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1. Einleitung

1.1 Nachstar - Definition, Entstehungstheorien und pathophysiologische
Zusammenhdnge

1.1.1 Definition und zellularer Ursprung der Cataracta secundaria

Der Begriff Nachstar bezeichnet die sekundare Eintribung der Linsenkapsel oder der
Linsenepithelzellen (LEZ) nach erfolgter Kataraktextraktion. Ein klinisch signifikanter
Nachstar kann bei den Betroffenen zu einer Minderung der Sehschérfe, der
Farbwahrnehmung und des Kontrastsehens sowie zu einer erhdhten Blendung
fuhren (Buehl et al. 2005a, Jose et al. 2005). Des Weiteren kann es bedingt durch
eine Kapselfibrose und Kapselsackschrumpfung, vor allem im Bereich der vorderen
Linsenkapsel, zu einer Linsendislokation kommen. Diese kann in der Folge zum
Abfall der Sehscharfe und zu Doppelbildern fihren. Urséachlich fir die
Nachstarausbildung ist die Besiedlung der Hinterkapsel mit postoperativ
verbliebenen LEZ (Apple et al. 1992, Ohadi et al. 1991).
Apple und Rabb (1998) untergliedern finf verschiedene Zelltypen, die einen
Nachstar verursachen kdnnen:
1. Epithelzellen des vorderen Kapselblattes und des Aquators sowie
epitheliale Zellen, die auf die Hinterkapsel migrieren,
2. rlUckstandige Linsenfasern,
3. Wedl-Zellen, als histopathologisches Korrelat fir die klinisch sichtbaren
Hirschberg-Elschnig-Perlen, welche den sogenannten Soemmering-Ring
bilden (Apple und Rabb 1998, Apple et al. 1992),
4. Fibrozyten-dhnliche Zellen, die durch Metaplasie verbliebener LEZ
entstehen,
5. myoepitheliale Zellen, die kontraktile glatte Muskelfaserelemente enthalten
und durch Transformation aus LEZ hervorgehen.
LEZ aus dem Aquatorialbereich, sogenannte E-Zellen, sind mitotisch aktiv und in
erster Line ursachlich fuir den klassischen Nachstar der hinteren Linsenkapsel. Die
sogenannten A-Zellen, die als Monolayer der vorderen Linsenkapsel anhaften,
weisen wenig Proliferationsaktivitat auf (Peng et al. 2000a, Auffarth und Vélcker
2001). Linsenepithelzellen kénnen Prostaglandine sowie verschiedene Zytokine wie

Interleukin-1 und Interleukin-6 synthetisieren, wobei die Interleukinsynthese durch
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den Kontakt der LEZ mit der IOL induziert scheint, wie Nishi in Zellkultur-Versuchen
nachweisen konnte (Nishi et al. 1996a, 1996b). Interleukine induzieren ihrerseits die
Synthese von Prostaglandin E2 (PGEZ2). Nishi und Miyake (1996a) gehen davon aus,
dass bedingt durch die LEZ-Prostaglandin-Kaskade eine Stérung der Blut-
Kammerwasser-Schranke hervorgerufen wird. Diese fuhrt wiederum zu einer

inflammatorischen Reaktion inklusive Fibrinbildung.

1.1.2 Extrazelluldre Matrix-Proteine im Zusammenhang mit Nachstarbildung

Der Pathomechanismus der Nachstarbildung wird heute wie folgt verstanden: Im
Zusammenhang mit dem bei der Kataraktoperation gesetzten Wundreiz
einschlieBlich der Kapsulorhexis kommt es zum Zusammenbruch der Blut-
Kammerwasser-Schranke, in Folge dessen es zu einem ungehinderten Ubertritt von
Serumbestandteilen in den vorderen Augenabschnitt kommt. Die Sekretion von
Entzindungszellen (Zytokinen) fuhrt zu einer Uberschiellienden Proliferation und
fehlgeleiteten Differenzierung der Linsenepithelzellen. Die in der Linsenkapsel
verbliebenen Linsenepithelzellen weisen nach der Transformation kontraktile
Filamente sowie eine modifizierte Kollagensynthese auf (Jacob et al. 1987). Sie
erscheinen wie Myofibroblasten und exprimieren glattmuskulares o-Aktin.

Verantwortlich fir die Induktion ist der transformierende Wachstumsfaktor TGF-3

(transforming growth factor-f3).
Die Kataraktoperation flihrt zu einer Wundheilungsreaktion mit Zellproliferation und
zu einer Suppression der Extrazellularmatrix (EZM) (Saika et al. 1995, Pande et al.
1996a, Azuma et al. 1998). Der beim Nachstar auftretende Visusverlust ist bedingt
durch die zentripedale Migration der Linsenepithelzellen verbunden mit Fibrose und
Faltelung der hinteren Kapsel. Histologisch sind zwei Gebiete mit zelluldrer Aktivitat
von Bedeutung: zum einen die kuboiden vorderen Epithelzellen und zum anderen die
aquatorialen LEZ.
Morphologisch werden zwei Formen des Nachstars beschrieben:
1. Der fibrotische Nachstar

Diese Form des Nachstars entsteht durch die oben schon beschriebene

Wanderung von vorderen und &quatorialen LEZ auf die hintere Kapsel.

Die zu Myofibroblasten transformierten Zellen fuhren 2zu einer

weilllichen Tribung, die sich auch auf die vorderen Kapselreste



ausdehnen kann. Die kontraktilen Eigenschaften dieser Zellen sind
begleitet von einer Faltelung der hinteren Kapsel.

2. Der regeneratorische Nachstar
Hier beobachtet man die Bildung von lockerem, kugligem,
froschlaichartigem Kollagenmaterial durch die Linsenepithelzellen, die
als Elschnig-Perlen oder Wedlersche-Blasenzellen imponieren (Abb.
1.1). Diese weisen nur eine geringe Haftung mit der hinteren Kasel auf

und kénnen operativ leicht entfernt werden.

Abb. 1.1: Regeneratorischer Nachstar mit Elschnig-Perlen im regredienten Licht (Univ.-Augenklinik
Rostock).

Die vorderen Linsenepithelzellen durchlaufen anfanglich eine Hyperplasie und
wandeln sich in spindelfdrmige Myofibroblasten. Der Prozess startet an der
Kapsulorhexisschnittkante der vorderen Kapsel (Caporossi et al. 1998). Die Zellen
sind von einer mehrschichtigen Basalmembran umgeben und bestehen aus
Proteoglykanen, Kollagenfibrillen - die vorherrschenden Kollagentypen sind Kollagen
[, IV, V, VI - und einer Isoform des Actins, dem a-smooth muscle actin (a-SMA). Das
glattmuskuldre a-Aktin verleiht der Zelle kontraktile Eigenschaften und aufgrund
seiner longitudinalen Ausrichtung kénnte es Ursache fir die Faltelung der hinteren
Kapsel sein (Schmitt-Graff et al. 1990). Auch die Aquatorialzellen sind imstande, eine

fiborése Metaplasie zu durchlaufen. Diese Zellen haben eine starkere Tendenz,



Richtung Hinterkapsel zu migrieren, als LEZ. Wedlersche-Blasenzellen sind nicht in
der Lage, a-SMA zu bilden.

Zytokine wie das TGF-B3 spielen eine zentrale Rolle in der Zellbiologie der Cataracta
secundaria. Zytokine sind Peptide, die von Zellen sezerniert werden und dann
autokrin oder parakrin Wirkung auf ihre Zielzelle zeigen. TGF-f nimmt eine zentrale
Rolle im Wundheilungsprozess ein durch die Regulation des Zellwachstums, der
Matrixproduktion und der Entziindungsreaktion. Es ist wichtig fur die Produktion und
das Remodelling der EZM, die Kontrolle von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen.
TGF-B inhibiert das Zellwachstum, induziert Mitose in mesenchymalen Zellen wie
Fibroblasten und hat Auswirkungen auf die Zelldifferenzierung. Es wurde gezeigt,
dass TGF-B Veradnderungen im Rahmen der Katarakigenese auslést und im
Zusammenhang mit der Wundheilungsreaktion vermehrt auftritt (Gordon-Thomson et
al. 1998). Nach der extrakapsularen Kataraktextraktion kommt es zu einem initialen
Abfall von TGF-B, was die Proliferation, bedingt durch andere Wachstumsfaktoren
wie Basic Fibrobalst Growth Factor (b-FGF), epidermaler Growth Factor (EGF),
férdert. Unmittelbar postoperativ ist dann auch die Proliferationsrate am hdéchsten
und fallt in dem Male, wie die TGF-B-Konzentration wieder ansteigt. Es wird
postuliert, dass TGF-$ den proliferativen Effekt durch Suppression anderer Zytokine
im Kammerwasser hemmt (Kurosaka et al. 1994). TGF- reguliert die Expression von
Komponenten der Extrazellularmatrix wie Proteoglykane, Fibronektin (Kim et al.
1992), Kollagen und Oberflachenproteine, die die Matrixproteine binden. Beim
Nachstar sezernieren Linsenepithelzellen Kollagen, was durch die Anwesenheit von
TGF-B verstarkt wird (Olivero et al. 1993, Linnola et al. 2000a, Linnola et al. 2000b).
Das extrazelluldre Gleichgewicht ist bestimmt durch die Balance abbauender
Enzyme, Matrixmetalloproteinasen (MMP) und spezifischer Inhibitoren, die als TIMP
bezeichnet werden und die MMP hemmen. TGF-B senkt die Produktion MMP-1
(Kollagenase) und erhéht TIMP in Fibroblasten, was zu einer Vermehrung der
Extrazellularmatrix fihrt. AuBerdem steigert TGF-f den Spiegel von Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor Typ 1, weshalb Plasminogen nicht mehr zu Plasmin aktiviert
werden kann und damit eine indirekt Hemmung des Kollagenabbaus induziert.

Auch Oberflachenrezeptoren (Integrine), die die Zelladhdsion vermitteln, werden
durch TGF-B reguliert. Integrine sind Glykoproteine, bestehend aus einer a- und

einer fB-Untereinheit, die die Plasmamembran durchspannen und mit Aktin



interagieren. Integrine stellen somit das Bindeglied zwischen EZM und Zytoskelett
dar. Die Bindung extrazelluldrer Proteine erfordern die Anwesenheit von Ca** und
Mg?" innerhalb der a-Kette. Die B-Untereinheit erkennt eine Arginin-Glycin-Aspartat-
Sauresequenz extrazelluldrer Proteine. Linsenepithelzellen exprimieren 31-Integrin, I-
CAM 1 (intrazelluldres Adhasionsmolekil) und CD 44. Linsenepithelzellen bendtigen
[-CAM 1 fur die Bindung von Laminin und Kollagen Typ IV und damit fUr die
Anheftung an die Linsenkapsel. TGF- induziert auch Apoptose. Transformierte
Linsenepithelzellen nehmen nach anfanglicher Proliferation infolge Apoptose ab
(Saika et al. 1998a, 1998b, 1998¢c, 1998d, Saika et al. 2000, Saika et al. 2001).
Andere Zytokine, wie zum Beispiel das b-FGF, kénnen in der Linse nachgewiesen
werden und sind in die Entwicklung involviert (McAvoy et al. 1989, Wormstone et al.
2001). B-FGF reguliert in ektodermalen und mesodermalen Zellen die
Zellproliferation und -migration. In der Linse stimuliert es die Faserdifferenzierung.
Nach Kataraktoperation kommt es zum Anstieg von b-FGF, wobei es die Mitose in
den Linsenepithelzellen stimuliert und den Kollagengehalt steigert. B-FGF und TGF-$
weisen eine entgegengesetzte Wirkungsweise auf, zudem hat TGF-f eine
hemmende Wirkung auf b-FGF.

Interleukine sind weitere Zytokine, die vor allem einen Einfluss auf die
Entzindungsreaktion zeigen. IL-1 wird von LEZ gebildet, es induziert Mitose,
stimuliert die Kollagensynthese, steigert die Synthese von Prostaglandin E2 (PGE2)
durch Aktivierung der Phospholipase A2 und Cyclooxygenase im Arachidon-
stoffwechsel und steuert somit die Entziindungsreaktion nach Kataraktoperation. IL-6
bewirkt die Proliferation und Differenzierung von Zellen und induziert die Produktion
von Akute-Phase-Proteinen in der Leber. IL-1 induziert die Sekretion von IL-6 aus
den Epithelzellen der Venen. Es kénnte sein, dass der Effekt von IL-1 durch die IL-6-

Produktion vermittelt wird. Studien dazu stehen noch aus.

1.2 Differenzierung und Inzidenz des Nachstars

1.2.1 Formen des Nachstars

In Abhangigkeit von der Lokalisation der Nachstarmembran kann man anatomisch
zwei Formen der Cataracta secundaria unterscheiden: zum einen den vorderen
Nachstar der Vorderkapsel und zum anderen den hinteren Nachstar der

Hinterkapsel. Histologisch muss man zwischen einer Fibrose bzw. einer



regeneratorischen Proliferation verbliebener LEZ differenzieren. Naumann (1997)
unterscheidet pathogenetisch die Cataracta secundaria simplex von der Cataracta
secundaria accreta, die infolge von Blutungen oder Entziindungen auftritt. Beim
fibrotischen Nachstar kommt es aufgrund der Proliferation von LEZ im Aquator und
deren Transformation zu Myofibroblasten zur Bildung einer fibrésen Matrix, die sich
auf die Innenseite der Hinterkapsel, in Richtung optischer Achse, ausdehnt. Die
kontraktilen Anteile, Myofibroblasten, der fibrésen Nachstarmasse kdnnen durch
Kontraktion zur Faltenbildung der Hinterkapsel fihren. Im Rahmen des fibrotischen
Nachstars kann auch die Vorderkapsel betroffen sein und somit zu einem Verschluss
der Kapsulotomie mit Kapselkontraktion und Faltelung fihren. Dem
regeneratorischen Nachstar liegt eine Transformation verbliebener LEZ zu
sogenannten Wedl-Blasenzellen zugrunde. Die Wedl-Blasenzellen sind abnorme
globuldre Faserzellen, die als Elschnig-Perlen ein Konglomerat auf der Hinterkapsel
bilden und zu einer Tribung der optischen Achse fiihren. Migrieren die Wedl-
Blasenzellen nicht und verbleiben am Aquator, spricht man von der Soemmerring-
Ringkatarakt. Die Cataracta secundaria accreta entsteht am haufigsten nach einer
extrakapsuldren  Kataraktextraktion bei Iridozyklitis. Hierbei weisen die
Nachstarmassen zusatzlich Entziindungszellen und Zellen angrenzender Strukturen
auf und es kommt zur Bildung von einzelnen Synechien bzw. zur Plaquebildung
(Naumann 1997).

1.2.2 Inzidenz

Nach wie vor ist die Cataracta secundaria die haufigste Spatkomplikation nach
Kataraktextraktion. Die Angaben zur Inzidenz in der Literatur weisen eine grol3e
Schwankungsbreite auf. In den ersten funf Jahren nach Kataraktoperation schwankt
die Inzidenz zwischen 0% bis 30% (Apple et al. 1992, Hollick et al. 1999b,
Schmidbauer et al. 2001, Sundelin und Sjéstrand 1999). Die Grunde hierfur sind
vielféltig. Zum einen liegen der Nachstarentwicklung verschiedene Einflussfaktoren
zugrunde, zum anderen unterscheiden sich die Verfahren zur Dokumentation des
Nachstars, und die haufig zu Vergleichen herangezogene Neodymium:Yttrium-
Aluminium-Garnet(Nd:YAG)-Kapsulotomie-Rate ist eher ungenau (Bertelmann und
Kojetinsky 2001, Aslam et al. 2002). Schaumberg (1998) fihrte eine Meta-Analyse



durch und fand dabei eine Nachstarinzidenz von 11,8% ein Jahr postoperativ, 20,7%
nach drei Jahren sowie nach funf Jahren eine Inzidenz von 28,4%.

Im Verlauf der vergangenen Jahrzehnte ist tendenziell eine sinkende Inzidenz
festzustellen (Apple et al. 2001, Auffarth et al. 2002, Buehl et al. 2002, Hayashi et al.
2001, Meacock et al. 2001).

1.3 Einflussfaktoren

Wie schnell ein Nachstar postoperativ auftritt und in welcher Schwere ist im
Wesentlichen abhangig von der Operationstechnik, der verwendeten Intraokularlinse
sowie von der Konstitution und dem Alter der Patienten (Tetz et al. 1999, Apple et al.
2000).

1.3.1 Patientenabhangige Faktoren

Das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Operation ist ein wesentlicher Faktor fir
die Inzidenz eines Nachstars. Dabei gilt, je alter der Patient zum Zeitpunkt der
Operation, desto geringer die Nachstarhaufigkeit. Bei Kindern wird eine erhdhte
Geschwindigkeit der Nachstarentwicklung (Tetz et al. 1999) sowie eine insgesamt
erhdéhte Nachstarrate, zwischen 50% und 95% (Eckstein et al. 1998, Krishnamachary
et al. 1997, Zwaan et al. 1998, Knight-Nanan et al. 1996, Bakunowicz-Lazarczyk et
al. 1996, Malukiewicz-Wisniewska et al. 1999, Brady et al. 1995), beobachtet.
Zellkultur-Versuche zeigten ein erhdhtes Wachstumspotential der LEZ bei Jingeren
als bei Alten (Majima 1995, Wormstone et al. 1997). Diabetes mellitus stellt zudem
eine Einflussgréfie auf die Nachstarentstehung dar (Dureau et al. 1997, Hayashi et
al. 1998a, Hayashi et al. 2002, Kato et al. 2001). Dabei scheint die Beteiligung der
Netzhaut im Sinne einer proliferativen diabetischen Retinopathie eine Rolle zu
spielen. Insgesamt sind die genaue Korrelation sowie die zugrundeliegenden
Mechanismen nicht geklart.

