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1. ZUSAMMENFASSUNG

1.1. Zusammenfassung

Hintergrund: Die Endophthalmitis nach Linsenimplantation stellt immer noch eine
der geflrchtetsten Komplikationen nach Katarakt-Operationen dar. Neue
Linsenmaterialien sowie Modifikationen der Oberflachenstrukturen haben zu einem
Rickgang dieser Katastrophe geflihrt. In dieser Studie wird die Adharenz von
Bakterien an verschiedenen Intraokularlinsen verglichen.

Material und Methode: EIf verschiedene Intraokularlinsen von drei Herstellern
wurden mit Tritium-markierten Bakterien inkubiert. Um den Einfluss von Fibronektin
auf die Adhasion zu untersuchen wurde in parallelen Ansatzen die Halfte der Linsen
zuvor mit Fibronektin beschichtet, die andere Halfte nicht. In einem Detektor wurde
die Strahlung der adharenten Bakterien gemessen und danach die relative Adhasion
berechnet. Es kamen Linsen aus Acryl, PMMA und Silikon zur Verwendung. Zwei
Modelle waren heparinbeschichtet, eine Silikonlinse war mit Polysacchariden
beschichtet.

Ergebnisse: Die bakterielle Adhasion hangt nicht direkt von der Hydrophobizitat des
Materials ab. In den meisten Fallen steigert Fibronektin die relative Adhasion der
Bakterien. Entgegen den Ergebnissen der meisten Studien zu diesem Thema haben
die Heparinbeschichtungen in dieser Studie weniger Einfluss auf die Adhasion als
erwartet. Gerade unter dem Einfluss von Fibronektin erweist sich Heparin weniger
adhasionshemmend als angenommen. Die Polysaccharid-beschichtete Silikonlinse
hingegen wies eine signifikant geringere Bakterien-Adhasion auf als das
unbeschichtete Modell.

Schlussfolgerungen: Im Bereich der Intraokularlinsen senken neue Entwicklungen
das Risiko der postoperativen Endophthalmitis. Gerade im Bereich der
Oberflachenmodifikationen liegt ein grolles Potential, das bis heute noch nicht

ausgeschopft ist.
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1.2. Summary

Influence of fibronectin on the bacterial adherence to coated and uncoated

intraocular lenses

Purpose: Postoperative endophthalmitis is still the most feared complication in
cataract surgery. New materials and modifications of the lens surface have
diminished the incidence of this disastrous course. This study compared the
adherence of bacteria to several types of intraocular lenses commonly used
throughout Europe.

Methods: Eleven types of intraocular lenses were supplied by three different
manufacturing companies. To examine the influence of fibronectin on the
adhesiveness of the lens surface two settings were performed: in the first setting the
lenses were coated with fibronectin and then incubated with *H-labelled bacteria. In
the second setting the lenses came into incubation directly from their original
packing. Relative Bacterial Adhesion was determined by scintillation-counting. The
lenses examined were made of PMMA, acrylate and silicone. Two types were
surface-modified by heparin-coating, one silicone lens was coated with
polysaccharides.

Results: No direct correlation was found between the adherence of bacteria and the
hydrophobicity of the lens surface. As expected fibronectin increases the adherence
in most cases. There was a tendency for heparin to decrease bacterial adhesion, but
this effect was minor and not significant in most cases, especially when influenced by
fibronectin. In contrast the silicone lens coated with polysaccharides showed a highly
significant reduction of bacterial adhesion.

Conclusions: In the field of cataract surgery new developments lower the risk of
post-surgical endophthalmitis. Especially new modifications of the lens surface

provide an enormous opportunity not sufficiently explored to date.
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2. EINLEITUNG

2.1. Entwicklung der Intraokularlinse

Die weltweit erste funktionierende Intraokularlinse [IOL] wurde 1949 durch Sir Harold
Lloyd Nicholas Ridley implantiert*®. Ridley kam auf die Idee durch die Beobachtung,
dass intraokulare Plexiglassplitter aus der Pilotenkanzel in den Augen abgesturzter
Kampfpiloten des zweiten Weltkrieges reizlos blieben**. Diese Erfindung wurde eine
der wichtigsten Neuerungen der Augenheilkunde im 20. Jahrhundert. Die erste
Operation, durchgefuhrt im St. Thomas Hospital, London, wurde an einer 45-jahrigen
Frau am 29. November 1949 vollzogen. Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass
diese Operation zweizeitig geplant wurde, also bei der ersten Operation nur die
naturlich Linse entfernt und erst bei der zweiten (8. Februar 1950) die Kunstlinse
implantiert wurde. Wie jedoch erst kirzlich durch eine OP-Schwester, die damals
anwesend war, bekannt wurde, soll diese erste Operation doch einzeitig von statten
gegangen sein (mundl. JM Schmidbauer). Diese erste Intraokularlinse wurde von der

Firma Rayner Ltd. in London hergestellt.

