreisetzung erreicht wer-
den.3® Je hoher der Anteil an Lactid ist, desto langsamer wird das Polymer auf-
grund dessen hydrophober Methylgruppe abgebaut.3® Ein weiterer Einflussfaktor
fur den Abbau von PLGA ist die Kristallinitat. Glycolid besitzt einen hohen Kris-
tallinitatsgrad. Wird es mit Lactid polymerisiert, setzt sich der Kristallinitatsgrad
des Polymers herab.3° Bei einem Polymer bestehend aus 50 % Glycolid und 50
% Lactid wird der schnellste Abbauprozess beobachtet, da hier der Anteil des
Lactids zu einer weniger kristallinen Struktur und der Anteil des Glycolids zu einer
verstarkten Wasseranlagerung fuhrt. Aul3erhalb dieses Mischungsverhéltnisses

zeigt ein hoherer Anteil an Glycolid eine héhere Abbaurate.3°
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Lactid _ Glycaolid
CHj O

HO

Abbildung 2: Strukturformel von PLGA X ist die Anzahl der Lactideinheiten, y ist die
Anzahl der Glycolideinheiten.*®

1.2.5 Beschichtungsverfahren in der Literatur

Unterschiedliche Verfahren zur Beladung einer IOL mit Wirkstoff sind aus der
Literatur bekannt. Prinzipiell kbnnen drei Mechanismen unterschieden werden:
Die Beschichtung der Oberflache durch Verdampfen eines Medikamentengemi-
sches, die Beladung des IOL-Materials mit Wirkstoff mittels Soaking und die Im-
pragnierung der Oberflache mit tiberkritischem C0O2.26: 36. 40-45 Beim Soaking wird
die IOL in eine Ubersattigte Medikamentenlésung eingelegt und nach der Inkuba-
tionszeit entnommen. Festkorper, die sich wahrend der Inkubationszeit gebildet
haben, werden von der Oberflache der IOL abgewaschen. Der Wirkstoff befindet
sich im Material der 10L.38 40 Medikamente konnen auRerdem unter bestimmten
Druck- und Temperaturbedingungen in Uberkritischem CO:2 gelost werden. Es

wird von einer Impragnierung der IOL mit Wirkstoff ausgegangen.*:

Zur Oberflachenbeschichtung wird die IOL mit einer Beschichtungslésung, in der
der Wirkstoff enthalten ist, bespriht. Das Losungsmittel verdampft und das Me-
dikament bleibt auf der Oberflache der IOL haften.*? Alternativ besteht die M6g-
lichkeit, das Medikamenten-Losungsmittelgemisch auf die IOL zu pipettieren, um

diese anschlieRend zu schleudern und zu trocken.*3

Um die IOL mit Wirkstoff und PLGA zu beschichten, werden meist beide Bestand-

teile in einer Beschichtungsfliissigkeit mit Losungsmittel wie Chloroform gelost.*?
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Die I0OL wird dann einfach oder mehrfach beschichtet. Das Mischverhéltnis von
Wirkstoff zu PLGA variiert.?% 44 Beschrieben ist auRerdem die Herstellung zweier
Losungen, in denen PLGA und Wirkstoff getrennt enthalten sind. Beide werden

separat auf die gleiche Region der IOL aufgetragen.*®

1.3 Zielsetzung

In vorausgegangenen Arbeiten wurde MTX als Wirkstoff zur Prophylaxe des
Nachstars als vielversprechend herausgearbeitet.3¢ Erste Beschichtungen einer
IOL mit MTX und PLGA wurden vorgenommen.*? Im Folgenden soll die Zusam-
mensetzung der Beschichtungslosung hinsichtlich des Losungsmittels und der
gewunschten MTX-Freisetzung genauer untersucht werden. Welche Ldsungs-
mittel kdnnen unterschiedliche PLGA-Zusammensetzungen losen, welche L6-
sungsmittel schaden der IOL? Ziel ist es, Voraussetzungen flr die Herstellung
einer Beschichtungslosung zu schaffen, mit der die Medikamentenfreisetzung
gesteuert werden kann.

Im zweiten Teil dieser Arbeit soll eine MTX-Konzentration ermittelt werden, wel-
che in Zellkultur pathophysiologische Vorgédnge des Nachstars hemmt. Ziel ist
es, in unterschiedlichen Versuchsaufbauten einen Wirkstoffbereich zu evaluie-
ren, der in Zukunft kontinuierlich von einer beschichteten IOL abgegeben werden

soll.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Intraokularlinse

Fur alle Versuche wurden Hoya-PS AF-1® (UV) oder Hoya-AF-1® (UY) (Hoya
Vision, Tokyo, Japan) verwendet. Beide Intraokularlinsen sind hydrophob und
setzen sich aus einer Optik mit scharfer Kante und zwei Haptiken zusammen.
Die Optik besteht aus Acryl und misst einen Durchmesser von 6 mm. Die Hapti-
ken sind aus PMMA hergestellt und tragen zu einem Gesamtdurchmesser von
12,5 mm bei.

2.2

Loésungsmittel

Chemische Substanzen

Hersteller

Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.KG

Chloroform

Dichlormethan

Aceton Carl Roth GmbH + Co.KG
Methylacetat Carl Roth GmbH + Co.KG
Ethylacetat Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA

Phenylmethanol

Carl Roth GmbH + Co0.KG

Triacetin Sigma Aldrich
Propan-2-ol Carl Roth GmbH + Co.KG
Methanol Carl Roth GmbH + Co.KG
Ethanol Carl Roth GmbH + Co.KG
RG 503 PLGA 50:50 lactide:glycolid _ _
Sigma Aldrich
Mw 24000-38000
RG 756 S PLGA 75:25 lactide:gly- . .
_ Sigma Aldrich
colid Mw 76000-115000
RG 858 S PLGA 85:15 lactide:gly- _ _
) Sigma Aldrich
colide Mw 190000-240000
PLA average Mn 20000 _ _
Sigma Aldrich

Methotrexat

Seleck Chemicals, Houston, TX, USA

Tabelle 1: Auflistung verwendeter Chemikalien
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2.3 Auswahl eines Losungsmittelgemisches und Testen des-

sen Vertraglichkeit mit der Intraokularlinse

Die zentrale Herausforderung bei der Ermittlung eines Lésungsmittelgemisches
ist das Losen von PLGA ohne Beschadigung der IOL. Zehn verschiedene L6-
sungsmittel wurden getrennt auf deren Vertraglichkeit mit der IOL und deren Lo-
sungsfahigkeit von PLGA 50:50 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) untersucht.
Hierftir wurden 5 mg PLGA 50:50 oder eine IOL in 1 ml Lésungsmittel gegeben.
Losungsmittel, die PLGA losten wurden mit Lésungsmittel gemischt, die keine

Schaden an der IOL hervorriefen.

Losungsmittel Verdinnungssubstanz
20 % Aceton 80 % Methanol

30 % Aceton 70 % Methanol

40 % Aceton 60 % Ethanol

40 % Ethylacetat 60 % Methanol

20 % Methylacetat 80 % Methanol

40 % Methylacetat 60 % Ethanol

40 % Propan-2-ol 60 % Methanol

40 % Triacetin 60 % Ethanol

Tabelle 2: Untersuchte Lésungsmittelgemische mit jeweiligem Anteil an Losungs-
mittel und Verdinnungssubstanz.