Bislang ist kein Zusammenhang zwischen praoperativer Katarakiform und
postoperativer Nachstarinzidenz nachgewiesen (Tetz et al. 1996a u. 1996b).

Eine positive Korrelationsrate wurde bei Patienten mit Retinitis pigmentosa (Auffarth
et al. 1997a u. 1997b), Exfoliatio lentis (Kuchle et al. 1997), Uveitis (Krishna et al.

1998, Dana et al. 1997), bei Patienten mit einer extremen axialen Bulbuslédnge bei



hoher Myopie oder Hyperopie (lzak et al. 1996, Ignjatovic 1998, Jimenez-Alfaro et al.
1998, Malukiewicz-Wisniewska et al. 1996, Ceschi u. Artaria 1998, Nissen et al.
1998) sowie nach Lensektomie der klaren Linse im Rahmen eines refraktiven
Eingriffs (Siganos u. Pallikaris 1998, Colin et al. 1997, Kohnen u. Brauweiler 1996,
Lyle u. Jin 1996) gefunden. Zu bertcksichtigen ist jedoch in diesen Arbeiten das
geringe Patientenalter als wesentlicher Faktor in Bezug auf die Nachstarinzidenzen
(Lee u. Lee 1996).

1.3.2 Operationsabhangige Faktoren

Wahrend der Kataraktoperation wird das vordere Kapselblatt zentral im Rahmen der
Kapsulorhexis kreisrund er6ffnet. Der Kapselsack verbleibt dabei in seiner
anatomischen Position an den Zonulafasern. Mittels Ultraschall (Phakoemulsifikation)
wird die Linse zerkleinert und anschlieend der Linseninhalt abgesaugt. Im nachsten
Schritt wird der Kapselsack grundlich poliert, so dass moglichst wenig LEZ
verbleiben. Abschliel3end wird die Kunstlinse in den Kapselsack eingebracht.
Im Wesentlichen sind drei Faktoren, die zur Reduktion der Nachstarentstehung
beitragen, anzufihren (Schmidbauer et al. 2002a, Schmidbauer et al. 2002b):

1. grundliche intraoperative Kapselpolitur,

2. |OL-Platzierung im Kapselsack,

3. geringerer Kapsulorhexis-Durchmesser als der Durchmesser der |OL-

Optik, sodass der Optikrand komplett Gberlappt wird (Hollick et al. 1999a).

1.3.3 Intraokularlinsen-assoziierte Faktoren

Die erste Kunstlinsenimplantation fuhrte im November 1949 Sir Harold Ridley durch.
Die Kunstlinse bestand dabei aus Plexiglas (Polymethylmetacrylat [PMMA]) und war
bikonkav gestaltet (Rosen 1997). Wahrend des Zweiten Weltkrieges beobachtete
Ridley bei Piloten mit Plexiglaseinsprengungen in den Augen, dass keine
Fremdkdrperreaktionen auf das Material auftraten. PMMA war jahrzehntelang das
einzige Linsenmaterial und ist bis in die heutige Zeit hinein das am weitesten
verbreitete Kunstlinsenmaterial (Ridley 1951).

Charles Kelman (1967) fuhrte die Phakoemulsifikation mittels Ultraschall als heutiges

minimal invasives Standardverfahren in die Kataraktchirurgie ein. Bedingt durch den



kleineren intraokularen Zugang ergab sich die Notwendigkeit, flexible, faltbare
Kunstlinsen zu entwickeln. Damit begann gleichzeitig die Suche nach alternativen
Materialien, die bessere Eigenschaften auf sich vereinigen und zudem eine geringere
Nachstarrate induzieren als die bisher gebrduchlichen PMMA-Linsen.

Entscheidend fiir die Nachstarinhibition ist das Design der Intraokularlinsen. Nishi
fand in zahlreichen Untersuchungen heraus, dass eine scharfe Kante der hinteren
Optik maldgeblich zur Nachstarhemmung beitragt. Das heil3t, je scharfer die Kante,
desto geringer der Nachstar (Nishi und Nishi 2002). Dieser Effekt ist
materialunabhangig (Nishi et al. 2001, Nishi et al. 2000, Nishi et al. 1998a, Nishi und
Nishi 1999). Bedingt durch die scharfe Kante entsteht ein scharfer Knick in der
Hinterkapsel, somit liegt das hintere Kapselblatt direkt der Linsenhinterflache an,
wodurch eine Barriere fur die LEZ entsteht (Peng et al. 2000b, Kruger et al. 2000,
Buehl et al. 2002b, Sacu et al. 2004a, Sacu et al. 2004b, Buehl et al. 2005, Findl et
al. 2005, Sacu et al. 2005). Auf der Grundlage dieser Beobachtung entwickelte Nishi
auch den Kapselknickring zur Nachstarpravention (Nishi et al. 1998b).

Weitere Faktoren fur die Nachstarhemmung sind die Grélke der IOL-Optik, die
Konvexitat der IOL-Optik, der Winkel der Haptik, das Design der Haptik sowie das
Linsenmaterial.

GréRe der I0L-Optik: Hydrophobe Akryllinsen mit 6,0 mm Optikdurchmesser
zeigten nach einem Jahr statistisch signifikant weniger Nachstar als die gleiche Linse
mit 5,5 mm Optikdurchmesser (Meacock et al. 2001). Hinsichtlich der Nd:YAG-
Kapsulotomie-Rate zeigte sich bezogen auf den Gesamtdurchmesser ein
umgekehrtes Verhéltnis. Fur Linsen mit einem Durchmesser von 13,5 mm oder mehr
lag die YAG-Rate bei 38% im Vergleich zu 16% fur IOL mit einem Durchmesser von
weniger als 13,5 mm (Mamalis et al. 1995).

Konvexitét: Plan-konvexe |IOL zeigten geringere Nachstarraten als bikonvexe
IOL (Nagamoto u. Eguchi 1997). Klinische Daten zeigten geringe YAG-
Kapsulotomie-Raten fur IOL mit konvexer Ruckflache im Vergleich zu IOL mit planer
Ruckflache (Born u. Ryan 1990). Gleiches gilt fur Meniskus-Linsen (Hansen T.E. et
al. 1988).

Winkel der Haptik: Um einen maximalen Kontakt von der IOL zur Hinterkapsel
zu erreichen, ist auch der Winkel der Haptik zur IOL entscheidend. Dabei scheint
eine Abwinklung von Uber 10° am effektivsten (Wesendahl et al. 1994). Mehrere

Autoren konnten einen positiven Effekt der Haptikabwinkelung hinsichtlich einer



Nachstarinhibition zeigen (Apple et al. 1992 u. 2001, Hansen S.O. et al. 1988,
Sterling u. Wood 1986, Davis u. Hill 1989).

Design der Haptik: In Untersuchungen konnte ein ginstigerer Effekt fur flexible
Disc-IOL im Vergleich zu IOL mit J-Haptiken gezeigt werden (Tetz et al. 1988).

Linsenmaterial: Nach Einfiihrung der hydrophoben Akryllinsen AcrySoft® im
Jahre 1994 zeigte sich eine deutliche Reduktion der Nachstarraten fir diesen
Linsentyp (Ursell et al. 1998, Hayashi et al. 1998b, Hollick et al. 1999b, Hollick et al.
1998a, Hollick et al. 1998b, Oshika et al. 1996, Ram et al. 2001b). Fur scharfkantige
Silikonlinsen konnten ebenso gute Nachstarwerte gezeigt werden (Abela-Formanek
et al. 2002). Das Linsenmaterial allein betrachtet bewirkt ein unterschiedliches
Wachstum von LEZ auf der Linsenoberflache (Schauersberger et al. 2001).
Hinsichtlich der Nd:YAG-Kapsulotomie-Raten fanden sich signifikant héhere Werte
bei hydrophilen Akryllinsen im Vergleich zu hydrophoben Akryllinsen (Javdani et al.
2002).

1.4 Therapie des Nachstars
1.4.1 Neodymium:YAG-Laser-Kapsulotomie

Die Neodymium:Yttrium-Aluminium-Garnet(Nd:YAG)-Kapsulotomie nach Katarakt-
Operation ist die am haufigsten eingesetzte Methode zur Nachstarbehandlung. Dabei
wird die hintere Linsenkapsel zentral eréffnet (Abb. 1.2). Durch Photodisruption auf
extrem hohem Energieniveau wird eine Desintegration des Gewebes bewirkt (Aron-
Rosa et al. 1981, Barnes und Rieckhoff 1968, Bell und Landt 1967, Ficker und Steele
1985, Fradin et al. 1973). Dabei wird die Nachstarmembran zentral mit dem Laser
fokussiert. Die abgegebene Energie wird hierbei absorbiert und das Zielgewebe in
einen gasférmigen Zustand ionisiert. Daraus resultiert eine kurzzeitige lokale
Temperaturerhéhung auf rund 10.000° C, in deren Folge eine schnelle Expansion mit
explosiver Kraft und ausgepragter Schockwelle entsteht.

Die Nd:YAG-Kapsulotomie ist ein einfaches und schnell durchzufiihrendes Verfahren
ohne Eréffnung des Bulbus. Dennoch ist die Nd:YAG-Laser-Kapsulotomie nicht frei

von Komplikationen.
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Abb. 1.2: Regeneratorischer Nachstar der Hinterkapsel im regredienten Licht nach Nd:YAG-Laser-

Kapsulotomie (Univ.-Augenklinik Rostock).

1.4.1.1 Komplikationen

Shah et al. (1986) beschrieben nach einer Analyse zahlreicher Nd:YAG-
Kapsulotomien folgende Komplikationen: Beschadigung der [OL (12%),
voribergehender intraokularer Druckanstieg (8,5%), zystoides Makulaédem (0,68%),
Netzhautablésung (0,17%), Hyphédma (0,15%), Iritis im Sinne einer Exazerbation
(0,10%), IOL-Dislokation (0,10%).

Prinzipiell kann jedes |OL-Material durch den Laser beschadigt werden, wobei es
Unterschiede hinsichtlich Energie-Schwellenwert und Laser-Einschlagtiefe bzw.
Durchmesser des Einschlags gibt (Dick et al. 1997, Newland 1994, Newland 1999,
Bath 1987).

Ein erhdhter Augeninnendruck nach Nd:YAG-Kapsulotomie kann voribergehend
(Shah et al. 1986), aber auch fur langere Zeit (Fourman u. Apisson 1991, Steinert et
al. 1991, Jahn u. Emke 1996) bestehen. Weiterhin ist das Risiko fur die Progression

eines vorbestehenden Glaukoms erhdht (Steinert et al. 1991).

1.4.2 Chirurgische Nachstarentfernung

Die Eroffnung der Hinterkapsel zur Nachstarentfernung kann alternativ auch

chirurgisch, durch eine bulbuseréffnende Operation, erfolgen. Dabei wird die
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Nachstardiszission via Pars plana durchgefiuihrt. Damit verbunden ist eine hdhere
Komplikationsrate im Vergleich zur Nd:YAG-Laserbehandlung (Shah et al. 1986,
Olsen et al. 2000). Das Risiko einer Netzhautablésung lag dabei bei 3%, das eines
zystoiden Makulabédems bei 2%. Eine weitere Methode ist die Nachstarabsaugung.
Bei diesem Verfahren erfolgt die Politur der Hinterkapsel ohne deren Eréffnung. Die
Komplikationsrate ist &hnlich gering wie bei der Nd:YAG-Laser-Kapsulotomie. Jedoch
ist das Risiko der intraokularen Blutung oder Entziindung sowie der Kapselruptur
gegeben, da auch bei diesem chirurgischen Verfahren der Bulbus eréffnet wird.
Aullerdem muss von einer hohen Rezidivrate ausgegangen werden, da weiterhin

LEZ im Kapselsack verbleiben.

1.5 Pravention des Nachstars

1.5.1 Chirurgischer Ansatz

Zur Nachstarminimierung sollten in erster Linie die unter 1.3.2 genannten Faktoren
beachtet werden.

Maloof und Mitarbeiter (2003) entwickelten jlingst das sogenannte ,sealed-capsule
irrigation system®, mit dem der Kapselsack selektiv gespult werden kann, ohne dass
umliegende Strukturen mit der Spilflissigkeit in Kontakt kommen. Hierdurch sollen
moglichst komplett, aber dennoch selektiv, alle LEZ im Kapselsack inhibiert werden.
Vor allem in Hinblick auf eine intraoperative Anwendung eventueller toxischer

Substanzen zur LEZ-Hemmung scheint dieser Ansatz wegweisend.

1.5.2 Mechanisch-physikalischer Ansatz

Zum einen sollten die unter 1.3.3 aufgefuhrten Faktoren bei der Wahl der I0L
bericksichtigt werden, zum anderen muss eine scharfe Optikkante als Standard
gefordert werden, um eine langfristige Reduktion der Nachstar-Inzidenz
sicherzustellen. Zusétzlich scheint der Ansatz von Nishi et al. (1998b) mit einem
Kapselknickring sinnvoll. Klinische Untersuchungen legen eine Nachstar-hemmende
Wirkung nahe (Menapace et al. 1999, Nishi et al. 2001a, Klemen 2002, Dick 2005).

Crowstone und Mitarbeiter (2004) erzeugten die Lyse von LEZ durch Anwendung
destillierten entionisierten Wassers in Verbindung mit dem ,sealed-capsule irrigation

system® (Maloof 2003). Bretton et al. (2002) wiesen in tierexperimentellen Studien
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eine Nachstar-Inhibition mittels bipolarer Diathermie nach. Joussen et al. (2001)

zeigten einen inhibitorischen Effekt von niedrigdosierter 3-Bestrahlung auf.

1.5.2.1 Der Kapselspannring

Klinische Ergebnisse zeigen eine inhibitorische Nachstarwirkung (Menapace et al.
1999, Dick 2005, Nishi et al. 2001a). Nishi et al. (1998) entwickelte 1997 einen
speziellen Kapselspannring mit folgenden Eigenschaften:

1. rechteckiger Querschnitt

2. 0,7 mm Ho6he

3. mdglichst scharfkantiges Profil.
Der Grundgedanke bestand in der Verlagerung der Kapselkantung in die aul3erste
Peripherie des Kapselsacks und, damit verbunden, in der Freihaltung der
Hinterkapsel von LEZ-Regeneraten auch auflerhalb der Optikkante. Aufderdem soll
eine Fibrose-bedingte Eintribung des vorderen Kapselblattes vermieden werden,
indem eine Kontaktaufnahme zur Optikvorderflache verhindert wird (Distanzeffekt).
Aufgrund der zusatzlichen Kosten fiir den Kapselspannring und der verlangerten
Operationszeit konnte sich das routinemallige Implantieren eines Kapselspann-

ringes nicht durchsetzen.

1.5.3 Pharmakologischer Ansatz

Seit den 1980er Jahren bestehen Bestrebungen, die Migration und Proliferation von
Linsenepithelzellen durch Applikation pharmakologischer Substanzen zu hemmen.
Dabei kamen bisher Zytostatika, steroidale und nichtsteroidale Antiphlogistika,
Adhéasionshemmstoffe, Heparin, Lidocain, Suramin, Immunotoxine, photodynamische
Therapieansatze und osmotisch wirksame Substanzen zur Anwendung (Rabsilber
und Auffarth 2006). Die Versuche gehen auch dahin, geeignete Tragermaterialien zu
entwickeln, um eine langere Freisetzung und Wirkdauer zu gewahrleisten (Auffarth et
al. 2005). Bislang ist eine klinische Anwendung der meist zellschadigenden
Substanzen schwierig, da eine selektive Wirkung auf LEZ nicht gewahrleistet ist und
eine Schadigung des umliegenden Gewebes berlicksichtigt werden muss.

Linsenepithelzellen durchlaufen eine phasenhafte Veranderung bis zur Ausbildung

eines Visus-relevanten Nachstars: Adhésion, Migration, Proliferation, Differenzierung
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(Kojetinsky et al. 2001). Jede einzelne Phase kann dabei Angriffspunkt der
verschiedenen Substanzen sein. In vielfachen laborexperimentellen und
tierexperimentellen Versuchen wurde deren Wirksamkeit nachgewiesen. Bislang
liegen nur einige wenige klinische Studien vor, da meist die Wirksamkeit zu gering

war bzw. es zu einer Schadigung des umliegenden Gewebes kam.

Zytostatika und Antimitotika

Die Klasse der zytostatischen Substanzen ist am besten untersucht. Es zeigte sich
ein Einfluss auf die Migration, Proliferation und Differenzierung der LEZ. Zudem
konnte eine sehr effektive Nachstarpravention nachgewiesen werden.