Sir Harold L.N. Ridley

10. Juli 1906 in Kibworth, Leicestershire geboren

1927 nach Studium in Camebridge Ausbildung im St. Thomas Hospital,
London

1938 ,,Full Surgeon* und ,,Consultant* im Moorfields Eye Hospital
1941 Major im ,,Royal Army Medical Corps®, Einsatz in Ghana
1945 Veroffentlichung iiber die Onchozerkiasis (“Ridley Fundus™)
1949 Implantation der ersten Intraokularlinse

1986 ,,Fellow of the Royal Society*

1989 “Doctor of Humane Letters”

1992 Gullstrand Medaille

1994 Gonin Medaille

2000 Ritterschlag durch Queen Elisabeth II.

25. Mai 2001 in Stapleford, Wiltshire gestorben

Abb. 2.1: Sir Harold L.N. Ridley

Die Idee, die getribte natlrliche Linse durch eine kunstliche zu ersetzen, gab es
schon friiher®. Versuche mit Intraokularlinsen aus Glas fiihrten jedoch in den friihen
40er Jahren zu entzundlichen Reaktionen, die die Entfernung der betroffenen Augen
zur Folge hatten. Ridley stellte sein neues Verfahren erstmals auf einem Kongress in
Oxford am 9. Juli 1951 vor. Die Prasentation von zwei erfolgreich operierten
Patienten wurde einerseits mit Interesse, andererseits mit Ablehnung betrachtet.
Fuhrende Ophthalmologen der damaligen Zeit, wie Sir Stewart Duke-Elder weigerten

sich sogar, diese Patienten zu untersuchen. In den Vereinigten Staaten wurde die
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Implantation von Kunstlinsen zunachst vollig abgelehnt. Erst Walter Reese flhrte
dieses Verfahren 1953 hier ein*. Sicher waren die vorrangegangenen Fehlschlige
mit Glas-Linsen Grund fur die Skepsis. Aber auch die fehlenden Daten, wie z.B. aus
Tierexperimenten oder aus Materialanalysen, lieRen zunachst kein Vertrauen in das
neue Verfahren aufkommen. Einige Kollegen bezeichneten Ridleys Linsen als
LZeitbomben®. So war Ridley gezwungen, jahrelang um Anerkennung zu kampfen.
Erst spat wurden ihm die verdienten Ehren zuteil, die 2000 mit der Nobilitierung per
Ritterschlag durch die englische Konigin gipfelte.

Die erfolgreiche Implantation der ersten Intraokularlinse stellte den Anfang einer
neuen Ara der operativen Augenheilkunde dar. Die durch Sir Ridley begonnene
Entwicklung kann von 1949 bis jetzt in sechs Generationen eingeteilt werden
(Tabelle 2.1 und Abb. 2.2):

Generation | Zeitraum Linsentyp

1. 1949 — 1954 Die Ridley-Linse

2. 1952 — 1962 Frihe Vorderkammerlinsen

3. 1953 - 1973 Irisgestutzte Linsen

4. 1963 — 1992 Moderne Vorderkammerlinsen

5. 1977 — 1992 Frihe Hinterkammerlinsen (starr)

6. 1992 — jetzt Moderne Hinterkammerlinsen (Faltlinsen)

Tabelle 2.1: die sechs IOL-Generationen

Ridley-IOL
Vorderkammerlinse
irisfixierte Linse
sulcusfixierte, frihe HKL
HKL im Kapselsack

o=

Abb. 2.2: Darstellungen der Implantationsorte
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2.2. Entwicklung der Linsenmaterialien