Zur nochmaligen Evaluation der Vertraglichkeit dieser Gemische mit der Intra-
okularlinse wurden je 2 ml zusammen mit einer IOL in ein Glasgefald gegeben.
Als Kontrolle diente eine IOL in 2 ml destillierten Wasser. Im Folgenden wurden
die IOL nach bestimmten Zeitabstanden auf deren Intaktheit getestet. Dabei wur-
den sie mit einer neuwertigen IOL verglichen. Als Nachstes wurde die Dauer des
Verdampfens der Lésungsmittelgemische untersucht. Hierzu wurde je 1 mlin ein
Rollrandglas gefullt und bei 37 °C Uber 11,5 h beobachtet. Das Verdampfen der
Flissigkeiten wurde anhand deren Masse mittels einer Feinwaage (OHAUS Eu-
rope GmbH, Nanikon, Schweiz) quantifiziert. Zuletzt wurden 50 pl der sieben be-
wahrtesten Losungsmittelgemische auf eine Acrylplatte gegeben und die Zeit bis

zu deren vollstandigem Verdampfen gestoppt.
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In einem letzten Teilversuch sollte die Loslichkeit der verschiedenen PLGAs und
des PLA durch das ermittelte Losungsmittelgemisch getestet werden. Hierfar
wurden 10 ml, 20 ml, 30 ml und 50 ml bestehend aus 30 % Aceton und 70 %
Methanol in Glasgefal3e (100 ml Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe, Deutsch-
land) abgefullt. Fur jedes Volumen wurden je 5 mg PLGA 50:50, PLGA 75:25,
PLGA 85:15 und PLA hinzugegeben. Die Gemische wurden in klar, triib und flo-

ckig kategorisiert.

2.4  Zellkultur
2.4.1 Auswahl der MTX-Konzentrationen

In bereits vorangegangenen Versuchen zeigte Methotrexat eine Proliferations-
hemmung von Linsenepithelzellen (FHL-124) bei einer mittleren effektiven Kon-
zentration (ECso) von 98.0 + 29.7 nM.3¢ Aufbauend auf diesen Ergebnissen wur-
den Konzentrationen, welche um diese ECso liegen gewéahlt (10 nM, 100 nM, 500
nM, 1 uM und 2 pM).

2.4.2 Das humane Kapselsackmodell und Quantifizierung des Nachstars

Es wurden 27 humane Bulbi von 21 Hornhautspendern (Alter 60 £ 16 Jahre)
durch die Hornhautbank der LMU bereitgestellt. Bei keinem der Spender war
eine ophthalmologische Erkrankung bekannt. Die Gewinnung der Gewebe sowie
damit durchgefihrte Versuche wurden im Einklang mit der Deklaration von Hel-
sinki und der Zustimmung der lokalen Ethikkommission durchgefihrt (LMU Min-
chen, Projektnummer: 73416). Alle Bulbi wurden innerhalb von zwei Tagen nach
Feststellen des Todes prapariert. Dabei wurde die Methode nach Cleary et al*®
befolgt. AnschlieBend wurden die Kapselsacke in 5 ml MEM Earle’s Medium (Bi-
ochrom AG, Berlin, Deutschland) mit 5 % fetalem Kalberserum (Biochrom AG,
Berlin, Deutschland) sowie 50 IU Penicillin/ml und 50 pg Streptomycin/ml (Bio-
chrom AG, Berlin, Deutschland) unter standardisierten Zellkulturbedingungen bei
37°C und 5 % CO:2 in einem Inkubator (Hera Cell 150, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) kultiviert. Fur die Behandlung mit unterschiedlichen MTX-Kon-
zentrationen wurde das Medium mit 1 % einer steril filtrierten MTX-PBS-L6sung
versetzt. Ein Mediumwechsel erfolgte jeden zweiten Tag. Zur Quantifizierung des
Bewuchses der hinteren Linsenkapsel Gber die Dauer der Behandlung wurde im
Abstand von zwei Tagen ein Foto mittels Stereomikroskop (Stemi 508, Carl-

Zeiss, Jena, Deutschland) angefertigt. Im Anschluss konnte der Anteil der
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zellfreien Flache an der gesamten Flache der hinteren Linsenkapsel ausgemes-
sen werden. Zur Auswertung der Fotos wurde ImageJ 1.8.0_172 (NIH, Bethesda,
MD, USA) herangezogen. Parameter wie Beschadigung der hinteren Kapsel, Ab-
|6sen des Kapselsacks von den Zonulafasern oder Tribung des Mediums fuhrten

zum Ausschluss des Probenmaterials aus der Auswertung.

2.4.3 Zellkultur mit FHL-124

Zur Kultivierung der Zelllinie FHL-124 (freundlicherweise bereitgestellt von M.
Wormstone, GroRbritannien)*’ wurde MEM Earle’s Medium (Biochrom AG, Ber-
lin, Deutschland) mit 10 % FCS (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) sowie 50 U
Penicillin/ml und 50 pg Streptomycin/ml (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) ver-
wendet und unter standardisierten Zellkulturbedingungen bei 37°C und 5 % CO2
in unbeschichteten Zellkulturflaschen (NUNC, Langenselbold, Deutschland) in-
kubiert. Ein Mediumwechsel mit je 12 ml Medium erfolgte jeden zweiten Tag. Bei
Konfluenz des Gefalbodens wurden die Zellen subkultiviert. Versene 1:5000,
versetzt mit 2,5 % Trypsin (Invitrogen-Gibco, Karlsruhe, Deutschland) wurde zum
Abloésen der Zellen von der Zellkulturflasche verwendet. Zur Behandlung der Zell-
linie FHL-124 mit MTX wurden die Zellen mittels der Z&hlkammer nach Neubauer
ausgezahlt. Es wurden je 6000 Zellen pro Well einer auf einer Zellkulturplatte mit
24 Well (Sarstedt AG und CoKG, Numbrecht, Deutschland) ausgesat. Zur Be-
handlung mit MTX wurde das Zellkulturmedium mit 1 % einer steril filtrierten MTX-
PBS-LOsung versetzt, um eine finale Konzentration von 10 nM, 100 nM, 500 nM,
1uM oder 2 uM zu erreichen. Zwei weitere Wells dienten der Kontrolle ohne MTX.
Am selben Tag und in Folge jeden zweiten Tag, wurden die Zellen im Zentrum
eines jeden Wells mithilfe eines Phasen-Kontrast-Mikroskops DFC 295 (Leica
Microsystems, Solms, Deutschland) fotographiert. Die bewachsene Flache
wurde zur Auswertung gegen die zellfreie Flache der Wells unter Verwendung
von ImageJ 1.8.0_172 (NIH, Bethesda, MD, USA) in Relation gesetzt. Ein Medi-

umwechsel erfolgte jeden zweiten Tag mit einer FCS-Konzentration von 5 %.

2.4.4 3D-Zellkultur-Gele

Um die dreidimensionalen Vorgange im Kapselsack besser zu verstehen, wurden
FHL-124 in Gele gegossen und uber zwdlf Tage beobachtet. Hierflr wurden zu-
erst zwei verschieden Losungen hergestellt. FUr die Erste wurde eine 0,7 M

NaOH-Losung (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) angesetzt und 1:1 mit
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HEPES-Puffer 1 M (Biochrom GmbH, Berlin, Germany) gemischt. Fir die zweite
Lésung wurde Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-low glucose (Sigma Aldrich
St. Louis, MO, USA) 1:1 mit der ersten Losung versetzt. Der pH sollte dabei zwi-
schen 7,90 und 8,05 liegen, was mit pH-Papier (Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) validiert wurde. Als Nachstes wurde die zweite Lésung 1:5 mit Col-
lagen G (Biochrom GmbH, Berlin, Germany) gemischt. FHL-124 einer konfluen-
ten Zellkulturflasche wurden in 200 yl PBS (Dulbecco, Sigma Aldrich St. Louis,
MO, USA) resuspendiert und zu 3 ml des Collagen G haltigen Gemisches gege-
ben. Zuletzt wurden je 400 pl Gel in sechs Wells einer 24-Wellplatte (Sarstedt AG
und CoKG, Numbrecht, Deutschland) mit Zellen und in ein Well Gel ohne Zellen
gegeben. Die Gele wurden zum Ausharten tGber Nacht unter standardisierten
Zellkulturbedingungen bei 37°C und 5 % COz2 in den Inkubator gegeben. Am
nachsten Tag wurden die Gele vorsichtig von den Wells getrennt und mit je 800
pul MEM Earle’s Medium (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) mit 5 % FCS (Bio-
chrom AG, Berlin, Deutschland) sowie 50 IU Penicillin/ml und 50 pg Streptomy-
cin/ml (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) kultiviert. Fur die Behandlung mit un-
terschiedlichen MTX-Konzentrationen wurde das Medium mit 1 % einer steril fil-
trierten MTX-PBS-LAsung versetzt. Mediumwechsel und Fotodokumentation er-
folgte jeden zweiten Tag. Die Auswertung durch Bemessung der Kreisoberflache
Uber die Zeit wurde ImageJ 1.8.0_172 (NIH, Bethesda, MD, USA) verwendet.