5-Fluorouracil (5-FU) in einer Konzentration von 30 ug/ml (Fernandez et al. 2004,
Ismail et al. 1996), Methotrexat (Hansen et al. 1987) und Arabinosylcytosin in einer
Konzentration von 100 ng/ml (McDonnell et al. 1988) vermindern durch ihren Einbau
in die DNA bzw. RNA deren Synthese. Mitomycin C (Fernandez et al. 2004, Inan et
al. 2001, Inan et al. 2001, Ismail et al. 1996) fuhrt durch DNA-Alkylierung zur
Synthesehemmung. Daunomycin (10 ng/ml) (Hartmann et al. 1989, Hartmann et al.
1990, Weller et al. 1988) und Daunorubicin (Tetz et al. 1996) interkalieren in die
DNA, blockieren die Matrizenfunktion und hemmen somit die DNA-/RNA-Synthese.
Colchicin (15 ng/ml) (Legler et al. 1993, McDonnell et al. 1988), ein Mitosespindelgift,
verhindert die Nachstarbildung durch Hemmung der zelluldren Mikrotububli. Der
Nachteil dieser Substanzklasse ist die toxische Wirkung auf umliegendes Gewebe.
Eine betrachtliche Schadigung des Hornhautendothels, der Iris, des Ziliarkdrpers, der
Retina sowie eine zytotoxische Wirkung auf das retinale Pigmentepithel sind
beschrieben (Inan et al. 2001, Tetz et al. 1996, Weller et al. 1987).

Nichtsteroidale und steroidale Antiphlogistika

Nichtsteroidale und steroidale Antiphlogistika fuhren zu einer geringeren
Inhibitionsrate der Zellproliferation als antimitotische bzw. adhdsionshemmende
Substanzen. Indomethazin (Nishi et al. 1995) und Diclofenac (Cortina et al. 1997,
Inan et al. 2001, Nishi et al. 1995) sowie Dexamethason (Inan et al. 2001, Mansfield
et al. 2004, McDonnell et al. 1988) zeigten in-vitro eine Nachstarhemmung. In der
klinischen Anwendung (ausschlie3lich lokale Applikation) fand sich jedoch keine

Nachstar-reduzierende Wirkung. McDonnell und Mitarbeiter (1988) untersuchten die
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Wirkung von Dexamethason in einer Konzentration von 100 pg/ml und erzielten

dabei eine 50%ige Nachstarreduktion.

Adhé&sionshemmung

Die Adhésion der Zellen wird Uber Integrinrezeptoren reguliert. Integrine sind
transmembrane Molekule fur die Zelladhdsion, die Heterodimere darstellen und an
spezifische Liganden der extrazellularen Matrix binden. Das Disintegrin Salmosin
hemmt die Zelladhasion sowie LEZ-Migration und -Proliferation (Kim et al. 2002).
RGD-Peptide hemmen die Anlagerung der LEZ an die Basalmembran des
Kapselsackes und induzieren somit deren Apoptose. Sie zeigten in zahlreichen
Untersuchungen nur geringe Nebenwirkungen (Inan et al. 2001, Kojetinsky et al.
2001, Nishi et al. 1997, Oharazawa et al. 2005, Pandey et al. 2002). Proteolytische
Enzyme wie Trypsin (Humphry et al. 1988) und Dispase (Nishi et al. 1993) sowie
EDTA (Athylendiamintetraessigséure) lésen Zellkontakte und erleichtern somit die
intraoperative mechanische Entfernung der Linsenepithelzellen. EDTA-induzierte
Adhasionshemmung und die dadurch bedingte Inaktivierung des Integrins ist auf die
Kalziumbindung zurtckzufihren (Fernandez et al. 2004, Humphry et al. 1988, Nishi
et al. 1993, Nishi et al. 1996, Nishi et al. 1997).

Kalziumantagonisten

Die Proliferationshemmung und Beeinflussung der LEZ-Morphologie sind ursachlich
fur die Nachstar-inhibitorische Wirkung der Kalzium-Antagonisten (Matsushima et al.
2004). Der T-Kalziumkanal-Antagonist Mibefradil fihrt sowohl zur Depolarisierung
des Membranpotentials als auch zur reduzierten Integrinexpression und bedingt
folglich eine Adhasionshemmung sowie eine Apoptoseinduktion (Beck et al. 2000,
Beck et al. 2001, Beck et al. 2002, Nebe et al. 2004). Tetrandrin beeinflusst L-Typ-
Kalziumkanéle. Daneben fand sich eine antiproliferative, antientziindliche,
immunsuppressive, antikarzinoge Wirkung. Die subkonjunktivale Applikation

induzierte eine statistisch signifikant geringe Nachstarbildung (Lee et al. 2002).
Lidocain

Vagas et al. (2003) fiihrte im Rahmen einer in-vitro-Studie die Hydrodissektion und

die Spllung des Kapselsackes mit konservierungsmittelfreiem 1%igem Lidocain
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durch. Das fihrte zu einer Reduktion der LEZ aufgrund eines direkt toxischen

Effektes bzw. aufgrund des Verlustes von Zell-Zellkontakten.

Immunotoxine

Bretton und Mitarbeiter (1999) fuhrten mit Polylysin-Saporin-Konjugaten
Zellkulturversuche an bovinen LEZ durch. An Kaninchenaugen angewendet, fihrten
die Polylysin-Saporin-Konjugate zu einer Zerstérung der LEZ-Struktur und damit zu
einer verzdgerten Nachstarentwicklung. B-FGF-Saporin zeigte eine Wachstums-
hemmung boviner LEZ in-vitro (Mansfield et al. 2004). Chemisch bzw. genetisch
hergestelltes FGF2-Saporin inhibiert das Zellwachstum nach Injektion in den
Kapselsack von Kaninchenaugen (Behar-Cohen et al. 1995). Sigma-1-Rezeptor-
Antagonisten hemmen die Proliferation von hLEZ in-vitro (Wang et al. 2005). Fir
MDX-RA konnten Clark et al. (1998) die Wirksamkeit in Zellkultur-Versuchen und
klinischen Studien nachweisen. Dabei war es effektiv Nachstar-hemmend und sicher
in der intraokularen Anwendung (Meacock et al. 2000). Ricin A wirkt Gber einen
antiproliferativen Effekt Nachstar-hemmend (Tarsio et al. 1997). Monoklonale
Antikdrper gegen humanes Transferrin (Davidson et al. 1998) sowie Antitransferrin-

Rezeptor-Immunotoxine (Goins et al. 1994) hemmen die Zellproliferation.

Osmotisch wirksame Substanzen

Greite et al. (1990) untersuchten die Wirkung einer Osmolavage des Kapselsackes
mit destillietem Wasser. Diese fuhrte zu einer 50%igen Verringerung des
Zellproteins. 30% Alkohol in Aqua dest. und 0,01% n-Dodecylsulfat-Na-Salz fihren
zu einer starkeren zellschddigenden Wirkung. Aulerdem werden sie schneller
neutralisiert als Zytostatika. Maloof et al. (2003) und Crowston et al. (2004) zeigten in
ihren Arbeiten, dass nach 2-3 Minuten unter Einfluss von destilliertem Wasser LEZ
in-vitro abgetdtet werden konnten. Die Wirksamkeit von destilliertem Wasser auf LEZ
wurde in tierexperimentellen Versuchen bestétigt (Fernandez et al. 2004). Hunold et
al. (1991) wiesen in-vitro eine effektivere Zellschadigung durch Linsenepithel-

Nekrosefaktoren als durch Aqua bidest. nach.

Photodynamische Therapieansétze
Phthalozyanin (Wong et al. 2004) und Bacteriochlorin (van Tenten et al. 2001) sowie

Indocyanin-Grin (Melendez et al. 2005) fUhrten unter in-vitro Bedingungen nach
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Lichtexposition zu einer Suppression der Zellproliferation, wahrend Trypanblau nur

eine geringe Zelltoxizitat zeigte (Melendez et al. 2005).

Weitere Substanzen

Zaturinsky et al. (1990) untersuchten die Wirkung von Heparin an Kaninchenaugen
und fanden fur die intrakamerale Applikation von Heparin eine 50%ige
Nachstarreduktion. Die kombinierte Kaltebehandlung der Hinterkapsel fiihrte zu einer
zusatzlichen Nachstarhemmung. Nach topischer Gabe von 5%igen Heparin-
Augentropfen (AT) dreimal téglich Uber 12 Wochen fanden Xie et al. (2003) im
Tierversuch eine Reduktion der Nachstarbildung. Klinische Studien zeigten bei
topischer Applikation von Heparin-AT eine signifikant niedrigere Nachstarinzidenz
und Nd:YAG-Laser-Rate (Mastropasqua et al. 1997). Rieck und Mitarbeiter (2004)
fanden eine antiproliferative und migrationshemmende Wirkung von Sumarin durch
Inhibition von Wachstumsfaktoren und Enzymen. Kaffeesdurephenethylester
(CAPE)-L6sung (Hepsen et al. 1997) besitzt immunmodulatorische, antimitotische,
antikarzinogene, antientziindliche sowie proliferationshemmende Eigenschaften,
wobei die molekularen Grundlagen noch nicht vollstandig geklart sind. Synthetisch
hergestellte Metalloproteinasen-Inhibitoren (lomastat) zeigten eine
Nachstarreduktion durch Migrationshemmung und Kapselsackkontraktion (Wong et
al. 2004). In der Zellkultur zeigte Benzalkoniumchlorid (Goto et al. 2003) eine
zellschadigende Wirkung. Minoxidil hemmt die Lysylhydroxylase und beeinflusst
somit die Kollagensynthese (Ishida et al. 2001). Tranilast-Augentropfen fuhren tber
eine Hemmung der Kollagensynthese zur Proliferationshemmung und damit zu einer
signifikanten Nachstarreduktion (Tobari et al. 1999). Die Nachstarpravention durch
eine intrakapsuldre Anwendung von Retinolsdure an Kaninchenaugen erwies sich
ebenso als Nachstar-praventiv (Inan et al. 2001). Glaesser und Iwig konnten
anorganisches Adeninphosphat aus bovinem Serum isolieren. In Zellkultur fihrte es
zu einer Hemmung der Proteinsynthese und zu einer Reaktivierung von LEZ
(Glaesser et al. 1990). Das pflanzliche Produkt Pirenoxin (Catalin) fuhrte nach
Applikation an Kaninchenaugen zu einer geringeren Nachstarausbildung (Biswas et
al. 1999).
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Freisetzungssysteme

Um die Problematik der kurzen, haufig nicht ausreichend langen Wirkzeit der
verschiedenen Substanzen zu I8sen, bestehen Bestrebungen, sogenannte
Freisetzungssysteme zu entwickeln, die den Wirkstoff kontinuierlich abgeben. Oft
wurde hierfur ein 10L-gebundenes System verwendet (Agarwal et al. 2003, Auffarth
et al. 2005).

Tetz et al. (1996) implantierten IOL in Kaninchenaugen, die Daunorubicin bzw.
Indomethacin freisetzten. Beide induzierten Komplikationen. Daunorubicin zeigte
dabei jedoch eine statistisch signifikante Nachstarreduktion. Nishi et al. (1995)
implantierte im Tierversuch 1%ige indomethacinbeschichtete I0L. Wesendahl et al.
(1996) verwendete spezielle expandierbare Hydrogel-lIOL, die in ihrem
Polymernetzwerk mit verschiedenen Substanzen beladen wurden. Chirila et al.
(1995) benutzten melaninhaltige Hydrogellinsen. Auch die Implantation von
Perfluorcarbon-beschichteten 0L (Auffarth et al. 2002) zeigte keine signifikante
Reduktion. Hingegen fuhrten Polymethylmethacrylat (PMMA)-Linsen, beladen mit
Thapsigargin (Duncan et al. 1997), ebenso wie FGF2-Saporin-beladene PMMA-IOL
mit Heparin-Oberflachenmodifizierung (Behar-Cohen et al. 1995) und Mibefradil-
beschichtete PMMA-Linsen (Beck et al. 2002) zu einer Proliferationshemmung.
Pandey und Mitarbeiter (2002) untersuchten die Wirkung von 5-Fluorouracil-
modifizierten = Kapselspannringen im  Tierversuch, fihrten jedoch die
Nachstarreduktion auf eine mechanisch bedingte Migrationsblockade zuriick. In
Kaninchenaugen implantierte Colchicin-freisetzende Polymermatrixscheiben zeigten
eine gute Nachstar-Reduktion, waren jedoch in hdéherer Konzentration mit
Nebenwirkungen behaftet (Legler et al. 1993). Xie et al. (2003) untersuchten
Heparin-Freisetzungssysteme an Kaninchenaugen und verwendeten dafir ein Poly-
(lactid-co-glycolid) als Tragerpolymer. Verglichen wurden die subkonjunktivale
Implantation und die Implantation in die Hinterkammer mit der topischen Applikation
von Heparin-Augentropfen. Die beste  Nachstarreduktion und héchste
Kammerwasserkonzentration wurde mit nur sehr geringen Nebenwirkungen bei der
intraokularen Implantation erzielt.

In in-vitro-Untersuchungen konnten Latz et al. (2000) eine geringere Proliferation von
LEZ auf PMA-basierten Copolymeren als auf dem PMMA-Homopolymer zeigen. Eine

antiproliferative Wirkung wurde auch nach Bindung entsprechender Copolymere an
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Silikonlinsen gefunden (Yammine et al. 2005). Dies scheint ein vielversprechender

Ansatz fir die Entwicklung neuer IOL mit Nachstar-inhibitorischer Wirkung, zu sein.

1.6  Bisherige Untersuchungsmethoden zur Nachstar-Evaluierung
1.6.1 In-vivo-Methode

Nachstarbedingte Beeintrachtigungen von Visus, Kontrastsehscharfe und Blendung
sind klinisch bekannte Grélken (Magno et al. 1997, Wilkins et al. 1996, Sunderraj et
al. 1992, Knighton et al. 1985, Tan et al. 1998, Claesson et al. 1994, LeClaire et al.
1982, Westheimer u. Liang 1994). Jedoch sind Funktionseinschrdnkungen als
Methode zur Nachstarevaluierung nicht geeignet (Tetz et al. 1997), da eine Vielzahl
anderer Faktoren zu einer Funktionseinschrankung der oben aufgefiihrten Gréfen
fuhren kann. Auch die Nd:YAG-Laser-Kapsulotomie-Rate ist kein ideales Werkzeug
zur Evaluierung der Nachstar-Inzidenz, da sie direkt bzw. indirekt von der subjektiven
Beeintrachtigung des Patienten, der Einstellung des behandelnden Augenarztes und
von 6konomische Uberlegungen abhangig ist (Tetz et al. 1997).

Kruger et al. (2000) benutzten zur subjektiven Nachstarbeurteilung an der
Spaltlampe eine Einteilungsskala von 0-3 und differenzieren zwischen der zentralen
3 mm-Zone und der Peripherie sowie zwischen Fibrose und Elschnig-Perlen.
Sellman u. Lindstrom (1988) verwendeten eine dhnliche 4-Punkte-Skala, an der sich
andere Autoren orientierten (Oner et al. 2000, Winther-Nielson et al. 1998,
Kucuksumer et al. 2000, Ober et al. 2000, Westling u. Calissendorf 1991, Legler et
al. 1993, Malecaze et al. 1999, Hepsen et al. 1997, Odrich et al. 1985).

In anderen Untersuchungen diente der Grad der Funduseinsicht als Mal} fir die
Nachstarauspragung (Legler et al. 1993, Prajna et al. 2000). Einige Autoren
bedienten sich der Scheimpflug-Fotografie (Lasa et al. 1995, Hayashi 1998, Hayashi
et al. 1998b, Hayashi et al. 1998c) zur Objektivierung der Nachstarbeurteilung. Die
Methode beruht auf der Reproduzierbarkeit von Bildern, um somit die Nachstar-
Evaluierung zu objektivieren und unabhé&ngig vom Untersucher zu machen. Bislang
fehlt jedoch der Nachweis, dass die Methode zur Beurteilung einer
Nachstarprogression geeignet ist (Friedman et al. 1999).

Die Helligkeitsanalyse von digitalen Graustufen-Bildern (Wang u. Woung 2000)
beruht auf der Festlegung einer bestimmten Helligkeitsgrenze, die einzelne Pixel als

Nachstar- bzw. Nicht-Nachstar-Region klassifiziert. Wegen potenzieller Stérfaktoren
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wie unterschiedliche Beleuchtung, Funduspigmentierung oder Pupillenweite ist diese
Methode unzuverlassig.

Friedman et al. (1999) kennzeichnete das Nachstar-Areal und bewertete den
durchschnittlichen Dichtigkeitsgrad auf einer Graustufen-Skala von 0-4. Eine
Abstufung der Dichtigkeit innerhalb eines Areals ist hierbei nicht mdglich, so dass
eine Nachstarprogression gegebenenfalls nicht sicher erkannt wird.

Tetz und Mitarbeiter (1997) entwickelten daher das so genannte EPCO-System. An
digitalisierten Retroilluminationsfotos werden Nachstar-Areale unterschiedlicher
Dichtegrade markiert und einem Skalenwert von 0-4 zugeordnet. Anschlieltend wird
mittels einer Computersoftware ein Gesamtwert errechnet. Das EPCO-System gilt
inzwischen als Standardverfahren in der Nachstar-Evaluierung (Aslam et al. 2005).
Es zeigt, obwohl es sich um ein subjektives Verfahren handelt, eine gute Reliabilitat
und Reproduzierbarkeit (Tetz et al. 1996¢, Nimsgern et al. 1999, Findl et al. 2003).
Rein  objektive Verfahren beruhen auf der Grundlage automatisierter
Strukturanalysen anhand speziell erstellter digitaler Retroilluminationsaufnahmen
(Barman et al. 2000, Buehl et al. 2002a, Findl et al. 2003, Aslam et al. 2005). Neue
objektive Methoden bedienen sich der optischen Koharenz-Tomographie (OCT) zur

Quantifizierung des Nachstars (Moreno-Montafiés et al. 2005).