Alle Intraokularlinsen bestehen aus Polymeren. Fir die Transparenz der Linse ist es
wichtig, dass die Polymerketten in kristalliner Form vorliegen, denn nur parallel
angeordnete Strukturen sind durchsichtig. Infolge der Lange der Polymerketten ist es
jedoch kaum moglich, Uber die gesamte Lange hinweg Kristalle zu bilden. Polymere
liegen daher, abgesehen von wenigen Ausnahmen, immer nur in teilkristalliner Form
vor. Diese teilkristalline Struktur polymerer Werkstoffe ist von entscheidender
Bedeutung, da alle Eigenschaften, wie Transparenz, Elastizitat und mechanisches
Verhalten hierdurch bestimmt werden®'. Eine typische Eigenschaft von Polymeren ist

auch, dass der feste Aggregatzustand temperaturabhangig vom sog. Glaszustand

Uber mehr oder weniger

plastische Formen bis hin

zur Gummielastizitat reicht
(Abb. 2.3).

Polymere

So sind alle
bei
niedriger Temperatur harte
Glas-

steigender

genugend
Festkorper im

zustand. Mit

Schubmodul

Glas

zah
1
'
oder:Gummi

1

'

Erweichungsbereich

T
1

Temperatur

Temperatur nimmt das

Abb. 2.3: Thermomechanische Kurve eines teilkristallinen
Polymers: Tg = Glasiibergangstemperatur,

Polymer so viel Energie 1 % o hmelzpunkt, T = FlieRtemperatur

auf, dass sich die Ketten
immer freier bewegen konnen. Bei den amorph angeordneten Ketten treten diese
bei die

Schmelzpunktes der kristallinen Strukturen liegt. Bei steigenden Temperaturen geht

Molekulbewegungen Dbereits Temperaturen  auf, unterhalb  des
das Polymer deshalb zunachst vom Glaszustand in einen gummielastischen Zustand
uber. SchlieBlich brechen auch die kristallinen Strukturen auf und das gesamte
Polymer liegt oberhalb der FlieBtemperatur in Form einer viskdsen Flussigkeit vor.
Der Ubergang vom Glas- in den gummielastischen Zustand ist ein wichtiges Merkmal
des Polymerverhaltens. In diesem Bereich andern sich physikalische Eigenschaften,
wie Harte und Elastizitdt drastisch. Diese Anderungen sind eine Funktion der
Molekularbewegung, nicht der Polymerstruktur, und damit vollstandig reversibel. Im
Glaszustand ist der polymere Werkstoff sprode und brichig sowie optisch
transparent. Gegenuber leichten Zugkraften besitzt ,polymeres Glas“ zwar eine

schnelle, elastische Ruckstellkraft, hohe Krafte konnen dagegen nur durch
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Kettenbriiche ausgeglichen werden. Obwohl der Glas-Kautschuk-Ubergang selbst
nicht von der Polymerstruktur abhangig ist, ist die Glastibergangstemperatur Tg stark
von der chemischen Natur des Polymeren abhangig und liegt fur die gangigsten
synthetischen Polymere zwischen —100°C und +250°C.

Sir Harold Ridley war fur die Konstruktion seiner Intraokularlinse auf PMMA oder

Plexiglas aufmerksam geworden, nachdem er als Militararzt wahrend des zweiten

Weltkrieges abgeschossene
Bomberpiloten der britischen
.,Hawker Hurricane“ behandelt
hatte (Abb. 2.4). Er hatte
beobachtet, dass Splitter der

Pilotenkapsel, wenn sie in den

Bulbus versprengt wurden, hier bb.2.: HakerHurricane
Uber Jahre reaktionsfrei verharren konnten. Dieses Material, welches in gereinigter
Form ,Perspex (CQ)“ (CQ = clinical quality) genannt wird, sollte als Standard fir die
IOL noch bis in die 90er Jahre gelten. Poly-Methyl-Meth-Acrylat [PMMA], wie

Perspex oder Plexiglas chemisch genannt wird, ist ein lineares

Homopolymer (Abb. 2.5). Auch wenn PMMA biologisch inaktiv | [H CH; |
und damit sehr gut vertraglich ist, so ist dieses Material fast so | TC—C——

sprode wie Glas. Seine Glasubergangstemperatur liegt bei H C.