2.5 Immunhistochemische Farbung der Kapselsacke

Nach beobachteter Konfluenz der hinteren Linsenkapsel mit Zellen, wurden alle
humanen Kapselsacke immunhistochemisch gefarbt. Zuerst wurde der Kapsel-
sack zwei Mal mit Phosphatpuffer (PBS Dulbecco, Sigma Aldrich St. Louis, MO,
USA) gewaschen und anschlie3end in 4 % Formaldehyd fir 10 min fixiert. Da-
nach wurde mit Phosphatpuffer 0,1 M (1:1 Na:HPO4 x 2H20 + NaH:PO. x H:O in
destilliertem Wasser) drei Mal gewaschen. Als Nachstes wurde der Kapselsack
vom Ziliarkdrper getrennt und die Intraokularlinse entfernt. Die hintere Kapsel
wurde in vier Teile geschnitten und jeweils mit einer entomologischen Nadel in
einer Zellkulturplatte fixiert. Die Gewebestlcke wurden mit Blockingsolution (3%
bovines Serumalbumin, 0,1% Triton X 100 in 0,1 M Phosphatpuffer) bedeckt und
fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Absaugen der Ubrigen
Blockingsolution konnten Antikoérper appliziert werden. Dabei wurden ein priméa-
rer AntikGrper gegen Fibronektin (rabbit monoclonal, Sigma Aldrich, St. Louis,
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MO, USA) und ein Cy3 konjugierter Antikdrper zur Anfarbung von aSMA (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) 1:50 mit Phosphatpuffer verdinnt. Die Kapselsack-
sticke wurden tber Nacht bei 4 °C gelagert. Im Anschluss wurde drei Mal mit
Phosphatpuffer 0,1 M gewaschen und Alexa Fluor 555 (goat anti-rabbit, Invitro-
gen, Carlsbad, CA, USA) zur Farbung des Fibronektins 1:500 verdinnt dazuge-
geben. F-Aktin wurde mit Alexa Fluor 488 konjugiertem Phalloidin (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) 1:100 verdunnt angefarbt. Nach erneuten drei Waschgéan-
gen mit Phosphatpuffer 0,1 M wurde Hoechst 33342 (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) 1:2000 mit Phosphatpuffer 0,1 M verdinnt und fir fanf Minuten auf die
Kapselsackstiicke gegeben. AnschlieRend wurde erneut drei Mal mit Phosphat-
puffer 0,1 M gewaschen. Die Gewebestlicke wurden auf Objekttrager in Antifade
Mounting for Fluorescence Medium (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)

gelegt und mit einem Deckglas versehen.

2.6 Statistische Analyse

Tabellen und Graphen wurden mit EXCEL 365 (Microsoft, Redmond, WA, USA)
und GraphPad PRISM 9 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA) erstellt.
Daten wurden durch Berechnung des Mittelwerts und der Standardabweichung
(SD fur Standard Deviation) verarbeitet. Zum Vergleich mehrere Gruppen wurde
ein one-way ANOVA und least significant difference (LSD) post hoc Test mittels
SPSS 27 (IBM, Armonk, NY, USA) durchgefuhrt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als

statistisch signifikant angenommen.
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3 Ergebnisse
3.1 Ermittlung eines geeigneten Losungsmittelgemisches

Die IOL soll mit einem Gemisch aus MTX und Polymer als Tragersubstanz mittels
Verdampfens beschichtet werden. Daflir muss das Gemisch zwei Eigenschaften
besitzen. Zum einen muss PLGA gel6st werden und zum anderen soll dabei die
IOL, die selbst aus einem Polymer besteht, nicht zu Schaden kommen. Diese
beiden Eigenschaften wurden in einem ersten Versuch getrennt voneinander un-
tersucht (Tabelle 3). Aceton, Dichlormetan, Ethylacetat, Methylacetat und Trich-
lormethan I6sten PLGA, beschadigten aber gleichzeitig die IOL (bspw. Abgel6ste
Haptik oder Riss in der Optik). Ethanol, Methanol und Propan-2-ol zerstérten
makroskopisch die IOL nicht, I6sten jedoch kein PLGA. Um eine Beschichtung
der IOL mit MTX zu erreichen, ist es jedoch essenziell einen Kompromiss aus
beiden Eigenschaften zu erreichen. Daraufhin wurden L&sungsmittel, welche
PLGA gut l6sten in absteigendem Verhéaltnis mit Ethanol oder Methanol ge-
mischt, welche wiederum keine Beschadigung der IOL zur Folge hatten.

0, ) -
100% LO. [%] in Ethanol [%] in Methanol
sungsmittel
Be-
PLGA | scha-
.. . LOs- di-
Losungsmittel . 80 | 60 | 40 | 20 | 80 60 40 | 20
lich- | gung
keit der
IOL
Aceton G B TG | TG | TG | NG | TG | TG | TG |TG
Dichloromethan G B TG | Nicht mischbar G G TG | TG
Ethanol NG |
Ethylacetat G B TG | TG | NG [ NG | TG | TG | TG [ NG
Methanol NG [
Methylacetat G B TG | TG | TG [ NG | G TG | TG | TG
Phenylmethanol TG B TG | TG | NG [ NG Nicht mischbar
Triacetin TG B TG | TG | TG | NG Nicht mischbar
Propan-2-ol NG I NG | NG [ NG | NG | TG | TG | TG | NG
Trichloromethan G B Nicht mischbar Nicht mischbar

Tabelle 3: Losungsmittel(-gemische) und deren Auswirkungen auf PLGA-Ld8slich-
keit und Intaktheit der IOL. Die Léslichkeit von PLGA wird in geldst (G), teilweise geldst
(TG) und nicht gelést (NG) eingeteilt. Die IOL wird in beschadigt (B) oder Intakt (1) kate-
gorisiert. Gezeigt sind die Ergebnisse eines durchgefuhrten Versuchs.
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Die daraufhin ermittelten Losungsmittelgemische, die PLGA teilweise oder kom-
plett I6sen konnten wurden nochmals auf deren Vertraglichkeit mit der IOL unter-

sucht. Vielversprechend erwiesen sich Gemische mit Aceton, Methylacetat und

Propan-2-ol (
Zeit [Stunden]

L6ésungsmittelgemisch 0 0.5 1 2 4 12
20 % Aceton + 80% Methanol I I I B B B
30 % Aceton + 70 % Methanol I I I B B
40 % Aceton + 60 % Ethanol I B B B
20 % Methylacetat + 80 % Methanol I I I I I B B
40 % Methylacetat + 60 % Ethanol B B B B
40 % Ethylacetat + 60 % Methanol B B B
40 % Propan-2-ol + 60 % Methanol I I I I I I I
40 % Triacetin + 60 % Ethanol I B B B

Tabelle 4), da die Intaktheit der IOL bei Kontakt Giber mindestens eine Stunde

gegeben war.