1.6.2 Post mortem-Methode

Anhand von Nachstarerhebungen an pseudophaken Autopsie-Augen (Apple et al.
1990, Apple et al. 2001) kann bei ausreichend hohen Fallzahlen eine Aussage
bezlglich der Nachstar-Inzidenz unterschiedlicher Linsentypen getroffen werden. Die
Nachstarrate wird hierbei in der Regel als Mal® zugrunde gelegt. Zuséatzlich kénnen

morphologische und histologische Untersuchungen durchgefuhrt werden.

1.6.3 Tierexperimentelle Methode

Um eine Aussage Uber die Nachstar-Inzidenz neuer IOL oder Pharmakologika zu
machen, sind Tiermodelle unerlasslich. Hierbei kommen in der Regel 20-Wochen-
alte Kaninchen zum Einsatz, da bei ihnen die Kapselsackgroe am ehesten dem
Kapselsack eines humanen Erwachsenenauges entspricht (Nagamoto u. Eguchi

1997). Bereits nach drei Wochen zeigen Kaninchenaugen eine signifikante
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Nachstarausbildung sowie eine mdgliche Inhibition des LEZ-Wachstums durch ein
bestimmtes Linsenmodell oder Pharmakon (Pandey et al. 2002, Nishi et al. 2001,
Vargas et al. 2002, Vargas et al. 2003). Zur Nachstarbewertung wird sowohl eine
Fotodokumentation im Verlauf als auch nach Enukleation durchgefuhrt. AuRerdem
kann post mortem eine histopathologische Aufarbeitung der enukleierten Augen

erfolgen.

1.6.4 In-vitro-Methode
1.6.4.1 Zellkultur-Versuche

Fiar Zellkultur-Versuche kdénnen sowohl humane LEZ als auch tierische LEZ,
bestenfalls bovine LEZ, kultiviert werden. Da die aquatorialen LEZ die gréRte
Proliferationsaktivitdt aufweisen, ist es am einfachsten, die komplette Linse bzw. die
gesamte Linsenkapsel (Rieck et al. 2004) zu kultivieren. Jedoch sind hierflr
Spenderbulbi erforderlich. Um unabhangig von Spendermaterial zu sein, kann fur
humane Zellkulturen das vordere Kapselhdutchen, das bei der Kapsulorhexis
wahrend der Katarakt-Operation prapariert wird (Ohara et al. 1992, Kojetinsky et al.
2001), gewonnen und kultiviert werden. Zellkulturen eignen sich besonders fur
Untersuchungen zur Wirkung pharmakologischer Substanzen sowie zur Erforschung

molekularer Mechanismen der LEZ-Transdifferenzierung (Kim et al. 2004).

1.6.4.2 Modelle

In-vitro-Modelle sind nicht nur zum Studium von LEZ-Proliferationsprozessen
dienlich, sondern auch zur Untersuchung von Wachstumsprozessen in Abhangigkeit
einer IOL bzw. in Kombination mit einem Pharmakon sowie zur Beurteilung
morphologischer Veranderungen des Kapselsackes selber.

McDonnell und Mitarbeiter (1985) praparierten die vordere Linsenkapsel boviner
Linsen und lieRen darauf LEZ von Kaninchenaugen auswachsen. Linnola et al.
(1999) kultivierten ein epithelial-stromales Hornhautexzidat aus Kaninchenaugen auf
einer I0OL, um die Bioaktivitdt der entsprechenden |IOL zu beurteilen. Oshika et al.
(1998) simulierten an bovinen Kollagen-Typ-I-Platten die Adhasionskraft

unterschiedlicher IOL an die Linsenkapsel. Kurosaka et al. (2002) entwickelten ein
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Modell zur quantitativen Untersuchung der LEZ-Migration in Abh&ngigkeit vom [OL-
Typ.

Klinisch orientierte Modelle arbeiten mit kultivierten Kapselsacken, denen vorher
gegebenenfalls eine IOL implantiert worden ist. Nagamoto und Mitarbeiter
(Nagamoto u. Hara 1996, Nagamoto et al. 1996, Nagamoto u. Eguchi 1997)
kultivierten Kapselsdacke von Kaninchenaugen nach Implantation eines
Kapselspannringes und einer Kunstlinse. Saxby und Mitarbeiter (1998) implantierten
in humane Kapselsdcke von Spenderbulbi Silikonringe, nachdem sie eine
Kapsulorhexis und eine Linsenextraktion vorgenommen hatten. Anschlielend
kultivierten sie den kompletten Kapselsack nach Exzision aus dem Spenderbulbi. El-
Osta und Mitarbeiter (2003) fixierten aus Spenderaugen gewonnene Linsen mittels
Gewebekleber in einer Halterung und flihrten dann eine Kapsulorhexis sowie eine
Hydroexpression des Nukleus durch, abschliefend wurde gegebenenfalls eine 10OL
implantiert. Liu und Mitarbeiter (1996) fihrten eine Linsenoperation mit 10L-
Implantation an Spenderaugen vor Durchtrennung der Zonulafasern durch. Das
gesamte Kapselsack-IOL-System wurde anschlie3end in einer Petrischale mit feinen

Metallnadeln fixiert und kultiviert.

1.7 Anforderungen an ein ideales System zur Nachstaruntersuchung

Liekfeld (2006) formulierte folgende Bedingungen fir ein ideales System:

kliniknahe Situation,

geringer zeitlicher Aufwand,

geringer Materialaufwand, geringe Anzahl von Augen,
prospektive Untersuchungsméglichkeit,

vergleichende Untersuchungsmdglichkeit,

2B

Mdglichkeit zur Untersuchung von neuen - eventuell nicht zugelassenen -
IOL,

7. Moglichkeit zur Untersuchung von Pharmaka (auch nicht zugelassenen),

8. Moglichkeit zur Untersuchung von chirurgisch-mechanischen Prozeduren,
9. selektive Untersuchungsmaoglichkeit einzelner Variablen,

10. Mdéglichkeit zur morphologischen und histopathologischen Beobachtung,

11.gute Reproduzierbarkeit.
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Die Nachstarentstehung bei Patienten nach Katarakt-Operation ist ein klinisches
Problem. Demzufolge sollte ein Nachstar-Bewertungssystem der klinischen Situation
moglichst nahe kommen.

Klinische Studien mit in-vivo-Untersuchungen haben einige generelle Nachteile. So
sind haufig lange Beobachtungszeitrdume von bis zu mehreren Jahren notwendig.
Zudem bedirfen klinische Studien in der Regel grolder Patientenzahlen und
Untersuchungen bezuglich der Morphologie sind nur begrenzt mdéglich.
Histopathologische Untersuchungen sind nicht mdglich. Aul3erdem sind klinische
Studien zur Untersuchung nicht zugelassener IOL bzw. Pharmaka nur schwer
zuganglich.

Post mortem-Studien sind retrospektive Studien, die die klinische Situation gut
widerspiegeln, jedoch auf entsprechend groRen Fallzahlen beruhen sollten.
Aussagen hinsichtlich der Morphologie und Histopathologie pseudophaker Augen
(Marcantonio et al. 2000, Linnola et al. 2000) kénnen in begrenztem Umfang
getroffen werden. Der Untersucher ist aber bei diesem Studiendesign abhangig von
der implantierten IOL. Untersuchungen neuer IOL oder Pharmaka sind nicht méglich.
Tierexperimentelle Studien sind mit einem sehr hohen Aufwand verbunden.
Gleichzeitig sind dabei die Ergebnisse aufgrund unterschiedlicher Kapselsack-
verhaltnisse (Nagamoto u. Eguchi 1997) nicht unbedingt auf humane Verhéltnisse
Ubertragbar.

In-vitro-Studien sind reine Zellkulturversuche und nur fir pharmakologische Studien
bezuglich  Adhéasion, Migration, Proliferation und Differenzierung von
Linsenepithelzellen geeignet (Kojetinsky et al. 2001, Rieck et al. 2004). Zur Testung
IOL-abhangiger Faktoren sind Modelle notwendig, bei denen das gesamte
Kapselsack-IOL-System betrachtet werden kann. Die bisher vorgestellten Modelle

sind mehr oder weniger aufwendig und mehr oder weniger klinisch orientiert.
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2. Ziel der experimentellen Arbeit

10-30% der Augen von Patienten, die sich einer Katarakt-Operation unterziehen,
entwickeln innerhalb von ein bis finf Jahren einen sogenannten Nachstar
(Schaumberg et al. 1998). Der Erfolg einer Katarakt-Operation wird durch die
Entstehung dieses Nachstars oft wieder in Frage gestellt. Um den Visus der
Patienten wieder auf das postoperativ erreichte Niveau zu heben, wird der Nachstar
heute Uberwiegend mittels Nd:YAG-Laser zentral erdffnet. Diese Behandlungs-
methode birgt jedoch nicht unerhebliche Risiken und Kosten — ebenso wie die
alternative Methode, die operative Nachstareréffnung. Es werden daher
Méoglichkeiten der Nachstarpravention gesucht.

Ausgangspunkt und Voraussetzung der Entstehung eines Nachstars ist die Adhasion
an der Kapsel und die Wanderung der Linsenepithelzellen aus der Aquatorialregion
der Linsenkapsel. Nach einer Kataraktoperation im Kapselsack verbleibende
Linsenepithelzellen adhéarieren an der Kapsel und kdnnen durch Migration und
Proliferation eine Nachstarmembran bilden. Vorangehende Arbeiten (Beck et al.
2000, Beck et al. 2001, Beck et al. 2002, Nebe et al. 2004) haben gezeigt, dass der
T-Kalziumkanal-Antagonist Mibefradil in der Lage ist, Zelladh&sionen zu hemmen.
Unter Bericksichtigung der unter 1.7 erwdhnten Vor- und Nachteile eines Systems
zur Nachstarbeurteilung, vor allem auch in Hinblick auf die Untersuchung neuer
experimenteller Ansatze zur Nachstarpravention, erscheint das von Saxby und
Mitarbeitern (1998) vorgestellte Kapselsack-Modell als der vielversprechendste
Ansatz. In der vorliegenden Arbeit wird die Anwendung und Modifikation eines
solchen Modells vorgestellt. Aus der Literatur bekannte Ergebnisse dienen als
Referenzen und werden beriicksichtigt.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Evaluation eines in-vitro-Modells zur Simulation der
Nachstar-Entwicklung in-vivo, das vor allem Aussagen uber pharmakologische
Ansatze zur Nachstarpravention zuldsst sowie die konkrete Anwendung dieses
Modells fir den modifizierten T-Kalziumkanal-Antagonisten Mibefradil. Es soll der
Effekt einer Langzeitinkubation mit wirkstoffoeladenen Polymeren auf die Adh&sion
und Proliferation humaner Linsenepithelzellen beobachtet werden. Ziel ist es,
experimentell zu untersuchen, inwieweit die Hemmung der Zelladh&sion durch den T-
Kalziumkanal-Antagonisten Mibefradil auch klinisch zur Pravention des Nachstars

nach Katarakt-Operation einsetzbar ist.

24



3. Material und Methoden

3.1 Das Mibefradil

Mibefradil (Abb. 3.1) gehért in die pharmakotherapeutische Gruppe der
Kalziumkanal-Blocker. Mibefradil Gbt seine pharmakologische Wirkung durch die
Modulation des transmembranaren Einstroms von Kalziumionen aus. Mibefradil ist
ein Kalziumantagonist, der selektiv die spannungsabhéngigen T-Kanadle hemmt, die
bereits bei niedrigen Spannungszustanden aktiviert werden und zusatzlich zur
Hemmung spannungsabhangiger L-Kanale mit hoher Aktivierungsschwelle fihrt. Die
Metabolisierung von Mibefradil erfolgt auf zwei Arten: durch die Esterase-katalysierte
Hydrolyse der Esterseitenketten in einen Alkoholmetaboliten und tGber Cytochrom-
P450-katalysierte Oxidation, indem es das Cytochrom P450 3A4 hemmt. Mibefradil
wird metabolisch inaktiviert und in Fazes (75%) und Urin (25%) aus dem Blutkreislauf
ausgeschlossen.

Die Ergebnisse vorangegangener Untersuchungen haben gezeigt, dass der
Kalziumantagonist Mibefradil die Adhasion und damit gekoppelte Funktionen wie
Proliferation und Lebensfahigkeit von hLEZ in der Kultur hemmt sowie Apoptose
induziert (Beck et al. 2000, Beck et al. 2001, Beck et al. 2002, Nebe et al. 2004).
Dabei konnten auch Hinweise Uber molekulare Mechanismen wie Reduktion der
Integrin-Expression, Aufhebung der Integrin-Organisation, Fragmentierung des
Zytoskeletts und Strukturdnderung von exprimierten Matrixproteinen gewonnen
werden (Beck et al. 2001). Proliferierende Zellen besitzen zudem eine gréliere
Anzahl von T-Kalziumkanalen als nicht proliferierende Zellen (Wang et al. 2002,
Schmitt et al. 1995). Proliferation wird nach heutigem Kenntnisstand bei einer
Vielzahl von Zellsystemen Uber die Kalziumhomd&ostase und damit in gewisser Weise
Uber das Membranpotential und damit auch Gber Kaliumkanéle beeinflusst (Neylon et
al. 2002, Gavrilova-Ruch et al. 2002). Fir eine normale Proliferation ist ein
polarisierter Zustand, d. h. ein Membranpotential in Nahe des Kaliumgleichgewichts-
potentials erforderlich.

Aus der Literatur und durch eigene Voruntersuchungen ist die optimale
Konzentration fur die Versuche mit 10 yM Mibefradil anzusetzen. Die Wirkung des T-

Kalziumkanal-Antagonisten Mibefradil wurde auf die unter 3.5, 3.6, 3.7, 3.8
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beschriebenen Parameter in einem Konzentrationsbereich von 10 yM bis 30 yM

sowie in unter 3.4 aufgefihrten Zeitrdumen untersucht.

Abb. 3.1: Strukturformel des T-Kalziumkanal-Antagonisten Mibefradil: Acetic acid, methoxy-,2-[2-[[3-
(1H-benzimidazol-2-yl)propyllmethylamino]ethyl]-6-fluoro-1,2,3,4-tetrahydro-1-(1-
methylethyl)-2-naphthalenyl ester, (1S-cis)-; Molmasse: 568,55 g/mol.

3.2 Der Kapselspannring

Fur alle Versuche verwendeten wir einen Kapselspannring ER11 aus hochreinem
Polymethylmethacrylat (PMMA) der Firma *Acri.Tec (Abb 3.2). Der Durchmesser
aller Kapselspannringe betrug kontrahiert 11,0 mm (11,13 mm x 13,22 mm [offen]),
die Hoéhe 1,78 mm. Die Kapselspannringe wiesen zwei Positionierungslécher mit

einem Durchmesser von 0,4 mm auf.

Abb. 3.2: Kapselspannring ER11der Firma *Acri.Tec.

26



3.3 Immobilisierung von geléstem Mibefradildihydrochlorid und Kopplung

an die Kapselspannringoberflache (Machbarkeitsstudie)

Der generelle Ansatz fur die pharmakologische in-vitro-Inhibition von hLEZ nach
Einfluss des T-Kalziumkanal-Antagonisten Mibefradildinydrochlorid bestand darin, die
mit Mibefradil-beladenen Mikrokapseln in das Kapselsack-Modell einzugeben und die
Wirkung des freigesetzten Mibefradils auf verbliebene hLEZ im Kapselsack nach

simulierter ,Open-sky“-Linsenextraktion zu untersuchen.

3.3.1 Solvent-Evaporation-Verfahren zur Herstellung von Mibefradil-beladenen

Mikrokapseln

Das Verfahren der L&sungsmittelverdampfung (Solvent-Evaporation) wird zur
Herstellung von wirkstoffbeladenen Nanopartikeln angewendet. Dabei wird der
Wirkstoff in einem chlorierten organischen Lésungsmittel dispergiert. Die Dispersion
wird anschlieend in die wassrige Lésung des Polymers emulgiert. Das organische
Lésungsmittel wird aus den dispergierten Trépfchen bei reduziertem Druck entfernt,
wobei das Polymer mit dem eingebetteten Wirkstoff ausfallt.

Es wurden sphérische Mikrokapseln mit einem Durchmesser von 20 pm bis 30 pym
und einer Wirkstoffbeladung von 38 mg Mibefradil pro g Partikel nach dem Solvent-
Evaporation-Verfahren unter Verwendung des biodegradierbaren Polyesters
Poly(lactid-co-glycolid) (PLGA) der Molmasse 1700 g/mol hergestellt. Die
Wirkstofffreisetzung wurde  UV-spektroskopisch untersucht. Das polymere
Matrixmaterial PLGA wurde zur Erzeugung reaktiver Bindungsstellen O-terminal tber

einen achtatomigen Spacer aminiert.