+160°C, sein Wassergehalt liegt zwischen 0,2% und 0,5%. Das ]

L in

macht es fir den Operations-Alltag sehr empfindlich. Da man

Linsen aus diesem Material nicht falten kann, verlangt es bei der  Abb. 2.5: PMMA
Operation einen sehr gro3en Schnitt, was neben der gro3en Eintrittspforte fir Keime
und der entsprechend langen Wundheilung postoperativ einen hohen Astigmatismus
induziert.

Moderne IOL lassen sich in gefaltetem Zustand in das Auge bringen, und entfalten
sich erst im Kapselsack in ihre entgultige Form. Hierfir missen sie erstens aus
weicherem Material bestehen als PMMA. Zweitens muss dieses Material einen
héheren Brechungsindex aufweisen, damit die Kunstlinse diinner konstruiert werden
kann. Hier teilt sich die Entwicklung der Acrylat-IOL in zwei Wege. Auf der einen
Seite finden sich hier die dem PMMA noch eng verwandten ,hydrophoben® Acrylate,

die einen geringe Wassergehalt von max. 2% aufweisen. Auf der Anderen Seite die
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sogenannten ,hydrophilen Acrylate oder Hydrogele, die einen hohen Wassergehalt
von 18% — 28% aufweisen. Bei den ,hydrophoben® Acrylaten wichen die Methyl-
Verbindungen den weicheren Athyl-Verbindungen. Eine sehr haufig verwendete

H H CH H CH H H CH3
A S W U A N 0 {é_é\ (é_é )
L1 Jn U | N L L1 Jm
N T=}° \ tl==o}m\_ +=a’i W =0 e=e
i ; i ! ?
‘I“"z tlil'lz ‘I:Hz THE ?Hz
CHg CHg CF3 H\c//cu\?c/H "\c/ c'i?c/"
S
WXe” Ny W e’ N
Abb. 2.6: Acrylat der AMO Sensar AR40e I!l 'L

Linse ist beispielsweise die AMO Sensar
AR40e (Abb. 2.6), die aus (drei
verschiedenen Gruppen besteht: Poly-Athyl-Acrylat (n), Poly-Athyl-Meth-Acrylat (m)
und Poly-Tri-Fluor-Athyl-Meth-Acrylat (p).

Eine andere Moglichkeit, dasselbe Ziel zu erreichen, zeigt das inzwischen 15 Jahre

Abb. 2.7: Acrylat der Alcon Acrysof

alte Material der immer noch sehr haufig verwendeten Alcon Acrysof SA60 (Abb.
2.7). Hier wurden Vinylgruppen eingebaut: Poly-Phenyl-Athyl-Acrylat [PEA] (n) und
Poly-Phenyl-Athyl-Meth-Acrylat [PEMA] (m). PEA besitzt eine sehr niedrige
Glasubergangstemperatur von —3°C, PEMA eine sehr hohe von +26°C. Allein durch
das Mischungsverhaltnis der beiden Polymere lassen sich die Eigenschaften der
Linse stufenlos modulieren.

Die ,hydrophilen® Acrylate oder Hydrogele nutzen Wasser als Weichmacher. Die

gebrauchlichsten Formen bestehen aus einem

Polymer, welches Wasser aufnehmen kann, und H3C\ /,CH2
einem, welches dies nicht kann, z.B. |

C
Hydroxyethylmethacrylat [HEMA] (Abb. 2.8) und e
ydroxyety rylat [HEMAI ( Ju O O—CH=—CH—OH
Methylmethacrylat [(P)MMA] (Abb. 2.5). Die 2 2
hohe Wasseraufnahmefahigkeit des HEMA  Abb. 2.8: Hydroxy-Ethyl-Meth-Acrylat

beruht auf der durch die Hydroxyethylgruppe gebildeten Schleifen des Molekls. Die
Hohe der Wasseraufnahme hangt somit von der Anzahl dieser Gruppen und damit
vom Vernetzungsgrad ab. Bei ca. 1% Quervernetzung nimmt HEMA etwa 38%

Wasser auf, bei ca. 0,1% Quervernetzung etwa 45%. Die Verringerung der
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Quervernetzung bewirkt allerdings die Abnahme der Stabilitdt. AuRerdem bewirkt

eine Steigerung des Wassergehaltes eine Abnahme des Brechungsindexes und der

Transparenz. Um dem entgegenzuwirken wird PMMA beigemischt, welches wie

bereits geschildert, kaum Wasser aufnehmen kann. Bei den klinisch eingesetzten

Intraokularlinsen wird ein Wassergehalt von 28% nicht mehr Uberschritten.