Zeit [Stunden]

Losungsmittelgemisch 0 0.5 1 2 4 12
20 % Aceton + 80% Methanol I I I B B B
30 % Aceton + 70 % Methanol I I I B B
40 % Aceton + 60 % Ethanol I B B B
20 % Methylacetat + 80 % Methanol I I I I I B B
40 % Methylacetat + 60 % Ethanol B B B B
40 % Ethylacetat + 60 % Methanol B B B
40 % Propan-2-ol + 60 % Methanol I I I I I I I
40 % Triacetin + 60 % Ethanol I B B B

Tabelle 4: Zustand der IOL nach Kontakt mit unterschiedlichen Losungsmittelge-
mischen. Die IOL wird nach einer bestimmten Kontaktdauer mit den Lésungsmittelge-
mischen in Intakt (I) und Beschadigt (B) eingeteilt. Gezeigt sind die Ergebnisse eines
durchgefihrten Versuchs.
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Von den acht unterschiedlichen Lésungsmittelgemischen wurde das Verdamp-
fungsverhalten von 1 ml Volumen bei 37°C charakterisiert (Abbildung 3). Gemi-
sche, die Aceton beinhalteten, verdampften dabei am schnellsten. Basierend auf
diesen Ergebnissen wurde ein fur die Beschichtung relevantes Volumen von 50
ul verdampft (Abbildung 4). 30 % Aceton und 70 % Methanol vereinbarten die
teilweise Losung von PLGA, keine makroskopische Schadigung der IOL bei Kon-

takt Uber einer Stunde und ein schnelles Verdampfungsverhalten miteinander.

20 % Aceton
+ 80 % Methanol

30 % Aceton
+ 70 % Methanol

40 %Aceton
+ 60 % Ethanol

40 % Propan-2-ol
+ 60 % Methanol

20 % Methylacetat
+ 80 % Methanol

40 % Methylacetat
+ 60 % Ethanol

40 % Ethylacetat
O | + 60 % Methanol

40 % Triacetin

0 100 200 300 400 500 ™ +60%Ethanol
Zeit [min]

o
o

Anteil Volumen [%)]

Abbildung 3: Verdampfungsverhalten unterschiedlicher Losungsmittelgemische.
1 ml eines Losungsmittelgemisches wurde bei 37°C inkubiert. Die Bestimmung der
Masse erfolgte mittels Feinwaage. Aufgetragen ist der Anteil des Volumens am ur-
spriinglichen Gesamtvolumen in % gegen die Zeit. Gezeigt sind die Ergebnisse eines
durchgefuhrten Versuchs.
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+ 80 % Methanol
30 % Aceton

+ 70 % Methanol |

40 %Aceton |
+ 60 % Ethanol

05 venano
60 % Methanol
20 % Methylacetat + |

80 % Methanol

40 % Methylacetat
+ 60 % Ethanol

40 % Ethylacetat
+ 60 % Methanol

) 10 15 20 25 30
Zeit [sec]

QO -

Abbildung 4: Verdampfungsverhalten unterschiedlicher Ldsungsmittelge-
mischtropfen. Zeit bis zum Verdampfen von 50 pl Lésungsmittelgemisch bei Raum-
temperatur. Gezeigt sind die Ergebnisse eines durchgefiihrten Versuchs.

Um die Wirkungsdauer von MTX variieren zu kénnen, wurden unterschiedliche
PLGA- bzw. PLA-Zusammensetzungen zur Herstellung des Beschichtungsgemi-
sches verwendet. Drei PLGA mit unterschiedlichem Lactid- und Glycolidanteil,
sowie PLA wurden auf deren Ldslichkeit im gefundenen Losungsmittelgemisch
von 30 % Aceton und 70 % Methanol untersucht. Bei steigendem Volumen und
gleichbleibender Zusammensetzung des Ldsungsmittelgemisches sowie glei-
cher PLGA/PLA Masse fiel eine herabgesetzte Losbarkeit bei steigendem Lac-
tidanteil auf (

Polymer Volumen

_ _ 10 20 30 40 50
(Lactid:Glycolid)| [mL]
PLGA 50:50 trib trib trib trib Klar
PLGA 75:25 trib trib trib trib klar
PLGA 85:15 flockig | flockig trib trib trib
PLA flockig | flockig | flockig | flockig | flockig
Tabelle 5).
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Polymer Volumen

_ _ 10 20 30 40 50
(Lactid:Glycolid)| [mL]
PLGA 50:50 trib trib trib trib klar
PLGA 75:25 trib trib trib trib klar
PLGA 85:15 flockig | flockig trib trib trib
PLA flockig | flockig | flockig | flockig | flockig

Tabelle 5: Loslichkeit von PLGA/PLA in unterschiedlichen Volumina eines
Losungsmittelgemisches aus 30 % Aceton und 70 % Methanol. Bei aufsteigendem
Volumen des Lésungsmittelgemisches aus 30 % Aceton und 70 % Methanol wurde die
Ldslichkeit von unterschiedlichen PLGA-Zusammensetzungen bzw. PLA in klar, triib und
flockig eingeteilt. Gezeigt sind die Ergebnisse eines durchgefiihrten Versuchs.

3.2 Ermittlung einer MTX-Konzentration

3.2.1 Zellkulturmodelle mit FHL-124

Um verschiedene Vorgéange des Nachstars zu untersuchen, wurden unterschied-
liche Versuchsaufbaue in vitro verwendet. So konnte der Einfluss des Wirkstoffs
auf Proliferation und Kontraktion von Linsenepithelzellen FHL-124 getrennt beo-

bachtet werden.

Zur Untersuchung der Proliferationshemmung durch MTX wurden FHL-124 mit
MTX im Medium Uber mehrere Tage behandelt und der Anteil der bewachsenen
Flache in Zellkultur bestimmt (Abbildung 5). An Tag 5 zeigten alle MTX-Kon-
zentrationen eine signifikante Hemmung der Zellproliferation (Ko. — 10nM p=0.04;
Ko. — 100nM p<0.001; Ko. — 500 nM p<0.001; Ko. — 1 uM p<0.001 und Ko. — 2
UM p<0.001).
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Abbildung 5: Hemmung der Proliferation von FHL-124 in vitro durch unterschied-
liche MTX-Konzentrationen. (Ko.— 10nM p=0.04; Ko. — 100nM p<0.001; Ko. — 500 nM
p<0.001; Ko. — 1 pyM p<0.001 und Ko. — 2 uM p<0.001). Aufgetragen ist die von FHL-
124 Zellen bedeckte Flache normalisiert auf Tag 1 gegen die Zeit in Tagen. Aufsteigende
Konzentrationen an MTX wurden getestet. Jeder Punkt stellt den Mittelwert von drei un-
abhangigen Versuchen £ SD dar.