3.3.2 UV-Spektroskopie zur Untersuchung der Wirkstofffreisetzung

Durchlduft monochromatisches Licht die L&sung einer Substanz, die Licht der
eingestrahlten Wellenlange absorbiert, wird die Intensitdt des einfallenden Strahls
abgeschwacht. Das Mal} der Abschwachung ist die Extinktion. Die Abnahme der
Extinktion ist proportional der Konzentration der Lésung. Auf diese Weise kénnen

Konzentrationen |6slicher Substanzen gemessen werden. Das Absorptionsmaximum
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von Mibefradil zeigt sich bei UV-Licht der Wellenlange von 269 nm. Um die
Mibefradilfreisetzung aus den Mikrokapseln zu untersuchen, wurden jeweils 20 mg
wirkstoffhaltige Kapseln in 2 ml isotonischer Kochsalzlésung eingesetzt und die
Wirkstofffreisetzung bei 37° C Uber 50 Tage UV-spektroskopisch bei 269 nm

bestimmit.

3.3.3 Chemische Ankopplung von Mibefradil-beladenen Mikrokapseln an die

Kapselspannringoberflache

Zur chemischen Ankopplung der Mikrokapseln an die Kapselspannringoberflache
wurde der Kapselspannring nach einer Glycidylmethacrylatoligomer-Befilmung mit
einem Polymersol auf der Basis von Polymethylmethacrylat (PMMA) behandelt und
nachfolgend direkt zur Bindung der Kapseln eingesetzt. Die Linkerchemie zwischen
der Spannringoberflache und der Mikrokapsel basiert somit auf der Aminolyse von
Epoxiden. Es wurde eine Beladung der Kapselspannringe mit einer Konzentration
von 2,8 mg bzw. 4,5 mg Mibefradil erreicht (Abb. 3.3).

Abb. 3.3: Makroskopische Aufnahme eines mit Mibefradil-Mikrokapseln beladenen Kapselspannringes
im Well (a); durchlichtmikroskopische Aufnahme (40-fache Vergréf3erung) von Mikrokapseln
(b); rasterelektronenmikroskopische Aufnahme (50-fache Vergréfierung) von Mikrokapseln

(c)-
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Dazu wurden die Kapselspannringe zweimal mit 0,1 M Methylmethacrylat und 0,1 M
Methacrylsédureglycidylester in 5 ml Ethanol fir 5 Minuten behandelt, anschliel3end
bei Raumtemperatur fir 10 Minuten getrocknet und abschlieRend mit den PLGA-

Kapseln fur weitere 10 Minuten inkubiert.

3.4 Das Kapselsack-Modell

3.4.1 Praparation und Kultivierung der humanen Kapselsécke

Nach Entfernung der Korneoskleralsegmente fiir die Hornhauttransplantation wurden
die humanen Kapselsdcke aus Spenderbulbi der Hornhautbank der Univ.-
Augenklinik Rostock gewonnen. Im Anschluss wurde an dem im Bulbushalter
liegenden Spenderbulbus unter dem Mikroskop (Carl Zeiss OPMI CS) eine ,Open-
sky“-Katarakt-Operation (Abb. 3.4) simuliert.

Dabei wurde zunachst die Iris mit der Pinzette entfernt, um einen freien Blick auf die
Linse zu haben. Danach erfolgte eine groRe zentrale Rhexis (CCC-Methode;
Neuhann 1987) mit der Rhexispinzette (nach Utrata). Der Nukleus wurde
anschlieBend per Hydrodissektion mit einer ophthalmologischen Spillésung Uber
eine Kanule exprimiert. Verbliebene Linsenfasern wurden abgesaugt und die
Linsenkapsel durch sorgfaltiges Spulen (,Hydrojet”) poliert. Im nachsten Schritt
erfolgte die Implantation der Kapselspannringe mit der Implantationspinzette (nach
Doden) ohne Zuhilfenahme eines Viskoelastikums in den Kapselsack. Abschlie3end
wurde das gesamte Kapselsack-Kapselspannring-System nach Durchtrennung der
Zonulafasern mit der Schere freiprapariert und in eine mit 1 ml Medium gefilite
PMMA-12-well-Zellkulturplatte (Cellstar®, Greiner Labortechnik, Kremsmiinster;
Austria) gegeben (Abb. 3.5), so dass die Rhexiséffnung auf den Boden zeigte
(dadurch sollte vor allem die Hinterkapsel zuverlassig ausgespannt werden).

Die Kultivierung der Kapselsacke erfolgte in Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) (Fa. Invitrogen, Karlsruhe; Deutschland) mit 10% fetalem Kalberserum
(FCS) und einem Zusatz von 50 mg Gentamycin/l (entspricht 1%). Die Kulturen
wurden bei einer Temperatur von 37° C sowie bei 5% CO2-Gehalt der Luft im
Brutschrank inkubiert. Auf einen Wechsel des Kulturmediums wurde verzichtet, um

die Wirkstoffkonzentration nicht zu beeinflussen.
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T
Abb. 3.4: Praparation der humanen Kapselsacke im Sinne einer ,Open-sky“-Katarakt-Operation nach

Entnahme der Korneoskleralsegmente: Iridektomie (a); Praparation der Rhexis (b), zirkuléare

Rhexis im regredienten Licht (c); Hydrodissektion (d) und —expression des Nukleus (e);
Aspiration der Linsenfasern (f).

Abb. 3.5: Makroskopische Aufnahme des humanen Kapselsackmodells in toto und in Zellkultur nach

Implantation des Kapselspannringes, Durchtrennung der Zonulafasern und Explantation aus
dem Spenderbulbus.
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Bei den Versuchsreihen wurden jeweils Bulbuspaare eines Spenders verwendet.
Damit fielen patientenabhangige Faktoren wie Alter oder systemische Erkrankungen
fur die Beurteilung nicht ins Gewicht, da Paarvergleiche angestellt wurden.
Insgesamt wurden 14 Kapselsacke von 7 Bulbuspaaren untersucht.

Das Verhalten humaner LEZ in post mortem enthommenen Kapselsacken wurde
nach erfolgter Linsenextraktion und Installation des T-Kalziumkanal-Antagonisten
Mibefradil untersucht. Aus der Literatur und durch eigene Voruntersuchungen (Beck
et al. 2000, Beck et al. 2001, Beck et al. 2002, Nebe et al. 2004) ist die optimale
Konzentration fur die Versuche mit 10 yM Mibefradil anzusetzen. Die Wirkung des T-
Kalziumkanal-Antagonisten wurde in einem Konzentrationsbereich von 10 pM bis 30
MM untersucht.

Dabei wurde der Wirkstoff Mibefradil als immobilisiertes Mibefradil, wie unter 3.3
ausgefihrt, in freier Form sowie in gebundener Form an einen Kapselspannring
untersucht.

Um die Wirkung einer Inkubation der hLEZ mit dem T-Kalziumkanal-Antagonisten
Mibefradil auf deren Verhalten hinsichtlich Zellwachstum und -morphologie,
metabolischer Aktivitat, Vitalitdt und Verdnderungen der Mikrofilamente zu
untersuchen, erfolgten die Analysen nach 12 + 0,69 Tagen.

In jedem Versuchsansatz wurden humane Kapselsdcke - wie oben beschrieben -
verwendet. Bei den Versuchsreihen wurden jeweils Bulbuspaare eines Spenders
verwendet. Dabei diente der Kapselsack des rechten Spenderbulbus stets als
Kontrolle. Dem Kapselsack des linken Spenderbulbus wurde je nach Ansatz 10 uM,
20 pM bzw. 30 pM Mibefradil zugegeben bzw. wéahrend der Praparation der
modifizierte Kapselspannring implantiert. Die Kultivierung erfolgte in 12-well-
Zellkulturplatten mit jeweils 1 ml Kulturmedium.

Um die Wirkung einer permanenten Inkubation der hLEZ mit dem T-Kalziumkanal-
Antagonisten Mibefradil auf deren Verhalten hinsichtlich Zellwachstum und
Morphologie zu beurteilen, erfolgte taglich die mikroskopische Untersuchung der
Zellen sowie zu definierten Zeitpunkten (3. Tag, 6. Tag, 9. Tag, 12. Tag). Hinsichtlich
der metabolischen Aktivitat, Vitalitdt und Verédnderungen der Aktinstruktur erfolgte die
Beurteilung der hLEZ stets am Ende des Beobachtungszeitraumes, also nach
Ausbilden eines konfluenten Zellrasens (12 + 0,69 Tage) der entsprechenden

Kontrolle.

31



3.5 Beobachtung und Messung des Wachstums von humanen
Linsenepithelzellen unter permanentem Einfluss des T-Kalziumkanal-

Antagonisten

Das Ausbreiten der Zellen im Kapselsack ist ein aktiver Prozess. Um den Einfluss
des Kalziumantagonisten zu untersuchen, wurden die Kapselsack-Kapselspannring-
Systeme, wie unter 3.4.1 beschrieben, préapariert und mit dem T-Kanalblocker
inkubiert.

Mittels Durchlichtmikroskopie (Nikon TMS-F) wurden die kultivierten Kapselsacke
taglich mikroskopisch beurteilt sowie eine entsprechende Fotodokumentation
durchgefuihrt (Abb. 3.6). Aulerdem wurden bei einigen Versuchsreihen zu
festgelegten Zeitpunkten (3. Tag, 6. Tag, 9. Tag, 12. Tag) digitale
Ubersichtsaufnahmen mit definierter VergréRerung (4-fach) angefertigt und das
Zellwachstum der behandelten Kapselsdcke mit dem Wachstum hLEZ unbehandelter
Kapselsacke subjektiv verglichen.

Die Beobachtung des hLEZ-Wachstums auf der Hinterkapsel erfolgte bis zu dem
Zeitpunkt, an dem sich ein kompletter Zellrasen ausgebildet hatte. Endpunkt fir alle
Versuchsreihen war die Ausbildung eines hLEZ-Monolayers auf der Hinterkapsel der

Negativkontrolle.
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Abb. 3.6: Mikroskopisches Bild vom hLEZ-Mo

nolayer im Kapselsack-Modell, 4-fache VergréRerung.
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3.6 Einfluss des T-Kalziumkanal-Antagonisten auf die metabolische Aktivitat

humaner Linsenepithelzellen

Eine geeignete Methode zum quantitativen Nachweis der Zellproliferation vitaler
primdrer humaner Linsenepithelzellen stellt die spektrofotometrische Absorption
mittels ELISA Reader dar. Die gemessene Extinktion ist direkt proportional zur
metabolischen Aktivitat. Flir die Bestimmung der metabolischen Aktivitdt wurde das
Cell Proliferation Kit | [MTT] (Fa. Roche, Penzberg; Deutschland) verwendet.

Der Test basiert auf der Reduktion des gelben, wasserléslichen Farbstoffs 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) in ein blau-violettes,
wasserunlosliches Formazan durch metabolisch aktive Zellen (Abb. 3.7). Die
Reduktion ist hauptsachlich von den pyridinhaltigen Reduktionsaquivalenten NADH
und NADPH abhéngig. Die Reduktion von MTT durch NADH und NADPH ist
abhangig von Enzymen des endoplasmatischen Retikulums. Die Menge des
umgesetzten und letztendlich gemessenen Farbstoffs entspricht damit der

Glykolyserate der Zellen per se.

Um die Wirkung einer Inkubation der hLEZ mit dem T-Kalziumkanal-Antagonisten
Mibefradil auf deren Verhalten hinsichtlich ihrer metabolischen Aktivitdt zu
bestimmen, erfolgten die Untersuchungen in der Zellkultur.

Fur die Gewinnung von primdren humanen Linsenepithelzellen wurde Kapsulorhexis-
material wahrend der Kataraktchirurgie entnommen und in eine 48-well-
Zellkulturplatte Uberfuhrt. Die Kultivierung erfolgte in 100 pl Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM) (Fa. Invitrogen, Karlsruhe; Deutschland) mit 10% fetalem
Kalberserum (FCS) und einem Zusatz von 50 mg Gentamycin/l (entspricht 1%). Die
Kulturen wurden bei einer Temperatur von 37° C sowie bei 95% O2- und 5% CO2-
Gehalt der Luft im Brutschrank inkubiert. Ein Wechsel des Kulturmediums erfolgte
alle 6 Tage. Nach durchschnittlich 20 Tagen Kultivierung wurden 10 yM Mibefradil
bzw. 20 yM Mibefradil bzw. 30 yM Mibefradil zugegeben. Zu diesem Zeitpunkt
bestand ein subkonfluenter Zellrasen. Die Analyse erfolgte nach einer 24-stiindigen
Inkubation.

Nach Abschlul3 der Inkubationsperiode wurde das Kulturmedium abpipettiert,
verworfen und MTT in einer Endkonzentration von 0,5 mg/ml zugegeben.

Die Zellkulturen wurden zunachst fir 4 Stunden mit MTT im Brutschrank bei einer
Temperatur von 37° C sowie bei 5% CO2-Gehalt der Luft inkubiert. Anschlie3end
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wurden die Zellkulturen Gber Nacht mit der Solubilisierungslésung [Menge abhé&ngig
vom festgelegten Endvolumen] im Brutschrank bei gleichen Bedingungen inkubiert.

Die Quantifizierung erfolgte in einer micro-(96 well-)Zellkulturplatte unter Verwendung
des ELISA Readers bei einer Wellenldange von 550-600 nm gegen eine

Referenzwellenlédnge von > 650 nm.

Abb. 3.7: Mikroskopisches Bild des blau-violetten, wasserunléslichen Formazan nach Reduktion von
MTT in den hLEZ, 10-fache VergrofRerung.

3.7 Einfluss des T-Kalziumkanal-Antagonisten auf die Vitalitdt humaner
Linsenepithelzellen

Fur die Untersuchung der Zellvitalitdt wurde das LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity
Assay Kit (L-3224) (Fa. Molecular Probes, Inc., Eugene; U.S.A.) verwendet.

Die Darstellung der Vitalitdt hLEZ basiert auf dem simultanen Nachweis lebender
Zellen mittels Calcein AM und toter Zellen mittels Ethidium Homodimer durch die
Fluoreszenzmikroskopie. Lebende Zellen sind durch zwei Parameter
gekennzeichnet: zum einen durch die intrazellulare Esteraseaktivitdt und zum
anderen durch eine integere Plasmamembran. Nicht-fluoreszierendes Calcein AM
wird dabei Uber die intakte Zellmembran lebender Zellen in das Zytoplasma
aufgenommen und bis in die Zellfortsatze verteilt. Durch die unspezifische Esterase
erfolgt die Umwandlung in fluoreszierendes Calcein. Unter Blaulichtanregung (ex/em
~495 nm/~515 nm) zeigt sich eine intensive Grinfarbung des Zytoplasmas und somit
der Nachweis vitaler Zellen. Ethidium Homodimer gelangt nur durch eine defekte
Zellmembran in die Zelle und bindet dort an die Nukleinsdure des Kerns. Unter
Blaulichtanregung (ex/em ~495 nm/~635 nm) zeigt sich die rote Kernfluoreszenz

geschédigter und toter Zellen.
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Zur Farbung wurde das Zellkulturmedium vollstdndig abpipettiert und verworfen und
die Kapselsacke mit je 1 ml Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS) zweimal gespiilt.
Nach Abziehen des PBS wurden die Kapselsdcke mit einer Lésung aus 4 uM
Ethidium Homodimer und 8 uM Calcein AM fir 20 Minuten inkubiert. Nach Abschluss
der Inkubationsphase wurde die L6sung abpipettiert und verworfen.

Die anschlieRende Fluoreszenzbetrachtung erfolgte mittels konfokaler Mikroskopie
(LSM-410, Carl Zeiss).

3.8 Einfluss des T-Kalziumkanal-Antagonisten auf das Aktinzytoskelett in

humanen Linsenepithelzellen

Grundsatzlich gliedern sich die Zellen aller Wirbeltiere, demnach auch die Zellen des
Menschen, in Zellkern (Nukleus) und Zellleib (Zytoplasma). Charakteristischer
Zytoplasmabestandteil aller eukaryonter Zellen bildet das Zytoskelett, bestehend aus
den Mikrotubuli, Mikrofilamenten (Aktinfilamente) und intermedidren Filamenten. Die
Komponenten des Zytoskeletts fligen sich zu einem hochstrukturierten,
dynamischen, zytoplasmatischen Netzwerk (Abb. 3.8) zusammen, das fir die Gestalt
der Zelle, fur Bewegungsvorgange und fir den intrazellularen Transport zentrale
Bedeutung hat. Bei den Aktinflamenten handelt es sich um sehr feine, einzeln
gelegene, vernetzte oder gebilindelte Faden (Durchmesser des Einzelfilaments 5-7
nm). Jedes Aktinfilament besteht aus zwei helikal umeinander gewundenen
Aktineinzelfédden. Die Stellung der Aktinfilamente zueinander kann sich funktionellen
Anforderungen anpassen und ist bestimmt durch aktinbindende Proteine. Den
Aktinfilamenten sind aktinbindende Proteine zugeordnet, die der Verknlipfung der
Aktinfilamente untereinander dienen.