1984 implantierte Thomas Mazzocco die

erste  Silikon-Intraokularlinse®. Sie
bestand aus Poly-Di-Methyl-Siloxan (Abb.
2.9), sog. Silikonkautschuk. Dieses

Material ist im Gegensatz zu den flexiblen
Acrylaten ein echtes Elastomer. Es besitzt

eine hohe Elastizitat und verliert diese

Eigenschaft auch nicht Uber die
Anwendungszeit. Da die klassischen
Silikone einen relativ niedrigen

Brechungsindex aufwiesen wurden auch

hier Vinylgruppen eingebaut: Poly-Di-

Methyl-Di-Phenyl-Siloxan. Da

CIH3 ' C|H3 CH,
I
—S —0 — &8 —Q | — S — 0 —
| | |
CH, CH, CH,
a)
ol
l
— S§i— 0 — Si—0 — Si—0— § — 0—
| | I
CH, CH, CH,

b)

m

hierunter

Abb. 2.9: Poly-Di-Methyl-Siloxan (a),
Poly-Di-Methyl-Di-Phenyl-Siloxan (b)

jedoch die mechanische Stabilitat litt, wurde pyrogen gewonnene Kieselsaure als

Stabilisator beigemischt.

Alle beschriebenen Materialien spielen auch aktuell noch eine grof3e Rolle. Im Jahr
2000 wurden in Deutschland 584.600 IOL implantiert. Davon waren 208.600 aus
PMMA, 136.000 aus Silikon und 240.000 aus Acrylat. Von den Acrylat-Linsen waren
70% aus hydrophoben und 30% aus hydrophilem Acrylat (Abb. 2.10)%.

29%

Abb. 2.10:
Material-Anteile bei

IOL-Imlantationen
in Deutschland
2000

12%

23%

BPMMA

m Silikon

o hydrophiles Acrylat
mhydrophobes Acrylat




Einleitung 13

2.3. Modifikationen der Linsenoberflache - Heparin

Aulier bei den hydrophilen Acrylatlinsen, die in einem standigen Austausch von
Kammerwasser mit Ihrer Umgebung stehen, findet eine Interaktion zwischen Auge
und IOL ausschlieRlich an der Oberflache der |IOL statt. Um die Eigenschaften dieser
Oberflachen zu beeinflussen, ohne die Materialeigenschaften der gesamten Linse
andern zu muassen, wurde mit vielen Modifikationen experimentiert.

Die einfachste Art, die Oberflache zu verbessern, war sie zu polieren. Erst in der
Mitte der 90er Jahre wurde der Beweild angetreten, dass diese Modifikation die
Biokompatibilitat erhdht '7°2. Nach westlichem Standard sind heute alle erhaltlichen
IOL in dieser Art behandelt. Hettlich hydrophilisierte Silikonlinsen mit Hilfe eines
Plasmas, welche alle freien OH-Gruppen veratzen sollte °??. Beschichtungen durch
Antibiotika und Antimetaboliten kamen nicht Giber das Stadium der Zellkultur hinaus®.
Fluorine Beschichtungen =zeigten in-vitro eine Reduktion der bakteriellen
Adhasion'? und wurden bis in die klinische Anwendung gebracht.

Eine neue Beschichtung entwickelte der Hersteller *Acri.Tec. Silikonlinsen wurden
durch eine Polysaccharid-Beschichtung hydrophilisiert. Diese I0L werden in dieser
Studie neben anderen getestet. Da sich diese Beschichtung zum Zeitpunkt der
Experimente im Patentierungsverfahren befand, waren keine weiteren technischen
Details zu erfahren.