Um die Kontraktionsfahigkeit von FHL-124 quantifizieren zu kdénnen, wurden
Gele mit darin enthaltenen Zellen gegossen und konstant mit unterschiedlichen
MTX-Konzentrationen behandelt. Im Folgenden wurde die Kreisoberflache der
Gele gemessen und mit der unbehandelten Kontrolle verglichen (Abbildung 6).
MTX zeigte eine signifikante Hemmung der Kontraktion bei einer Konzentration
von 1 uM ab Tag 3 (Ko. - 1uM p=0.04) und von 2 uM ab Tag 5 (Ko. - 1uM p=0.005;
Ko. - 2uM p=0.04). An Tag 12 konnten die MTX-Konzentrationen 100 nM bis 2
MM im Medium eine Schrumpfung der Gele im Vergleich zur unbehandelten Kon-
trolle signifikant hemmen (Ko. — 100nM p=0.01; Ko. — 500 nM p=0.003; Ko. - 1
UM p<0.001 and Ko. — 2 uM p<0.001) (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Kontraktion von FHL-124 in Gelen bei Behandlung mit unterschied-
lichen MTX-Konzentrationen A: (Ko.—-100nM p=0.01; Ko. — 500 nM p=0.003; Ko. -1
MM p<0.001 and Ko. — 2 uM p<0.001). Aufgetragen ist die Oberflache der Gele relativ zu
Tag 1 gegen die Zeit in Tagen. Aufsteigende Konzentrationen an MTX wurden getestet.
Jeder Punkt stellt den Mittelwert von drei Versuchen £ SD dar. B: Die Oberflache der
behandelten Gele unterscheidet sich an Tag 12 zur Kontrolle.

3.2.2 Das humane Kapselsackmodell

Zur weiteren Evaluation der konzentrationsabhangigen Wirkung von MTX auf
Vorgange des Nachstars wurden humane Kapselsacken in Zellkultur untersucht.
Dafur wurden IOL implantiert und die Kapselsacke mit konstanten MTX-Konzent-
rationen behandelt. Uber die Zeit konnte konzentrationsabhangig ein Bewuchs
der hinteren Kapsel mit Linsenepithelzellen von peripher nach zentral beobachtet
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werden (Abbildung 7C). Der Teil, der noch nicht Uberwachsen war, wurde zur
Gesamtflache der hinteren Kapsel bis zu deren vollstandiger Konfluenz in Rela-
tion gestellt (Abbildung 7A). Bei den unbehandelten Kontrollen dauerte die Kon-
fluenz 19 + 3 Tage (SD), wahrend bei einer konstanten MTX-Konzentration von
1 uM die Dauer bis zur Konfluenz signifikant auf 39 + 20 Tage (SD) (Ko - 1 puM;
p=0.02; Mittelwertdifferenz: 20 Tage; 95KI. 3 - 38 Tage) gesteigert werden
konnte. Darunterliegende MTX-Konzentrationen erreichten das Signifikanzni-
veau fur die Prolongation bis zur Konfluenz nicht (Abbildung 7B).
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Abbildung 7: Bewuchs der hinteren Kapsel des Kapselsacks im humanen Kapsel-
sackmodell in Abhangigkeit von der MTX-Konzentration. (Ko - 1 uM; p=0.02; Mittel-
wertdifferenz: 20 Tage; 95KI: 3 - 38 Tage) A: Aufgetragen ist der Anteil der zellfreien
Flache der hinteren Kapsel relativ zur Gesamtflache gegen die Zeit in Tage. Jeder Punkt
stellt den Mittelwert von unabhangigen Versuchen = SD dar. Ko n=5, 10 nM n=4, 100nM
n=2, 500 nM n=3, 1uM n=3 B: Aufgetragen ist die Zeit bis zum vollstdndigen Bewuchs
der hinteren Kapsel in Tagen gegen die MTX-Konzentrationen. Jeder Punkt stellt den
Mittelwert + SD dar. C: Die zellfreie Flache der hinteren Kapsel an Tag 10 ist rot um-
kreist.

Nach Konfluenz der hinteren Kapsel der Kapselsacke wurden diese immunhisto-
chemisch angefarbt (Abbildung 8). Alle Farbungen wurden von zwei Wissen-
schaftlern ausgewertet. So zeigte sich bei den unbehandelten Kontrollen durch
Verteilung und Expression von f-Aktin ein tendenziell fibroblastischer Phanotyp,
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wahrend behandelte Kapselsédcke mit epithelial anmutenden Zellen bewachsen

waren. Damit in Einklang stand eine verminderte Expression von aSMA, f-Aktin

und Fibronektin in allen mit MTX behandelten Kapselsacken verglichen mit der

unbehandelten Kontrolle (

Gruppe Phanotyp f-Aktin a-SMA Fibronektin

Ko fibroblastisch +++ ++ +++

10 nM epithelial +++ ++ ++

100 nM epithelial ++ + ++

500 nM epithelial ++ + ++

1uM epithelial ++ ++ ++
Tabelle 6).
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Ko 10nM 100 nM 500 nM 1 uM

Fibronektin

DAPI

Abbildung 8: Die unbehandelte Kontrolle zeigt einen fibroblastischeren Phanotyp
und eine starkere Expression von Fibronektin und a-SMA wéahrend in behandelten
Gruppen epitheliale Zellen dominieren.
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Gruppe Phanotyp f-Aktin a-SMA Fibronektin
Ko fibroblastisch +++ ++ 4+
10 nM epithelial +++ ++ ++
100 nM epithelial ++ + ++
500 nM epithelial ++ + ++
1uM epithelial ++ ++ ++

Tabelle 6: Quantifizierung der angefarbten Marker an der hinteren Kapsel kon-
fluenter humaner Kapselsacke. Die Expression der Marker wurde von zwei Wissen-
schaftlern quantifiziert.
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4 Diskussion

Eine medikamentenbeschichtete IOL scheint als lokale Therapie im vorderen Au-
genabschnitt zur Pravention des Nachstars laut diesen Daten vielversprechend.
Fir die Losung von PLGA zur Herstellung einer Beschichtungslésung mit MTX
konnte ein Losungsmittelgemisch gefunden werden, das sich fur die Beschich-
tung mittels Verdampfens eignet. In Zellkulturversuchen wurde ein Zielbereich
der MTX-Konzentration zur Hemmung verschiedener pathophysiologischer Me-
chanismen gefunden, in welchem MTX konstant von einer beschichteten IOL ab-
gegeben werden soll.

4.1 Wirkstoffapplikation und Auswahl eines Losungsmittels

Zur Wirkstoffapplikation gibt es im Wesentlichen drei Methoden: Das Beschichten
der Oberflache der IOL mittels Bespruhens und Verdampfens unter Zuhilfen-
ahme eines Ldsungsmittels, die Impragnierung der Oberflache mittels Gberkriti-
schem CO:2 sowie das Soaking, bei dem die IOL in eine mit Medikament gesat-

tigte wassrige Losung flir mehrere Tage eingelegt wird.40-42

Bei der Impragnierung der I0OL-Oberflache mit Ciprofloxacin und Dexamethason
21-phosphat disodium mittels Uberkritischem CO:2 bei einem Druck von 80 bis
200 bar und einer Temperatur von 35°C wurde eine Freisetzung des Medika-
ments fiir bis zu 45 Tage bzw. 40 Tage gemessen.*® Teilweise wurde Ethanol als
Losungsmittel zu Gberkritischem CO2 kombiniert.#8 Mit einem Druck von 80 bzw.
250 bar und einer Temperatur von ca. 35°C beluden Ongkasin et al. durch Uber-
kritisches CO:2 eine IOL mit MTX, wobei eine Freisetzung von MTX tber mehr als
80 Tage beschrieben wurde.** Es konnte anschlieend eine Hemmung fibroti-
scher Vorgénge in vitro gezeigt werden, jedoch fuhrte die medikamentenfreiset-
zende IOL zu keiner signifikanten Verlangerung der Dauer bis zur Konfluenz der
hinteren Kapsel im humanen Kapselsackmodell im Vergleich zur Kontrolle.*! Eine
besser kontrollierte Freisetzung kdnnte mithilfe eines Polymers wie PLGA ermog-
licht werden, um so MTX-Konzentrationen konstant zu erreichen, welche den