Die Analyse der Aktinzytoskelett-Struktur erfolgte hinsichtlich einer Aktin-
Fragmentierung mittels konfokaler Mikroskopie (LSM-410, Carl Zeiss). Nach
zweimaligem Spilen mit 1 ml PBS und Fixierung der hLEZ unter Zugabe von 100 pl
Paraformaldehyd (PFA) 4% in die Kapselsédcke fir 10 Minuten sowie erneutem
Spulen mit 1 ml PBS erfolgte die Permeabilisierung mit 100 ul Triton 0,1% fir weitere
10 Minuten. Dem schloss sich ein erneutes Spilen mit 1 ml PBS an. Danach wurden
zur Farbung der hLEZ die Kapselsdcke mit 50 ul Phalloidin Trite fir 30 Minuten
inkubiert. Abschliellend wurden die Kapselsacke nochmals mit 1 ml PBS gespult und

mit Einbettmedium fixiert.

35



Abb. 3.8: Mikroskopischer Aspekt des Aktinzytoskeletts humaner Linsenepithelzellen (Universitat
Rostock, Zellbiologie).

3.9 Statistische Auswertung

Bei den experimentellen Versuchsreihen im Kapselsack-Modell wurden jeweils
Bulbuspaare eines Spenders verwendet, um Paar-Vergleiche anzustellen. Damit
fielen patientenabhangige Faktoren wie Alter oder systemische Erkrankungen fir die
Beurteilung nicht ins Gewicht.

Zur Beurteilung von Unterschieden hinsichtlich des Beobachtungszeitraumes fir die
Ausbildung eines vollstandigen hLEZ-Monolayer wurden die Mittelwerte ermittelt. Mit
dem T-Test fur unabhangige Stichproben konnte ein Vergleich der einzelnen
Konzentrationen hinsichtlich signifikanter Unterschiede durchgefuhrt werden. Als
statistisch signifikant wurden dabei p-Werte <0,05 bewertet. Mit dem Kolmogorov-
Smirnov-Test wurde die Normalverteilung untersucht. Die Auswertung erfolgte mit
der statistischen Software SPSS 14.0 (Spss Inc., Chicago, IL; U.S.A).
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4. Ergebnisse

41 Untersuchungen zur in-vitro Freisetzung von Mibefradil-beladenen

Mikrokapseln

Basierend auf eigenen Voruntersuchungen (Beck et al. 2000, Beck et al. 2001, Beck
et al. 2002, Nebe et al. 2004) sollte eine Wirkstoffkonzentration von 10 yM bis 30 uM
Mibefradil innerhalb der ersten 24 Stunden erreicht werden, um verbliebene hLEZ
abzutdten und somit ein Auswachsen der Zellen dauerhaft zu verhindern.

Bei der UV-spektroskopischen in-vitro Untersuchung wurden 15,5 mg/l Mibefradil am
ersten Tag freigesetzt. Das entspricht bei einer Molmasse des Mibefradils von
M=568,55 g/mol 27,26 pmol/l. Zwischen dem 9. und dem 50. Tag zeigte sich eine
lineare Mibefradilfreisetzung von 7,9 mg/l [= 13,89 umol/l] taglich. Nach 50 Tagen
wurde die Messreihe abgebrochen, da die Kapseln grofdtenteils aufgelést waren.
Abbildung 4.1 stellt beispielhaft die kumulative Mibefradilfreisetzung aus den
Mikrokapseln Uber den auch in der Zellkultur untersuchten Zeitraum von 20 Tagen

dar.
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Abb. 4.1: UV-spektroskopische Untersuchung der in-vitro Mibefradilfreisetzung: kumulative Mibefradil-

freisetzung Uber 20 Tage.
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Die Masse der in der Zellkultur hinsichtlich ihrer Wirksamkeit zu untersuchenden und
spater auf dem Kapselspannring zu installierenden Mikrokapseln, die zum Erreichen
der Zielkonzentration von 10 uM, 20 uM bzw. 30 uM Mibefradil notwendig ist, wurde
ausgehend vom in-vitro Wirkstofffreisetzungsverhalten der Mikrokapseln kalkuliert.
Da die Kultivierung der humanen Kapselsécke in 1 ml Kulturmedium erfolgte, wurden
dem Medium demnach 3,67 mg, 7,34 mg bzw. 11,01 mg Mibefradil-beladene

Mikrokapseln zugesetzt, um die entsprechenden Zielkonzentrationen zu erreichen.

4.2 Untersuchungen zum Zellwachstum und zur Morphologie humaner

Linsenepithelzellen nach Einfluss des T-Kalziumkanal-Antagonisten

Das Zellwachstum humaner Linsenepithelzellen im oben beschriebenen humanen
Kapselsackmodell wurde nach dem permanenten Einwirken von drei
unterschiedlichen Konzentrationen des T-Kalziumkanal-Antagonisten Mibefradil

verglichen. Es handelt sich um Paarvergleiche.

4.2.1 Mibefradil-beladene Mikrokapseln in freier Form

In diesem Versuchsansatz wurden zwei Kapselsdcke mit 10 yM Mibefradil, ein
Kapselsack mit 20 uM und zwei Kapselsécke mit 30 uM miteinander verglichen.
Insgesamt zeigte sich ausschlie3lich in der Kontrollgruppe ein kompletter Zellrasen
auf der Hinterkapsel innerhalb eines Zeitraums von frihestens nach 10 Tagen und
spatestens nach 14 Tagen. Generell konnte beobachtet werden, dass direkt nach der
Praparation der humanen Kapselsacke ein kompletter hLEZ-Monolayer mit typischer
einheitlicher, pflastersteinartiger Morphologie auf dem vorderen Kapselblatt bestand.
Die Hinterkapsel war frei von Zellen.

Das hLEZ-Wachstum begann im Bereich der Kapsulorhexis und bewegte sich von
dort in Richtung Zentrum der Hinterkapsel. Dabei durchliefen die vorderen hLEZ eine
Hyperplasie und wandelten sich in spindelférmige Zellen. In der Kontrollgruppe zeigte
sich dieses Wachstum bereits in den ersten Tagen. Durchschnittlich konnte ein
kompletter hLEZ-Rasen auf der Hinterkapsel an Tag 12 + 0,69 beobachtet werden.
Bei den pharmakologisch beeinflussten humanen Kapselsdcken wurde ein

Zellwachstum bereits in einer Konzentration von 10 yM bis zum Endpunkt der
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Versuchsreihe - kompletter Zellrasen auf der Hinterkapsel der Kontrollgruppe -
wirksam verhindert.

Wurden Mibefradil-beladene Mikrokapseln in einer Konzentration von 10 uM
eingesetzt, zeigten sich bereits nach 24 Stunden gestérte Zell-Zellkontakte - jedoch
ohne sichtbare Beeintrachtigung der Zelladhasion. Der Einfluss des T-Kalziumkanal-
Antagonisten in einer Konzentration von 20 uyM flhrte zur L&sung von Zell-
Zellkontakten. Eine 24-stiindige Inkubation mit 20 uM Mibefradil fihrte zu einer
typischen heterogenen Zellform mit polygonaler Morphologie. Die Zellflache war
reduziert. Eine Konzentration von 30 pyM Mibefradil beeintrachtigte signifikant die

Zelladhasion. Die Zellen zeigten eine drastisch reduzierte Zellflache der einzelnen

Zelle. Die Zellen rundeten sich ab und I6sten sich schlieRlich vom Substrat.

Abb. 4.2: a: Mikroskopisches Bild vom hLEZ-Monolayer (Kontrolle) auf der Hinterkapsel. Typische
homogene Morphologie im Proliferationsbereich, 20-fache Vergréerung.
b: Mikroskopischer Aspekt hLEZ auf dem vorderen Kapselblatt nach Inkubation mit 10 yM
Mibefradil am 12. Tag. Typische heterogene Zellform mit polygonaler Morphologie,
Reduktion der Zellflache, 20-fache VergréRerung.
¢: Mikroskopischer Aspekt hLEZ auf dem vorderen Kapselblatt nach Inkubation mit 20 uM
Mibefradil am 12. Tag. Typische heterogene Zellform sowie abgekugelte Zellform
abgeldster Zellen durch geléste Zell-Zellkontakte, weitere Reduktion der Zellflache, 20-

fache VergréfRerung.
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Abb 4.3: a: Mikroskopischer Aspekt hLEZ-Monolayer auf dem vorderen Kapselblatt am Tag der
Praparation. Einheitliche, pflastersteinartige Morphologie der Zellen im Bereich der Rhexis,
hinteres Kapselblatt frei von Zellen, 4-fache Vergréf3erung.

b: Mikroskopischer Aspekt hLEZ-Monolayer am 3. Tag der Beobachtung. Einheitliche,
pflastersteinartige Morphologie der Zellen im Bereich der Vorderkapsel, im Rhexisbereich
beginnende Proliferation von hLEZ auf das hintere Kapselblatt, 4-fache VergroRerung.

c: Mikroskopischer Aspekt hLEZ-Monolayer am 6. Tag der Beobachtung. Typische
heterogene Zellform auswachsender Zellen mit polygonaler, fusiformer Morphologie, 4-
fache VergréRerung.

d: Mikroskopischer Aspekt hLEZ-Monolayer am 9. Tag der Beobachtung. Konfluenter
Monolayer-Aspekt im Rhexisbereich, auswachsende Zellen erreichen das Zentrum des
hinteren Kapselblattes, 4-fache VergréRerung.

e: Mikroskopischer Aspekt hLEZ-Monolayer am 12. Tag der Beobachtung. Konfluenter
Monolayer bis in das Zentrum des hinteren Kapselblattes mit einheitlicher,
pflastersteinartiger Morphologie der Zellen. Zentripedales Wachstum der hLEZ deutlich

erkennbar, 4-fache Vergréerung.
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Lichtmikroskopisch beginnen die verbliebenen hLEZ innerhalb weniger Tage nach
Explantation des humanen Kapselsackes aus den Spenderbulbi und entsprechender
Kultivierung zu proliferieren. Die auswachsenden hLEZ bilden mit fortschreitender
Kultivierungsdauer, im Mittel am 12. Tag, einen geschlossenen Monolayer. Die
rhexisrandnah gelegenen Zellen zeigen anndhernd die gleiche Morphologie wie die
auf dem vorderen Kapselblatt verbliebenen urspriinglich vorhandenen hLEZ. Die
Zellen liegen dicht gepackt nebeneinander und bilden eine wabenartige bzw.
pflastersteinartige Struktur mit relativ einheitlicher ZellgroRe. Die auf dem hinteren
Kapselblatt zum Zentrum hin auswachsenden Zellen zeigen dagegen eine
unregelmafige Form und sehen eher langgestreckt und im Vergleich vergréflert aus.
Der Kontakt der hLEZ mit dem zugefuhrten T-Kalziumkanal-Antagonisten fuhrt
unmittelbar nach Zugabe zu einer beginnenden Zellretraktion, die sich nach 24
Stunden bereits bei einer Konzentration von 10 uM Mibefradil in einer Abnahme der
Anzahl adhérenter Zellen und dem Verlust von Zell-Zellkontakten bei den noch auf

dem Substrat haftenden Zellen manifestiert.

4.2.2 Mibefradil-beladene Mikrokapseln gekoppelt an die Kapselspannring-

oberflache

Die Ergebnisse, die mit einer Konzentration von 10 uM Mibefradil in freier Form
gezeigt werden konnten, fanden wir auch fir die beiden modifizierten
Kapselspannringe.

Uber den gesamten Beobachtungszeitraum konnten keine auswachsenden Zellen
nachgewiesen werden. Es zeigte sich Uber die Zeit im Bereich der hLEZ auf dem
vorderen Kapselblatt ein negativer Einfluss auf die Zell-Zellkontakte. Der unmittelbar
nach der Praparation der humanen Kapselsdcke bestandene geschlossene
Zellverband war bedingt durch einen zunehmenden Schwund adhéarenter Zellen

vereinzelt aufgebrochen.
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Abb 4.4: a: Mikroskopischer Aspekt hLEZ auf dem vorderen Kapselblatt nach Inkubation mit 2.8 mg

Mibefradil beladenem Kapselspannring am 12. Tag. Reduktion der Zellflaiche auf dem
vorderen Kapselblatt, keine hLEZ auf der Hinterkapsel, 4-fache Vergréferung.

b: Makroskopische Aufnahme vom humanen Kapselsackmodell mit implantiertem,
modifiziertem Kapselspannring in der Zellkultur.

c: Mikroskopischer Aspekt hLEZ auf dem vorderen Kapselblatt nach Inkubation mit 4.5 mg
Mibefradil beladenem Kapselspannring am 12. Tag. Reduktion der Zellflache auf dem

vorderen Kapselblatt, keine hLEZ auf der Hinterkapsel, 4-fache Vergréferung.

4.3 Untersuchungen zur metabolischen Aktivitit humaner Linsen-
epithelzellen nach Einfluss des T-Kalziumkanal-Antagonisten

Die Inkubation von hLEZ mit dem T-Kalziumkanal-Antagonisten Mibefradil in einer
Konzentration von 30 uM fur 24 Stunden resultierte in einer Hemmung der
Zellproliferation. Bei dieser Konzentration betrug die metabolische Aktivitat der hLEZ
nach 24 Stunden nur noch 47,59%. Die metabolische Aktivitdt nahm also innerhalb
von 24 Stunden um 52,4% ab. In der Abbildung 4.6 ist die metabolische Aktivitat bei
unterschiedlicher Mibefradil-Konzentration dargestellt. Die metabolische Aktivitat
betrug bei einer Wirkstoffkonzentration von 10 yM nach 24 Stunden noch 83,83%
und 65,13% bei einer Konzentration von 20 uM Mibefradil. Die Unterschiede
zwischen den einzelnen Mibefradil-Konzentrationen waren statistisch signifikant.
Zwischen der Kontrollgruppe und der Mibefradilgruppe bestand bei einer
Konzentration von 10 uM ein schwach signifikanter Unterschied (p<0,05), bei einer

Konzentration von 20 uM und 30 uM bestand ein signifikanter Unterschied (p<0,001).
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Abb. 4.5:

metabolische Aktivitat hLEZ [%]

Abb. 4.6:

Absorption

Kontrolle 10uM 20uM 30uM

Konzentration

MTT-Test zur Bestimmung der metabolischen Aktivitdt hLEZ nach permanenter Einwirkung
von Mibefradil a) 10 yM, b) 20 yM, c) 30 uM Uber 24 Stunden: spektrofotometrische
Absorption hLEZ. Als Parameter fir die Streuung werden die oberen und unteren Quartile
angezeigt (* p < 0.05., *** p < 0.001).
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MTT-Test zur Bestimmung der metabolischen Aktivitat hLEZ nach permanenter Einwirkung
von Mibefradil a) 10 uM, b) 20 uM, c) 30 uM Uber 24 Stunden: grafische Darstellung der
metabolischen Aktivitdt pharmakologisch beeinflusster hLEZ bezogen auf die Monolayer-
Kultur. Der Unterschied zwischen den pharmakologisch beeinflussten hLEZ und den
unbeeinflussten hLEZ ist statistisch signifikant (* p < 0.05., *** p < 0.001).

43



44 Untersuchungen zur Vitalitit humaner Linsenepithelzellen nach Einfluss

des T-Kalziumkanal-Antagonisten

Lebende Zellen sind durch eine intakte Zellmembran charakterisiert. Calcein AM wird
in das Zytoplasma vitaler Linsenepithelzellen aufgenommen und bis in die
Zellfortsadtze verteilt. Ethidium Homodimer gelangt nur durch die defekte
Zellmembran geschédigter Linsenepithelzellen in die Zelle und bindet dort an die
Nukleinsaure des Kerns.

Nach durchschnittlich 12-tdgiger Inkubation der humanen LEZ mit 10 yM Mibefradil
zeigte sich die Mehrheit der Linsenepithelzellen in Zellkultur vital. Die rote
Kernfluoreszenz toter Zellen zeigte sich nur vereinzelt. Unter Einfluss von 20 uM
Mibefradil war rund die Hélfte der Linsenepithelzellen geschadigt bzw. tot. Vitale
Zellen wiesen zudem eine deutlich veranderte Zellstruktur auf. Durch den Einfluss
von 30 yM Mibefradil wurde die Plasmamembran der hLEZ massiv geschadigt und

somit nur die rote Kernfluoreszenz der Zellen darstellbar.

Abb. 4.7: Viabilitdtstest mittels Live/Dead-Kit am Endpunkt der Versuchsreihe (12 + 0,69 Tage).
Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme hLEZ nach Einfluss der Mibefradil-beladenen

Mikrokapseln in einer Konzentration von a) 10 yM, b) 20uM und c) 30 uM. Vitale Zellen
zeigen eine grine Zytoplasmafluoreszenz, abgestorbener Zellen zeigen die

charakteristische rote Kernfluoreszenz, 200-fache VergréRerung (LSM 410, Carl Zeiss).
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4.5 Untersuchungen zum Aktinzytoskelett humaner Linsenepithelzellen nach

Einfluss des T-Kalziumkanal-Antagonisten

Die Integrin-vermittelte Zelladhdsion wird durch ihre Interaktion mit dem
Aktinzytoskelett reguliert.