Die Beschichtung, die sich am breitesten durchgesetzt hat, ist die durch Heparin.
Wenn man die primare Wirkung dieses Medikamentes bedenkt, namlich die
Antikoagulation durch Thrombin-Inaktivierung, erscheint es logisch, dass die Idee,
Polymere mit diesem Medikament zu beschichten nicht die Idee eines

Ophthalmologen war. Vielmehr waren es intravasale Katheter, bei denen eine solche

Beschichtung mogliche

Thrombosen verhindern CH,080",

sollte. Dass Heparin weitere [(,@Q @Q@
Effekte hat, die auch fir _—n By

andere Implantate interessant =

sind, wurde erst spater Abb. 2.11: Heparin: Glukosamin (1), Uronséure (2)
nachgewiesen®®. Heparin ist und p-D-Glukuronsaure (3)

ein anionisches Polyelektrolyt aus sulfatiertem Glukosamin, Uronsauren und B-D-
Glukuronsaure' (Abb. 2.11). Bei der Wundheilung ist seine Wirkung biphasisch®:

Zunachst inhibiert Heparin das Komplement®* und eine Reihe von Enzymen der
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Koagulationskaskade, und unterdriickt so die Bildung von Fibrin. Ohne Fibrin
unterbleiben Zellmigration und Kontraktionen, die eine entscheidende Rolle bei der
Ausbildung von Narbengewebe spielen. In einem zweiten Schritt reduziert Heparin
die Aktivierung von Granulozyten und Thrombozyten, hemmt die Ausreifung von
Macrophagen und unterdriickt die Proliferation von Fibroblasten®?.

Im Fall der IOL-Ummantelung ist die monomolekulare Heparinschicht kovalent Uber
die primaren Aminogruppen des Phenylimins an der Oberflache gebunden. Die
Heparinbeschichtung bewirkt auf der Linse eine Oberflachenhydrophilie, die einen
dinnen Wasserfilm rund um das Implantat formt. Auf diese Weise werden die flr die
Adsorption von Proteinen wichtigen elektrostatischen Krafte neutralisiert?”*°. Beim in-
vitro Vergleich von heparin-beschichteten und unbeschichteten IOL fand sich eine
Reduktion der Aktivierung bzw. Adsorption aller oben geschilderten Zellen und
Proteine®3”. Amon zeigte spaltiampenmikroskopisch eine Reduktion der Adsorption
verschiedener Zellen an heparin-beschichteten IOL am Patienten’. Auch die heparin-
bedingte Verminderung der bakteriellen Adhasion wurde an PMMA-Linsen
dargestellt®®*'°"%2_ Die Langzeitstabilitat der Heparin-Beschichtung wurde von Dick
et al. belegt. Auch nach vier Jahren lie} sich die Beschichtung an der I0L

einwandfrei nachweisen'.

2.4. Fibronektin und die Fremdkorperreaktion

Dass sich die Plexiglas-Splitter in den Augen der Bomberpiloten nicht ganz so reizfrei
Verhielten, wie Ridley es beobachtet hatte®*’, ist aus heutiger Sicht nicht
Uberraschend. Immerhin hat Ridley eine klares Material eingefiihrt, dass vom Auge
akzeptiert und Uber einen langen Zeitraum toleriert wird. Jede Implantation 10st eine
Fremdkorperreaktion aus. Nach Vaudaux gibt es in diesem Zusammenhang vier

Formen der Interaktion zwischen Implantat und umgebendem Gewebe®®:

1. Das Material gibt toxische Substanzen ab, die das umgebende Gewebe
zerstoren.

2. Das Material ist ungiftig, wird aber kontinuierlich vom Gewebe resorbiert und
ersetzt.

3. Das Material ungiftig und biologisch inaktiv; es kann nicht resorbiert werden,

was zur Verkapselung fuhrt.
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4. Das Material ungiftig, biologisch sehr aktiv, bildet stabile Verbindungen mit

Gewebe.

Im Fall der Intraokularlinsen [IOL] trifft die dritte Form zu, wobei bei der Verkapselung
Abstriche gemacht werden missen. Einerseits fehlt aufgrund der vorderen
Kapsulorhexis eine Leitschiene zur kompletten Verkapselung. Andererseits bietet

sich durch die Linsenepithelzellen eine besondere Form der Verkapselung, die den

Nachstar bildet. Sobald die IOL zur Upon implantation in most anatomical sites:

Implantation in das Kammerwasser 120

Protein adsorption to the biomaterial

gegeben wird adsorbiert sie eine Schicht

T=12hrs

aus Proteinen*, die sogenannten ,host

factors”. Hier findet eine echte

Modifikation der Linsenoberflache durch
das Auge statt (Abb. 2.12). Kurz nach der