Nachstar hinauszogern konnen.3%: 36
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Zum Einbau eines Polymers wie PLGA mit hohem Molekulargewicht mit dem Ziel,
eine kontrollierte Freisetzung zu erreichen, eignet sich tberkritisches CO2 jedoch
unter Bedingungen wie einer Temperatur unter 100°C und einem Druck unter
350 bar zur Losung der meisten Polymere nicht.*® Verhaltnisse, die Uber diese
Rahmenbedingungen hinausgehen scheinen mit der Unversehrtheit einer IOL
nicht vereinbar. Ein weiteres Problem bei der Impréagnierung mit tberkritischem
COz2 ist das Schaumen der IOL beim Auf- oder Abbau des Drucks. Dies gilt es
zum Erhalt optischer Eigenschaften zu vermeiden, wenngleich Techniken be-

schrieben sind, das Schaumen zu verhindern.48

Bei oben genanntem Soaking wird die IOL in eine mit einem Medikament gesat-
tigte wassrige Losung fur mehrere Tage eingelegt.*? %0 So konnte beispielsweise
die Freisetzung von Erlotinib Gber 8-13 Tage abhangig von der verwendeten I0OL
erreicht werden.*° PLGA besitzt jedoch hydrophobe Regionen und wird tiber Hyd-
rolyse abgebaut.3® Ein Auflosen in wassriger Losung zum Soaking ist daher we-

der mdglich noch sinnvoll.

Soll eine kontrollierte Medikamentenfreisetzung mittels PLGA durch eine IOL er-
reicht werden, scheint die Beschichtung mittels Besprihens und Verdampfens
unter Zuhilfenahme eines Lésungsmittels vorteilhaft. In der Literatur werden ver-
schiedene Losungsmittel zur Herstellung der Beschichtungslésung verwendet.
Tetrahydrofuran, Dichlormethan, Dimethylformamid, Ethylacetat und Chloroform
sind Beispiele publizierter Lésungsmittel. 26:43.45. 51 F{jr einige dieser Losungsmit-
tel wurden schadigende Auswirkungen bei Kontakt mit der IOL in meiner Arbeit
herausgestellt. Zehn unterschiedliche Losungsmittel wurden auf deren Vertrag-
lichkeit mit der IOL und der Losung von PLGA getestet. Da Losungsmittel, die
PLGA l6sten gleichzeitig die IOL beschadigten, wurden Losungsmittel gemischt,
welche PLGA I6sten mit denjenigen, die der IOL makroskopisch nicht schadeten.
Besonders Gemische, in denen Aceton, Methylacetat und Propan-2-ol enthalten
waren, zeigten sich geeignet und wurden weiter auf deren Verdampfungsverhal-
ten getestet. Die Kombination aus 30 % Aceton und 70 % Methanol erwies sich
in allen Versuchen als vielversprechend. Hierbei ist im Rahmen des Beschich-
tungsverfahrens ein Kontakt von mindestens einer Stunde zwischen Lésungsmit-
telgemisch und IOL méglich, ohne makroskopische Verdnderungen der IOL her-
vorzurufen. Dies lasst Freiraum, um unterschiedliche Beschichtungsverfahren

mittels Verdampfens zu evaluieren.
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4.2 Auswahl und Zusammensetzung eines Polymers

Fur die lange und kontrollierte Medikamentenfreisetzung durch eine beschichtete
IOL soll der Wirkstoff mit einem Polymer wie PLGA oder PLA kombiniert werden.
PLA zeigte im evaluierten Losungsmittelgemisch jedoch keine Lo6slichkeit, so-
dass es fur weiterfuhrende Versuche nicht geeignet scheint. Die genaue Abstim-
mung der Beschichtungslosung beispielsweise des Verhaltnisses von Medika-
ment zu Polymer oder die Auswahl des Polymers haben Einfluss auf die spétere

Wirkstofffreisetzung.

Zur Anwendung von PLGA fur eine kontrollierte Wirkstofffreisetzung existieren
reichlich Daten. Eine beschichtete IOL mit der Kombination aus Rapamycin und
PLGA im Verhaltnis 50:50 Lactid zu Glycolid fuhrte im Hasenmodell zu einer Ver-
langerung der Zeitspanne bis zum Auftreten des Nachstars.?® Bei einer unbe-
schichteten IOL und einer mit lediglich PLGA beschichteten IOL traten ab dem
16. Tag Zeichen eines Nachstars auf, bei der Rapamycin-PLGA-IOL dauerte dies
89 Tage. Das Verhaltnis Rapamycin zu PLGA betrug 4:1.%¢ Bei der Herstellung
von medikamentenfreisetzenden Scheiben, die auf die Haptik der IOL aufge-
hangt wurden, mit Triamcinolonacetonid und PLGA 50:50 wurde der Einfluss ei-
nes unterschiedlichen Molekulargewichts derselben PLGA-Zusammensetzung
auf die Wirkstofffreisetzung untersucht.>? Jede Scheibe wurde mit der gleichen
Menge Triamcinolonacetonid und PLGA hergestellt. Bei PLGA mit niedrigerem
Molekulargewicht war die freigesetzte Gesamtmenge des Medikaments in vitro
hoher, bei hdherem Molekulargewicht zeigte sich eine konstantere Freisetzung
ohne Konzentrationsspitzen.>? Beim Vergleich der Wirkstofffreisetzung kombi-
niert mit demselben PLGA in vivo im Hasenmodell mit den Ergebnissen in vitro
wurde Triamcinolonacetonid in vivo schneller, in gro3erer Menge und ohne Kon-
zentrationsspitzen freigesetzt.>? Ein gesteigerter Lactidanteil des PLGAs wurde
in Verbindung mit Bromfenac untersucht. PLGA 75:25 Lactid zu Glycolid wurde
in vitro innerhalb von zwei Monaten abgebaut. Bis dahin war Bromfenac nach-
weisbar, jedoch wurden 81,7 % des Wirkstoffs bereits nach drei Tagen und 91,2
% nach 14 Tagen freigegeben.*® Moglich ist hier, dass bei veranderter Anpas-

sung der Verhéltnisse von PLGA zu Bromfenac eine konstantere Freisetzung
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erreicht werden kann, da PLGA mit hdherem Lactidgehalt langsamer abgebaut

wird.®3

Zur Beeinflussung der Wirkstofffreisetzung kann zu PLGA ein Copolymer in die
Beschichtungslosung gegeben werden.** Bei der Kombination aus Dexame-
thason, PLGA und Polycaprolacton zur Beschichtung von Silikonsubstraten bil-
deten sich Nanoporen, in denen sich der Wirkstoff ansammelte. Dexamethason
wurde in vitro mit einem initialen Konzentrationsanstieg in den ersten 24 h, gefolgt
von einem exponentiellen Konzentrationsanstieg und zuletzt einer Phase der
konstanten Freisetzung Uber insgesamt 70 Tage freigegeben. Die grofite Masse
an Dexamethasonfreisetzung wurde bei einem Mischverhéltnis PLGA/Polycapro-

lacton zu Dexamethason 2:1 erreicht.?4

Unterschiedliche PLGA-Zusammensetzungen wurden in dieser Arbeit hinsicht-
lich ihrer Loslichkeit in einem Losungsmittelgemisch aus 30 % Aceton und 70 %
Methanol untersucht. Je hoher der Anteil des Lactids war, desto schlechter war
PLGA l6slich. PLA zeigte keine Ldslichkeit im Losungsmittelgemisch. Eine Kom-
bination aus PLGA unterschiedlicher Lactid- und Glycolidverhaltnisse ist bis zu
einer Zusammensetzung von 85:15 Lactid:Glycolid laut den Daten dieser Arbeit
maoglich. Weiter evaluiert werden muss in zuklnftigen Studien, welche Kombina-

tion zu einer konstanten Medikamentenfreisetzung fihren wird.