Humane  Linsenepithelzellen  weisen ein  ausgepragtes, randstandiges
Aktinzytoskelett mit die Zelle durchziehenden Stressfasern auf, was als
charakteristisch fir Epithelzellen anzusehen ist. Die unbeeinflussten hLEZ der
humanen Kapselsacke zeigten diese strahlenférmige Anordnung sowie eine
membransténdige Lokalisation. Durch den Einfluss von 10 yM Mibefradil wurde das
Aktinzytoskelett fragil. Das Aktinzytoskelett behalt jedoch seine urspringliche
Organisation Uberwiegend bei und folgt den Zellforméanderungen. Eine Konzentration
von 20 uM Mibefradil dagegen bewirkt einen fast vollstdndigen Abbau des
Aktinzytoskeletts. Die Aktinfilamente lieRen sich nur als desorganisierte Fragmente
nachweisen (Abb. 4.8).

Die Untersuchungen zeigten, dass der T-Kalziumkanal-Antagonist Mibefradil durch
die Fragmentierung des Aktinzytoskeletts eine wichtige zellulare Komponente der

Zelladhéasion stark beeinflusst.

Abb. 4.8: Fluoreszenzmikroskopischer Aspekt unbeeinflusster hLEZ am Endpunkt der Beobachtung:

ausgepragtes, randstandiges Aktinzytoskelett mit z.T. kréftigen, die Zelle durchziehenden
Stressfasern (a), Fragmentierung des Aktinzytoskeletts nach Inkubation mit 20 yM
Mibefradil (b), 200-fache Vergrofierung (LSM 410, Carl Zeiss).

45



5. Diskussion

5.1 Methodenkritische Bemerkungen

Das Problem der Nachstarentwicklung ist nach wie vor nicht geldst, wobei die
Entwicklung des Nachstars die wesentliche Komplikation nach Katarakt-Operation
darstellt. Die Behandlung eines Nachstars kann entweder chirurgisch erfolgen oder
mittels Nd:YAG-Laser-Kapsulotomie.

1998 lag die Nd:YAG-Laser-Rate in den USA bei 573.000 von insgesamt 1,6
Millionen durchgefihrten Katarakt-Operationen (The Health Care Financing
Administration 2000). Laut dem amerikanischen Gesundheitsministerium entstehen
jahrlich in Verbindung mit Katarakt-Operationen durch die Nd:YAG-Kapsulotmie die
gréliten Kosten neben den eigentlichen Operationskosten. Trotz stetiger Reduktion
der Nachstarrate in den vergangenen Jahren ist es bislang nicht gelungen, den
Nachstar vollstdndig zu vermeiden. Die weltweit zunehmende Zahl an Katarakt-
Operationen bedarf deshalb einer weiteren Erforschung der Faktoren, die zum
Nachstar fiihren, sowie solcher, die den Nachstar verhindern.

Dabei kommt dem IOL-Design gegenwartig die wesentlichste Rolle in der
Nachstarpravention (Buehl et al. 2002b, Hollick et al. 1999b, Nishi et al. 1998a) zu.
Optimale Modelle zur Testung neuer Ansatze, die die Verhaltnisse in-vivo moglichst
getreu simulieren, ohne von klinischen Beobachtungen abhé&ngig zu sein, sind nach
wie vor nicht vorhanden. Es ist daher sinnvoll, ein zuverldssiges Modell fur die
Untersuchung der Nachstar-inhibitorischen Potenz sowohl von IOL als auch fur
Pharmakologika bzw. physikalischer Anwendungen zu etablieren, das vergleichende
Ergebnisse in relativ kurzer Zeit zulasst.

Soll die Abhéangigkeit der Nachstarentwicklung von unterschiedlichen
pharmakologischen Substanzen untersucht werden, kommen neben klinischen
Untersuchungen ausschlief3lich in-vitro Versuche in Frage.

Lediglich die unter 1.6.4.2 aufgefihrten Modelle von Saxby et al. (1998), EI-Osta et
al. (2003) und Liu et al. (1996) nutzen humane Kapselsidcke ex-vivo zur
Untersuchung von Linsenepithelzellen und Erprobung von IOL.

Saxby und Mitarbeiter (1998) implantierten einen ca. 2 mm (1,78 mm) breiten
Silikonring in den Kapselsack vor der Kultivierung. Diese Situation entspricht jedoch

nicht dem klinischen Alltag (Menapace et al. 1999, Menapace et al. 2007, Nishi et al.
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1998b, Nishi et al. 1998c), da Kapselspannringe nur in speziellen Situationen, wie
z.B. bei partieller Zonulolyse, eingesetzt werden. Zudem ist anzunehmen, dass der
Kapselspannring im Aquatorbereich der Linsenkapsel das Wachstum der
Linsenepithelzellen hemmt oder deutlich verzégert (Nishi et al. 1998c). Das Modell
von Saxby et al. (1998) zeigt im Vergleich zu denen von E|-Osta et al. (2003) und Liu
et al. (1996) beim LEZ-Wachstum eine deutliche zeitliche Verzégerung. Uber 4
Einkerbungen, wodurch der direkte Kontakt zur Linsenkapsel und damit eine
Barrierefunktion an diesen Stellen verhindert werden soll, wurde versucht, diesen
Effekt zu minimieren. Neben dem LEZ-Wachstum kénnen Prozesse der Linsenkapsel
wie Schrumpfung und Faltelung beobachtet werden.

Man geht heute davon aus, dass sich der Nachstar zum Teil aus den verbliebenen
Linsenepithelzellen der Vorderkapsel entwickelt. An post mortem untersuchten
Kapselsacken mit implantierter IOL wurden mitunter Verklebungen zwischen Vorder-
und Hinterkapselblatt beschrieben (Findl et al. 1998, Marcantonio et al. 2000). Der
Nachstar entsteht aber auch durch Wanderung der Linsenepithelzellen aus der
Aquatorregion auf die Hinterkapsel, deshalb besteht der Versuch der
Nachstarprophylaxe, wie unter 1.5 ausgefiihrt, unter anderem in der Anwendung von
pharmakologischen Substanzen.

Eine permanente Inkubation mit dem T-Kalziumkanal-Antagonisten Mibefradil
entspricht nicht den Bedingungen in-vivo. Infolge des Kammerwasser-Turnovers ist
mit einem raschen Ausspllen des Pharmakons zu rechnen. Angesichts der
Vorstellung, dass ein kurzzeitiges Einwirken keinen ausreichenden Effekt auf die
Adhésion und Proliferation der hLEZ haben wirde, wurden bereits Versuche zur
verzdgerten intraokularen Freisetzung von Mibefradil unternommen. Dazu wurde
Intraokularlinsenmaterial (PMMA) mit dem Wirkstoff Mibefradil beladen. Geprift
wurden 2 Verfahren der Wirkstoffbeladung: zum einen die ionische und kovalente
Ankopplung von Mibefradil an die Polymeroberflache und zum anderen die
Inkorporation von Mibefradil in die Polymermatrix. Die Ankopplung von Mibefradil an
die Oberflache von PMMA erforderte im Vorfeld eine nasschemische Aktivierung der
PMMA-Oberflache. Der Aktivierung waren jedoch Grenzen gesetzt, da mit
zunehmender Behandlung eine Tribung der PMMA-Folien und eine oberflachliche
Zerstérung (Risse und Spriinge) von PMMA-Linsen zu beobachten war. Die bei der
Oberflachenbindung an PMMA-Linsen erreichten Konzentrationen von Mibefradil

reichten bedingt durch eine unzureichende Aktivierung der Oberflache nicht aus.
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Deshalb wurde die Inkorporation von Mibefradil in die Polymermatrix PMMA
untersucht. Es zeigte sich, dass das Verfahren der Wirkstoffeinbettung eine
kontinuierliche Freisetzung von Mibefradil unter Erhalt der Stabilitdt der
Polymermatrix ermdglicht. Durch die Ho6he der Wirkstoffbeladung ist die
Freisetzungskinetik des inkorporierten Wirkstoffs steuerbar. Da bei der Einbettung
von Mibefradil in die Polymermatrix eine nicht vermeidbare Tribung des Materials
auftritt, die eine Eignung des Verfahrens fir wirkstoffbeladene IOL ausschlieft,
untersuchten wir in der hier vorliegenden Arbeit die Verwendbarkeit des Verfahrens
an Kapselspannringen. Das Ziel der experimentellen Arbeit war es, das
Linsenepithelwachstum nach ,Open-sky“-Katarakt-Operation und Implantation eines
Kapselspannringes in ein humanes Kapselsackmodell ex-vivo mittels des T-
Kalziumkanal-Antagonisten Mibefradil zu hemmen.

Die Synthese eines wirkstoffoeladenen Polymers und dessen chemische Ankopplung
an die Kapselspannringoberflaiche konnte erfolgreich durchgefuhrt werden. Die
wirkstoffbeladenen Mikrokapseln waren 20 — 30 um grof3 und wiesen eine sphérische
Gestalt auf. Die Beladung des Polymers mit Mibefradil als Wirkstoff lag im
Durchschnitt bei 38 mg/g. Die Freisetzung des Wirkstoffes in Losung innerhalb der
ersten 24 Stunden betrug 15,5 mg/l [27,26 pmol/l]. Ein Langzeittest Uber 50 Tage
erbrachte einen theoretischen Tageswert von 7,9 mg/l [13,89 pymol/l]. Nach Tag 50
wurde der Test abgebrochen, da die Kapseln gréRtenteils aufgeldst waren. Der
Kapselspannring wurde fir die hier vorliegende Arbeit mit 2,8 mg bzw. 4,5 mg
Mibefradil beladen - was einem Wirkstoffgehalt in Lésung von 7,6 pmol/l bzw. 12,2
pmol/l Mibefradil entspricht.

In der Anwendung der Mikrokapseln — sowohl in freier als auch in gebundener Form
an die Kapselspannringoberflache — zeigte sich zum einen, dass innerhalb der ersten
24 Stunden nur in ihrer direkten Umgebung ein zellschadigender Effekt auftrat, zum
anderen war wahrend der Implantation in den Kapselsack erhebliche Vorsicht
geboten, damit die Mikrokapseln nicht abfielen. Aufgrund der Grélke der
Mikrokapseln wurde der Kapselspannring sehr unhandlich und teilweise sperrig in
seiner Handhabung.

Die Freisetzung von Mibefradil aus dem Polymer konnte eine sichtbare Anderung
des Zellwachstums hervorrufen. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass unter
dem Einfluss von Mibefradil die metabolische Aktivitdt der hLEZ signifikant abnimmt

und sich die Linsenepithelzellen vom Substrat I6sen und absterben. Zudem konnten
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Veranderungen im Zytoskelett der hLEZ nachgewiesen werden. In der Durchfihrung
der einzelnen Zelltests zeigte sich die eingeschrankte Anwendbarkeit des ex-vivo-
Kapselsackmodells. lhre Durchfiihrung war aufgrund von unerwarteten Interaktionen
im Kapselsackmodell nicht méglich. Daneben muss berilicksichtigt werden, dass es
sich bei dem Kapselsackmodell um ex-vivo Material handelt — eine unbegrenzte
Verflgbarkeit ist somit nicht gegeben.

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass es grundsatzlich méglich ist, Wirkstoff aus
pharmakologisch modifizierten Kapselspannringen freizusetzen und damit eine
gezielte medikamentbdse Prophylaxe des Nachstars zu ermdglichen. Die erwahnten
Probleme, welche durch das Syntheseverfahren hervorgerufen wurden, sollten fur
eine mdgliche Anwendung im Tiermodell behoben werden kénnen. Obwohl die
Mikropartikel im Vergleich zur Beschichtung den Vorteil aufweisen, dass die
Mikrokapseln eine genaue Kalkulation der Wirkstoffboeladung zum Erreichen der
Zielkonzentration erlauben, sollte eine gleichmallige diinne Beschichtung hierbei von

Vorteil sein und die Handhabung verbessern.

5.2 Einschatzung der Ergebnisse im Vergleich mit der Literatur

Aus der bisherigen Forschung zum Nachstar |&sst sich folgern, dass nur ein gezieltes
Eingreifen in die Zellbiologie das Problem der Cataracta secundaria entscheidend
I6sen kann. Zellbiologisch gibt es, wie unter 1.5.3 aufgefiihrt, die bekannten Ansatze
wie Toxine bzw. gekoppelt an Antikérper als Immunotoxine, Hemmung der Adhé&sion,
Entzindungshemmer und gentherapeutische Strategien. Das wesentliche Handicap
bei den bisher verfolgten zellbiologischen Strategien zur Nachstarpravention besteht
in der Gewebeunspezifitat, d. h., es werden umliegende Gewebe, wie z.B. die
Keratozyten der Kornea, mit beeintrachtigt. Voraussetzung fir entscheidende
Fortschritte im Rahmen der zellbiologischen Ansétze ist ein besseres Verstdndnis
der zellbiologischen Mechanismen bei der Entstehung der Cataracta secundaria. Ziel
in der Anwendung pharmakologischer Substanzen ist es, durch gezielte 6&rtliche
Applikation ausschlieBBlich die LEZ nach Kataraktoperation zu blockieren und kein
umliegendes Gewebe toxisch zu beeintréachtigen. Das von uns verfolgte Ziel — die
Blockierung des intrazellularen Kalziums durch Kalziumkanalblocker, um vor allem
die Integrin vermittelte Signaltransduktion und in der Konsequenz adhé&sions-

abhangige Funktionen der Zelle zu blockieren — wird durch Erkenntnisse aus der
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Literatur gestltzt, dass proliferierende Zellen eine gréRere Anzahl von T-
Kalziumkanélen als nicht proliferierende Zellen besitzen (Wang et al. 2002, Schmitt
et al. 1995). Gegenwartig gibt es flir die klinische Anwendung verschiedene Wege,
die in Betracht gezogen werden, wie die direkte Applikation in den Kapselsack
wahrend der Kataraktoperation und/oder die Ankopplung an die Kunstlinse, um eine
lokal und =zeitlich kontrollierte Freisetzung eines Pharmakons zu erreichen.
Verschiedene Autoren entwickelten  Wirkstofffreisetzungssysteme, die die
Substanzen im Kapselsack kontinuierlich abgeben sollten (Nishi 1999a, Nishi et al.
1996, Sun et al. 2003, Tetz et al. 1999, Tetz et al. 1996d, Wesendahl et al. 1996).
Tetz et al. (1996d) benutzten ein 10L-gebundenes System, wéhrend Wesendahl et
al. (1996) speziell expansible Hydrogel-IOL verwendeten, die selbst in ihrem
Polymernetzwerk mit verschiedenen Substanzen beladen wurden. Duncan et al.
(1997) zeigten am Kapselsackmodell, dass direkt an die PMMA-Linse aufgebrachtes
Thapsigargin effektiv die Zellpopulation abtdtete. Maloff et al. (2003) entwickelten
eine Moglichkeit, mit einem Vakuumdeckel den Kapselsack zu isolieren und selektiv
mit verschiedenen Substanzen zu spilen.

Zur Nachstarpravention wurden verschiedene IOL-Typen entwickelt, die sich in
Material, Design, Dimension und Haptikkonstellation unterscheiden. Die Nd:YAG-
Laser-Kapsulotomie-Rate liegt fur Polymethylmethacrylat(PMMA)-IOL (mit oder ohne
Heparinbeschichtung) zwischen 50% und 55% (Kahn et al. 1999, Winther-Nielsen et
al. 1998), fur Silikon-IOL zwischen 24% und 40,6% (Olson et al. 1998, Milazzo et al.
1998), fiur eine Linse aus einem Copolymer von Methylmethacrylat, 2-
Hydroxyethylmethacrylat und 4-Methacryloxy-2-Hydroxybenzophenon bei 22,2%
(Potzsch et al. 1996) und zwischen 0% und 8,7% fur weiche hydrophobe Acrylat-
Linsen (Hollick et al. 1999b, Akahoshi 1999, Oner et al. 2000, Apple et al. 2001,
Schmidbauer et al. 2001, Davison 2002). Eine scharfkantige Hinteroptik stellt -
ebenso wie ein kapselgerechtes Linsendesign - eine wirksame Migrationsbarriere
dar, wobei eine zusatzliche schlanke Haptikanbindung die Kapselkantung am
wenigsten beeintrachtigt. UbergroBe und starre Haptiken schwéchen die
Barrierebildung entlang der Linsenachse. Fibrose induzierende Material-
eigenschaften sind zudem malgeblich fir eine nachhaltige Nachstarblockade
entlang des Optikrandes. Zudem verhindert eine grindliche Reinigung des
Kapselsackes die Bildung eines Soemmering-Rings (,cortex fiber peeling®).

AuRerdem ist eine zirkuldre Uberlappung der Optik durch die Vorderkapsel die
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Voraussetzung fur eine dauerhafte Barrierewirkung. Die Nd:YAG-Laser-
Kapsulotomie ist in der Regel einfach und ambulant durchfiihrbar. Jedoch ist die
Laserbehandlung nicht frei von Komplikationen. So kann es zur Beschadigung der
IOL-Beschichtung (12%), vorubergehende intraokulare Drucksteigerung (8,5%),
einem zystoiden Makuladdem (0,68%), einer Netzhautablésung (0,17%), einem
Hyphama (0,15%), einer Iritis (0,1%) und I0L-Dezentrierung (0,1%) kommen (Shah
et al. 1986).