4.3 Intraokulare Anwendung von MTX

In Zellkulturmodellen wurde in dieser Arbeit ein Konzentrationsbereich von 100
nM bis 1 uM MTX ermittelt, um Vorgéange des Nachstars zu hemmen. Innerhalb
dieses Bereichs soll eine medikamentenfreisetzende Intraokularlinse den Wirk-

stoff kontrolliert und kontinuierlich abgeben.

MTX ist in der intraokularen Anwendung vor allem als intravitreale Injektion be-
kannt. Beispielsweise wird bei vitreoretinalen Lymphomen ein Therapieregime
mit 25 Injektionen a 400 ug MTX Uber ein Jahr befolgt.>* Die Frequenz der Injek-
tionen nimmt im Laufe der Therapie ab. Eine haufige Nebenwirkung ist dabei die
Keratopathie, die von ihrem Schweregrad von Keratitis superficialis punctata bis

zur schweren Epitheliopathie beschrieben wird. Berichtet wird das Auftreten
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Ublicherweise nach drei Injektionen. Sie bildete sich bei gréf3er werdenden Inter-
vallen zwischen den Injektionen zuriick.>* %> Wird parallel Folsaure oral substitu-
iert, wurde ein deutlicher Rickgang der Keratopathie innerhalb einer Woche er-
zielt.%® Seltener kam ein erhohter Augeninnendruck durch Neovaskularisationen
vor, welche operativ behandelt werden mussten. Bei zwei von 26 Patient/innen
fuhrten die intravitrealen MTX-Injektionen zu schweren Entziindungsreaktionen
wie steriler Endophthalmitis oder Vorderkammerreaktion. Beides konnte mit topi-
schen Steroiden behandelt werden.> Des Weiteren wird ein Katarakt-Progress
beobachtet.>* Bei der intravitrealen Injektion von MTX-PLGA-Implantaten im Ha-
senmodell wurde eine Konzentration von 0,1-1,0 uM MTX von Tag 3 bis Tag 56
erreicht, wobei am ersten Tag eine erhéhte Konzentration von 28,88 uM gemes-
sen wurde.>’” Beim Vergleich mit MTX-freien Implantaten wurde kein toxischer
Effekt durch das MTX-haltige Implantat auf die Retina festgestellt, die Kornea
blieb Gber den gesamten Beobachtungszeitraum klar und der intraokulare Druck
unterschied sich nicht.>® Der freigesetzte MTX-Konzentrationsbereich entspricht
dem in dieser Arbeit ermittelten Bereich, der laut Zellkulturversuchen einen Nach-

star hemmen kann.

Soll zur Hemmung des Nachstars beispielsweise eine Freisetzung von MTX tber
40 Tage im Bereich von 100 nM bis 1 uM erreicht werden, wirde die 10L Uber
die gesamte Dauer 4-40 uM MTX freigeben. Eine intravitreale Injektion wie bei
der Lymphomtherapie angewandt, enthalt das zehn- bis hundertfache an Wirk-
stoff. Haufige Nebenwirkungen werden ab drei Injektionen beobachtet.>* Zu ver-
muten ist daher, dass im gewlnschten Konzentrationsbereich selten und wenig
Nebenwirkungen zu erwarten sind. Studien zur intraokularen Anwendung von
MTX existieren meines besten Wissens nach bisher jedoch nur zur intravitrealen
Applikation. Bei der medikamentenfreisetzenden IOL wird der Wirkstoff direkt in
den Kapselsack abgegeben. Die anatomischen Kompartimente und damit ein-
hergehende pharmakokinetische Vorgéange sind méglicherweise unterschiedlich.

Zur tatséchlichen Abschatzung von Nebenwirkungen fehlen derzeit Daten in vivo.
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4.4  Ermittlung einer geeigneten MTX-Konzentration zur Nach-

starhemmung

Eine Proliferationshemmung konnte bei FHL-124 bereits ab einer MTX-Konzent-
ration von 10 nM erreicht werden. Kontraktionen als Zeichen der myofibroblasti-
schen Transformation von in Gele gegossenen FHL-124 wurden ab einer MTX-
Konzentration von 100 nM signifikant gehemmt. Bei der Behandlung humaner
Kapselséacke konnte der Bewuchs der hinteren Kapsel erst ab einer Konzentra-
tion von 1 uM signifikant verzégert werden. Eine darauffolgende immunhistoche-
mische Farbung wies auf eine verminderte Expression von Fibrosemarkern in
behandelten Proben hin, bot aber diesbeziglich keine konzentrationsabhéangige
Aussage. Anzunehmend ist anhand dieser Ergebnisse, dass sich die konstante
MTX-Konzentration, welche von einer beschichteten IOL abgegeben werden soll,
zwischen 100 nM und 1 pM zur Hemmung des Nachstars befindet. Inwieweit
diese Ergebnisse sich auf die Physiologie in vivo Ubertragen lassen, missen zu-

kunftige klinische Studien zeigen.

45 Limitationen einer medikamentenbeschichteten Intraoku-

larlinse

Eine medikamentenbeschichtete IOL birgt Herausforderungen. Optische Eigen-
schaften mussen erhalten bleiben. Bei dem Bespriihen von MTX und PLGA in
Isopropanol auf eine I0L wurden keine makroskopischen Transparenzveréande-
rungen der IOL festgestellt.*? Die Beschichtung einer IOL mit PLGA, Polycapro-
lacton und Dexamethason fluhrte zu einer aufgerauten Oberflache, dies bedingte
jedoch keine Veranderungen der optischen Eigenschaften.*? Es wurde gezeigt,
dass Veranderungen der optischen Eigenschaften, die durch die Medikamenten-
beladung entstehen, nach Freisetzung fast vollstandig reversibel sein konnen.>®
Untersucht wurde hierbei die Modulationstibertragungsfunktion als Parameter fur
die Bildqualitat, die spektrale Transmission und die Brechkraft einer beschichte-
ten und unbeschichteten IOL bzw. einer beschichteten IOL, die den Wirkstoff be-
reits vollstandig abgegeben hat.>® Bei der beschichteten IOL war die Modulati-
onsubertragungsfunktion herabgesetzt, nach Freisetzung des Medikaments je-
doch der der unbehandelten IOL nahezu identisch. Die spektrale Transmission

war durch die Beschichtung nur minimal reduziert und der einer unbehandelten
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IOL nach Medikamentenfreisetzung ebenbiirtig. Die Beschichtung zeigte keinen
Einfluss auf die Brechkraft der IOL.>°

Zur Vermeidung der Beeinflussung optischer Eigenschaften kann die Optik bei
der Beschichtung ausgespart werden. Beschrieben sind beispielsweise die Be-
schichtung des Rands der IOL oder der Haptiken und die Produktion eines me-
dikamentenfreisetzenden Rings um die Optik.2% 4% 51 Makroskopische Verande-
rungen der IOL nach Kontakt mit in der Literatur verwendeten Lésungsmitteln zur
Beschichtung wurden in dieser Arbeit gezeigt. Besonders bei einer dreiteiligen
IOL muss aul3erhalb der optischen Eigenschaften auch an die Intaktheit der an-
haftenden Haptiken gedacht werden, welche sich durch Losungsmittel in Versu-

chen abgel6st haben.

Eine Beschichtung der IOL wird mit der Synthese von Implantaten vollig verhin-
dert. Berichtet wird von Scheiben, die an die Haptiken aufgehéngt werden oder

Medikamentendepots, welche der Optik anhangen.>2 0

Limitierend wirkt sich aul3erdem ein Erhalt der Faltbarkeit der IOL aus. Sie fuhrt
zu kleineren Inzisionen wahrend der Operation und zu damit verbundener gerin-
gerer Wundflache.! Bei zuséatzlichen medikamentenfreisetzenden Implantaten ist
die Erhaltung der Faltbarkeit nicht moglich.5% 8 Bei der Beschichtung einer IOL
mit PLGA, Polycaprolacton und Dexamethason waren Beschadigungen des
Films nach Falten der IOL zu erkennen, die Beschichtung blatterte aber nicht

ab.43

4.6 Ausblick

Versuche haben gezeigt, dass MTX ein geeignetes Medikament zur Hemmung
des Nachstars ist.®® 42 Es konnte ein Losungsmittelgemisch gefunden werden,
welches die Kombination aus MTX und PLGA erlaubt und gleichzeitig der IOL
makroskopisch bis zum Verdampfen des Losungsmittelgemisches keinen Scha-
den zufugt. Zukinftig wird die Zusammensetzung aus PLGA unterschiedlicher
Lactid- und Glycolidanteile und MTX evaluiert werden mussen, um eine kontrol-
lierte Freisetzung des Wirkstoffs im ermittelten Konzentrationsbereich zu errei-
chen. Eine detaillierte Beschichtungstechnik hinsichtlich der Applikationsart und
einfacher oder mehrfacher Beschichtung wird entwickelt werden mussen. Der er-

arbeitete Konzentrationsbereich von MTX in vitro scheint im Vergleich mit
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intraokular angewendeten MTX-Konzentrationen nebenwirkungsarm zu sein.
Hierzu werden in vivo Experimente folgen missen, um tatséchliche Nebenwir-
kungen einer direkten Freisetzung von MTX ins Kammerwasser im Vergleich zur
bisher angewandten intravitrealen Injektion abschatzen zu kdénnen. Die Voraus-
setzungen fur weitere Entwicklungen einer medikamentenbeschichteten IOL mit

MTX und PLGA zur Nachstarprophylaxe wurden geschaffen.
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Zusammenfassung

Die Katarakt-OP gilt als eine der haufigsten operativen Eingriffe in der Ophthal-
mologie. Eine der Hauptkomplikationen stellt die Entstehung des Nachstars dar.
Dabei wachsen verbleibende Linsenepithelzellen nach Entfernung der getriibten
Linse Uber die hintere Kapsel des Kapselsacks in den Bereich der optischen
Achse ein. Im Rahmen einer Wundheilungsreaktion erfolgt eine myofibroblasti-
sche Transformation der Zellen und eine Veréanderung der extrazellularen Matrix.
Daraus resultiert eine stark verminderte Sehleistung. Zur Prophylaxe wurden be-
reits unterschiedliche pharmakologische Ansétze publiziert. Dabei konnte gezeigt
werden, dass MTX das Wachstum von Linsenepithelzellen in vitro hemmen kann,
ohne toxisch auf Linsenepithel- oder Endothelzellen zu wirken. Um den Wirkstoff
maoglichst nah an den Ort der pathophysiologischen Vorgange zu applizieren und
Nebenwirkung durch geringere wirkungsvolle Konzentrationen zu minimieren,
scheint eine medikamentenbeschichtete I0L vorteilhaft. Zur kontinuierlichen und
verlangerten Freisetzung des Wirkstoffs, soll die IOL mit MTX und dem Polymer

PLGA mittels Verdampfens beschichtet werden.

Zur Herstellung der Beschichtungsldsung muss ein Losungsmittel gefunden wer-
den, das PLGA I6st, aber gleichzeitig der IOL, die selbst ein Polymer ist, nicht
schadet. AulRerdem muss ein Konzentrationsbereich von MTX in vitro ermittelt
werden, in welchem unterschiedliche Pathomechanismen des Nachstars ge-

hemmt werden kdnnen.

Zehn unterschiedliche Losungsmittel wurden auf deren Vertraglichkeit beziglich
der IOL und der Loslichkeit von PLGA getestet. Dabei wurden Lésungsmittel,
welche PLGA losen konnten mit Losungsmitteln, die der IOL nicht schadeten,
kombiniert. Im Anschluss wurde die Dauer bis zum Verdampfen der Losungsmit-

telgemische untersucht.

Zur Evaluation der bendétigten MTX-Konzentration zur Proliferationshemmung
von Linsenepithelzellen wurden FHL-124 Zellen mit unterschiedlichen Konzent-
rationen zwischen 10 nM und 2 pM behandelt. Zur Auswertung wurde die freie
Flache der Zellkulturplatte gegen die bewachsene Oberflache in Relation gestelit.
Um den Einfluss von MTX auf die myofibroblastische Transformation in vitro zu
beobachten, wurden FHL-124 Zellen in Gele gegossen und mit MTX-Konzentra-
tionen zwischen 10 nM und 2 pM behandelt. Im Anschluss wurde die Kreisober-
flaiche der Gele Uber 12 Tage verglichen, da bei myofibroblastischer
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Transformation eine Kontraktion zu erwarten ist. Humane Kapselsacke wurden
mit einer IOL versehen und mit MTX-Konzentrationen zwischen 10 nM und 1 uM
behandelt. Nach Dokumentation der Dauer bis zur Konfluenz der hinteren Kap-
sel wurden a-SMA, F-Aktin und Fibronektin immunhistochemisch angefarbt.

Bei der Untersuchung von Losungsmittelgemischen erwies sich die Kombination
aus 30 % Aceton und 70 % Methanol in Bezug auf Ldslichkeit von PLGA, Ver-

traglichkeit mit der IOL und Verdampfungsverhalten als vielversprechend.

MTX konnte ab einer Konzentration von 10 nM und einer Behandlungsdauer von
funf Tagen die Proliferation von FHL-124 signifikant hemmen. Die Schrumpfung
der Gele und damit die Kontraktion von FHL-124 konnte ab einer MTX-Konzent-
ration von 100 nM bei einer Behandlungsdauer tber 12 Tage signifikant vermin-
dert werden. Bei der Beobachtung von humanen Kapselsacken konnte die Kon-
fluenz der hinteren Kapsel bei einer Konzentration von 1 uM MTX von 19 + 3
Tage (SD) in den unbehandelten Kontrollen auf 39 + 20 Tage (SD) verlangert
werden. In der immunhistochemischen Farbung fiel eine verminderte Expression
von a-SMA, f-Aktin und Fibronektin im Vergleich zu den Kontrollen auf. Aul3er-
dem trat nach MTX-Exposition ein tendenziell epitheloider Phanotyp der Zellen
auf, im Gegensatz zu einem fibroblastischen Phanotyp bei der unbehandelten

Kontrolle

Eine Losung von PLGA zur Beschichtung einer I0OL scheint mittels eines Lo-
sungsmittels als vorteilhaft. Mit dem gefundenen Lésungsmittelgemisch konnte
eine Unversehrtheit der IOL makroskopisch flr einen Zeitraum ausreichend zur
Verdampfung sichergestellt werden. Der ermittelte MTX-Konzentrationsbereich
scheint im Vergleich zu intraokularen MTX-Injektionen gering und lasst eine ne-
benwirkungsarme Therapie vermuten. Um diesen Konzentrationsbereich fir die
konstante MTX-Freisetzung durch eine IOL zu erreichen, gibt es verschiedene
Moglichkeiten, beispielsweise das Molekulargewicht und die Zusammensetzung
von PLGA zu variieren. Limitierend wirken sich das Erhalten optischer Eigen-
schaften und die Faltbarkeit der IOL auf die Beschichtung aus. Eine genaue Un-
tersuchung einer mit MTX und PLGA beschichteten IOL auf deren Intaktheit und
Medikamentenfreisetzung sowie Experimente in vivo missen in Zukunft erfolgen,

um eine neue Therapieoption fir den Nachstar zu schaffen.
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