Die chirurgische hintere Kapsulotomie ist neben dem Operationsrisiko auch mit
zuséatzlichen Kosten verbunden. Obwohl die Methode mit der Zeit optimiert worden
ist, besteht nach wie vor wie bei jedem intraokularen Eingriff einerseits das Risiko
von Infektionen und Blutungen und andererseits die Gefahr einer postoperativen
Netzhautabldésung, einer irreversiblen Hornhautdekompensation, einer
revisionsbedurftigen Aderhautamotio, einer intraoperativen Hinterkapselruptur und

einer IOL-Dislokation.

5.3 Schlussfolgerung und Ausblick

Durch die Implantation des pharmakologisch modifizierten Kapselspannringes
werden verbliebene Linsenepithelzellen im Aquatorbereich und auf dem vorderen
Kapselblatt geschadigt. Dadurch wird die Proliferation bzw. die Metaplasie der
Linsenepithelzellen wirksam gehemmt. Solche Epithelreste fliihren postoperativ durch
ihr  Wachstum zur Cataracta secundaria und damit zur erneuten Seh-
verschlechterung. Jeder dadurch notwendig werdende Eingriff bedeutet neben der
Belastung fir den Patienten auch die Gefahr von Komplikationen und das Auftreten
zuséatzlicher Kosten. Die Mdglichkeit, zukinftig im Rahmen der Kataraktchirurgie
einen pharmakologisch modifizierten Kapselspannring zu implantieren, der
kontinuierlich den Wirkstoff freigibt sowie potenziell toxisch nur auf proliferierende
Zellen wirkt, stellt somit eine Chance fiir die Nachstarprophylaxe dar.

Die Ergebnisse deuten an, dass die Anwendung pharmakologisch modifizierter
Kapselspannringe eine Verbesserung der Operationsergebnisse bzw. eine
erniedrigte Nachstar-Inzidenz erbringen kdénnte, und ermutigt zu weiteren
Untersuchungen, um dieses Verfahren am menschlichen Auge einsetzen zu kénnen.
Die hier vorliegende experimentelle Arbeit ist Teil der Grundlagenforschung auf dem

Gebiet der Cataracta secundaria. Durch standardisierte Versuchsbedingungen
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konnte eine hohe interne Validitét (= Eindeutigkeit) erreicht werden. Problematisch ist
dagegen die externe Validitat: Laborbedingungen kénnen nicht auf den klinischen
Alltag, Vorgédnge im statischen System nicht ohne Weiteres auf den Menschen
Ubertragen werden (= Generalisierbarkeit). Um die Anwendung der pharmakolo-
gischen Polymere und die Anpassung der Versuchsbedingungen an physiologische
und biochemische Abldufe in-vivo, wie vor allem das Kammerwasser-Turnover, zu
optimieren, sind weitere Versuche notwendig. Labor- und Tierversuche schaffen
hierbei die Voraussetzung fiir eine klinische Prifung. Dabei gilt zurzeit: keine
Tierversuche ohne nachfolgende klinische Studien an Menschen. Tiere weisen
jedoch anatomisch und physiologisch sowie in ihren biochemischen Ablaufen andere
Verhdltnisse auf als der Mensch. Damit stellen Tierversuchsergebnisse ein
unberechenbares Risiko dar — was unzédhlige Arzneimittelkatastrophen (Tanderil,
Amuno, Contergan) in der Vergangenheit und in der Gegenwart beweisen. Vor allem
auf dem Gebiet der Grundlagenforschung werden Tierexperimente in hoher Zahl
durchgefiihrt. Durch die Erkenntnis einer véllig unbefriedigenden Verwertbarkeit der
Tierversuchsergebnisse und deren Risiken fiir den Menschen wendet man sich in
zunehmendem Malde neuen Methoden an schmerzfreier Materie zu. Zudem kénnen
zahlreiche tierversuchsfreie Methoden Tierexperimente Uberflissig machen. Zu den
wichtigsten in-vitro-Systemen z&hlen Zell- und Gewebekulturen. Menschliche und
tierische Organe oder Organteile, die nach Operationen anfallen bzw. post mortem
der Wissenschaft zu Verfligung gestellt werden, erlauben einerseits toxikologische
Untersuchungen und kdnnen andererseits der Grundlagenforschung dienen. Dabei
kommt dem Organkultur-Modell, wie in der vorliegenden Arbeit vorgestellt, eine
besondere Bedeutung zu. Es erméglicht im Vergleich zur Zellkultur, klinisch orientiert
in-vivo-Vorgange zu simulieren.

Weitere Experimente miussen die ersten vielversprechenden Ergebnisse verifizieren.
Vorrangig hierbei sollte die Optimierung des Syntheseverfahrens der pharmakolo-
gisch modifizierten Mikropartikel sowie eine gleichmé&Rige Beschichtung der
Kapselspannringe sein. Des Weiteren missen nachfolgende Studien einen toxischen

Effekt auf das umliegende Gewebe ausschliel3en.
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6. Zusammenfassung

In der modernen Kataraktchirurgie ist der Nachstar nach wie vor die haufigste
Komplikation in den ersten finf Jahren postoperativ. Eine wirksame Vermeidung des
Nachstars nach Phakoemulsifikation mit Kunstlinsenimplantation ist derzeit nicht
maglich.

Durch das Operationstrauma kommt es zu einer verstarkten Proliferationsaktivitat
und einer damit verbundenen erhdhten Regenerationsfahigkeit der verbliebenen
Linsenepithelzellen im Kapselsack. Der Einfluss des Linsendesigns und der
operativen Techniken auf die Migration und Proliferation von Linsenepithelzellen
wurde in zahlreichen Untersuchungen dokumentiert. Ein weiterer Ansatz zur
Nachstarprophylaxe stellt die pharmakologische bzw. molekularbiologische
Beeinflussung durch intraokulare Applikation von Pharmaka dar. Zur Modulation der
komplexen Vorgénge bei der Nachstarentstehung werden seit den 1980er Jahren
unterschiedlichste Strategien wie die Suppression der inflammatorischen Reaktion
durch Antiphlogistika sowie die Inhibition der Proliferation, Migration und
Matrixsynthese der humanen Linsenepithelzellen durch Antimetabolite, Immuno-
toxine und Proteinsyntheseblocker oder aber die Inhibition der Adh&sion von hLEZ
durch RGD-Peptide verfolgt.

Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe in Rostock zeigten bei in-vitro-Versuchen
an humanen Linsenepithelzellen, dass der T-Kalziumkanal-Antagonist Mibefradil zu
einer Inhibition der Zelladhdsion bei einer Konzentration ab 10 yM fuhrt. Des
Weiteren fuhrte die Wirkung des Pharmakons zu einer Fragmentierung des
Aktinzytoskeletts. In  zahlreichen  Studien  wurde  versucht, geeignete
Tragermaterialien zu entwickeln, die es ermdglichen, ein Pharmakon intraoperativ mit
dem Ziel zu installieren, dass der Wirkstoff kontinuierlich Uber einen l&ngeren
Zeitraum freigesetzt wird, um somit eine langere Wirkdauer zu gewahrleisten.

Ziel unserer weiterfihrenden Untersuchungen war es, Mibefradil an einen
Kapselspannring zu binden. In Studien zeigten Kapselspannringe eine signifikante
Reduktion der Nachstarrate. Die Immobilisierung des T-Kalziumkanal-Antagonisten
Mibefradil sowie dessen Koppelung an einen Kapselspannring aus
Polymethylmethacrylat (PMMA) ermdglicht es, wahrend der Kataraktchirurgie ein

pharmakologisch modifiziertes Tragersystem in den Kapselsack zu implantieren.
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Dabei sollen ausschlieBlich Linsenepithelzellen blockiert werden, ohne anderes
Gewebe toxisch zu beeinflussen.

In  unseren Untersuchungen priften wir unter in-vitro-Bedingungen die
pharmakologische Wirkung des T-Kalziumkanal-Antagonisten Mibefradil auf die
Proliferationshemmung von humanen Linsenepithelzellen.

Geldstes Mibefradildihydrochlorid wurde nach dem Solvent-Evaporation-Verfahren
unter Verwendung von Poly(lactid-co-glycolid) (PLGA) verkapselt. Es wurden
spharische Mikrokapseln mit einem Durchmesser von 20 — 30 pm und einer
Wirkstoffbeladung von 38 mg/g synthetisiert. Die Wirkstofffreisetzung wurde mittels
UV-Spektroskopie untersucht. Die Linkerchemie zwischen Materialoberflache und
Mikrokapseln basiert auf der Amniolyse von Epoxiden. Mittels Tauchverfahren
wurden die Mibefradil-beladenen Mikrokapseln an die PMMA-Oberflache der
Kapselspannringe chemisch angekoppelt. Die Beladung der Kapselspannringe
erfolgte mit einer Masse von 2,8 mg und 4,5 mg.

Post mortem aus Spenderaugen entnommene Kapselsadcke wurden nach zirkularer
Kapsulorhexis, nach Entfernung von Kern und Rinde sowie Einbringen eines
Kapselspannringes in Zellkultur fir durchschnittlich 12 Tage inkubiert. Zellwachstum,
Adhéasion auf dem Substrat, Zellmorphologie und Verdnderungen im Aktinzytoskelett
von hLEZ wurden studiert.

Eine geeignete Methode zum quantitativen Nachweis der Zellproliferation vitaler
primdrer humaner Linsenepithelzellen stellt die spektrofotometrische Absorption
mittels ELISA Reader dar. Die gemessene Extinktion ist direkt proportional zur
metabolischen Aktivitdt. Der MTT-Test (Cell Proliferations Kit) basiert auf der
Spaltung des gelben Tetrasoliumsalzes MTT in wasserunlésliche violette Salzkristalle
durch metabolisch aktive Zellen. Die Zellen wurden fur vier Stunden mit MTT
inkubiert und anschlieend Uber Nacht mit der Solubilisierungsldsung inkubiert.

Zur Darstellung der Vitalitdt mittels Live/Dead-Test wurden die Zellen nach dem
Waschen mit Ethidium Homodimer und Calcein AM inkubiert und in der
Fluoreszenzmikroskopie analysiert (LSM-410, Carl Zeiss).

Die statistische Auswertung erfolgte computergestitzt mit dem Programm SPSS 14.0
fur Windows. Mit dem T-Test fir unabhangige Stichproben wurde ein Vergleich der
einzelnen Konzentrationen auf signifikante Unterschiede durchgefihrt.

Die Solvent-Evaporations-Methode unter Verwendung von Poly(lactid-co-glycolid)

(PLGA) ist ein geeignetes Verfahren zur Immobilisierung des T-Kalziumkanal-
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Antagonisten Mibefradildihydrochlorid. Die Mibefradil-beladenen Mikrokapseln
setzten den Wirkstoff Uber 50 Tage frei. Dabei zeigte sich eine lineare
Wirkstofffreisetzung von 7,9 mg/l [13,89 umol/l] taglich zwischen dem 9. und dem 50.
Tag. Am ersten Tag wurden 15,5 mg/l [27,26 pmol/l] Mibefradil freigesetzt.

Wir konnten zeigen, dass immobilisiertes Mibefradil die Adhasion der hLEZ hemmit.
Bereits eine Konzentration von 10 uM fihrte zur Reduktion der Zellflache und damit
zur Hemmung des Zellwachstums. Die Zellen runden sich zunéchst ab und I6sen
sich schlieBlich von ihrer Unterlage. Die metabolische Aktivitat der hLEZ betrug unter
Einfluss des T-Kalziumkanal-Antagonisten nach 24 Stunden nur noch 47,6 %. Die
metabolische Aktivitdt nahm also innerhalb von 24 Stunden um 52,4 % ab. Die
Unterschiede zwischen den einzelnen Mibefradil-Konzentrationen waren dabei
statistisch signifikant. Zwischen der Kontrollgruppe und der Mibefradil-Gruppe
bestand bei einer Konzentration von 10 uM ein schwach signifikanter Unterschied (p
< 0,05), bei einer Konzentration von 20 uM und 30 uM bestand ein signifikanter
Unterschied (p < 0,001). Damit im Zusammenhang fuhrt der Einfluss der mit
Mibefradil-beladenen Mikrokapseln zu einer deutlichen Reduktion vitaler Zellen. Noch
vitale Zellen zeigten eine verénderte Zellmorphologie. Abgestorbene Zellen konnten
anhand ihrer Kernfluoreszenz nachgewiesen werden. Zudem kam es unter dem
Einfluss des T-Kalziumkanal-Antagonisten zu einer Fragmentierung des
Aktinzytoskeletts.

Der T-Kalziumkanal-Antagonist Mibefradil in Form von Immobilisaten flhrt unter in-
vitro-Bedingungen zur Hemmung von proliferierenden hLEZ. Die Mdbglichkeit,
zuklnftig im Rahmen der Kataraktchirurgie einen pharmakologisch modifizierten
Kapselspannring zu implantieren, der kontinuierlich den Wirkstoff freigibt sowie
potenziell toxisch nur auf proliferierende Zellen wirkt, stellt somit eine Chance fir die
Nachstarprophylaxe dar. Weiterfihrende Untersuchungen im Organkulturmodell

mussen die Freisetzungskinetik des Wirkstoffs naher charakterisieren.
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Thesen

In der modernen Kataraktchirurgie ist der Nachstar nach wie vor die haufigste
Komplikation in den ersten finf Jahren postoperativ. Eine wirksame
Vermeidung des Nachstars nach Phakoemulsifikation mit

Kunstlinsenimplantation ist derzeit nicht mdglich.

Ein Ansatz zur Nachstarprophylaxe stellt die pharmakologische bzw.
molekularbiologische Beeinflussung durch die intraokulare Applikation von
Pharmaka dar. In zahlreichen Studien wurde versucht, geeignete
Tragermaterialien zu entwickeln, die es ermdglichen, ein Pharmakon
intraoperativ mit dem Ziel zu installieren, dass der Wirkstoff kontinuierlich Gber
einen langeren Zeitraum freigesetzt wird, um somit eine langere Wirkdauer zu

gewahrleisten.

Die Immobilisierung des T-Kalziumkanal-Antagonisten Mibefradil sowie dessen
Koppelung an einen Kapselspannring aus Polymethylmethacrylat (PMMA)
ermdglicht es, wahrend der Kataraktchirurgie ein pharmakologisch modifiziertes

Tragersystem in den Kapselsack zu implantieren.

In unseren Untersuchungen priften wir unter in-vitro-Bedingungen die
pharmakologische Wirkung des T-Kalziumkanal-Antagonisten Mibefradil auf die

Proliferationshemmung von humanen Linsenepithelzellen.

Geldstes Mibefradildinydrochlorid wurde nach dem Solvent-Evaporation-
Verfahren unter Verwendung von Poly(lactid-co-glycolid) (PLGA) verkapselt.
Die Wirkstofffreisetzung wurde mittels UV-Spektroskopie untersucht. Die
Linkerchemie zwischen Materialoberflache und Mikrokapseln basiert auf der
Amniolyse von Epoxiden. Mittels Tauchverfahren wurden die Mibefradil-
beladenen Mikrokapseln an die PMMA-Oberflaiche der Kapselspannringe

chemisch angekoppelt.

Post mortem aus Spenderaugen entnommene Kapselsdcke wurden nach

zirkularer Kapsulorhexis, nach Entfernung von Kern und Rinde sowie
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10.

11.

12.

Einbringen eines Kapselspannringes in Zellkultur fir durchschnittlich 12 Tage
inkubiert. Zellwachstum, Adhasion auf dem Substrat, Zellmorphologie und

Veranderungen im Aktinzytoskelett von hLEZ wurden studiert.

Die Solvent-Evaporations-Methode unter Verwendung von Poly(lactid-co-
glycolid) (PLGA) ist ein geeignetes Verfahren zur Immobilisierung des T-
Kalziumkanal-Antagonisten Mibefradildihydrochlorid. Die Mibefradil-beladenen
Mikrokapseln setzten den Wirkstoff Gber 50 Tage frei. Dabei zeigte sich eine
lineare Wirkstofffreisetzung von 7,9 mg/I [13,89 umol/l] téglich zwischen dem 9.
und dem 50. Tag. Am ersten Tag wurden 15,5 mg/l [27,26 ymol/l] Mibefradil

freigesetzt.

Bereits eine Konzentration von 10 pyM fuhrte zur Reduktion der Zellfliche und

damit zur Hemmung des Zellwachstums.

Die metabolische Aktivitdt der hLEZ betrug unter Einfluss des T-Kalziumkanal-
Antagonisten nach 24 Stunden nur noch 47,6 %. Die metabolische Aktivitat

nahm also innerhalb von 24 Stunden um 52,4 % ab.

Damit im Zusammenhang fihrt der Einfluss der mit Mibefradil-beladenen
Mikrokapseln zu einer deutlichen Reduktion vitaler Zellen. Zudem kam es unter
dem Einfluss des T-Kalziumkanal-Antagonisten zu einer Fragmentierung des
Aktinzytoskeletts.

Die Médglichkeit, zukinftig im Rahmen der Kataraktchirurgie einen
pharmakologisch  modifizierten Kapselspannring zu implantieren, der
kontinuierlich den Wirkstoff freigibt sowie potenziell toxisch nur auf
proliferierende Zellen wirkt, stellt somit eine Chance fur die Nachstarprophylaxe

dar.

Weitere Experimente mussen die ersten vielversprechenden Ergebnisse
verifizieren. Vorrangig hierbei sollte die Optimierung des Syntheseverfahrens
der pharmakologisch modifizierten Mikropartikel sowie eine gleichméaRige

Beschichtung der Kapselspannringe sein.
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