Proteinadsorption untersuchen Neutro- A T=3wks

phile die Linsenoberflache, bzw. die

Collagenous encapsulation

adsorbierten Proteine darauf. Falls keine Abb. 2.12: Fremdkérperreaktion
Bakterien oder deren Endotoxine modifiziert nach BD Ratner

detektiert werden, fallt die Zahl der Neutrophilen rasch wieder ab. Nach einem Tag
finden sich Makrophagen auf dem Implantat, die versuchen, dieses zu phagozytieren
und zu verdauen, was naturlich nicht praktikabel ist. Aufgrund dieser frustranen
Phagozytose bilden die Makrophagen Riesenzellen, die nach zwei Tagen auf der IOL
spaltlampenmikroskopisch gut nachweisbar sind. Die Kollagen-Kapsel, die bei
anderen Implantaten nach drei Wochen nachweisbar ist, zeigt sich bei der IOL in

Form der beginnenden Kapselfibrose, die zum Nachstar fihrt.

Fibronektin ist der wichtigste ,host

L 5 Ll

B . . . iz —1EAEEHIOOEEEC—O 0000000000000 HIN B —coo
factor®, also eines der Proteine, die lTr

55

beim Eintauchen der IOL in das m—llllulll||D—ﬂmmﬂnnnﬂnwnr1—|||u-mu

uuuuu »*

Kammerwasser auf ihrer Oberflache

H Type 1 module ® Type Il module [0 Type 111 module

adsorbiert werden. Innerhalb von

. . . Abb. 2.13: Fibronektin,
Minuten ist die gesamte IOL von s Bindungsstellen fiir S. aureus

Fibronektin beschichtet, was lhre

Oberflacheneigenschaften, z.B. die Hydrophobizitat, entscheidend &andern kann.
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Fibronektin ist ein Ankerprotein der extrazellularen Matrix, kommt aber in IGslicher
Form auch in jeder Korperflissigkeit vor. Es ist ein dimeres Glycopeptid, das aus
repetitiven Peptid-Modul-Ketten aufgebaut ist (Abb. 2.13). Domanen dieser Module
bilden quasi Rezeptoren zur Adhasion von Fibrin, Collagen, Integrinen oder auch
Bakterien. In Abb. 2.13 sind beispielhaft die Bindungsstellen (*) fur S. aureus
dargestellt. Linnola, Saika und Kanagawa stellten unabhangig voneinander
Fibronektin auf 10L dar®**34°  vaudaux, Foster und Christensen wiesen

Fibronektin eine Schliisselrolle bei der bakteriellen Adhasion an Implantaten zu® ">

8 Fibronektin wirkt hierbei aufgrund seiner Pseudo-Rezeptoren als Mediator
zwischen Implantat-Oberflache und Bakterium, und erhdht damit die bakterielle

Adhasions-Rate’.

2.5. Bakterielle Adhiasion an Intraokularlinsen

Jede bakterielle Kolonisation beginnt mit der Exposition eines Implantats gegenuber
dem Bakterium®. Aufgrund von Massengesetzen gelangt immer ein kleiner Teil der
Bakterien auf die Oberflache, um hier anzuhaften (Abb. 2.14(A)). Diese erste
Adhasion wird durch sog. ,unique sites” begunstigt : kleine Unebenheiten oder lokale
Anderungen der Hydrophobizitat (in Abb. 2.14 als Krater dargestellt). Bei IOL konnte
dies z.B. die Verankerungsstelle der Haptik in der Optik sein. Aufderdem erleichtern

auf der Oberflache adsorbiert
4] ey o Proteine wie Fibronektin die

# N Slime polysaccharide

-

ey
0B0a78 15KY X508.0K B.68um

Abb. 2.14: bakterielle Adhasion, siehe Text Abb. 2.15: ,leg-like Appendage“ bei
modifiziert nach Christensen S. epidermidis nach Kodjikian
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Adhasion (Abb. 2.14(B)). Kodjikian beobachtete in dieser Situation bei S. epidermidis
kleine Fuflchen, sog ,leg-like Appendages®, die er elektronenmikroskopisch
nachweisen konnte (Abb. 2.15)%. Die adharenten Bakterien beginnen sofort mit der
Kolonisierung, indem sie sich teilen und Polysaccharid-Schleim produzieren. Dieser
Schleim stabilisiert sowohl die Zell-Zell-Bindung, wie auch die Bindung zur IOL-
Oberflache (Abb. 2.14(C)). Aufgrund von phanotypischer Modulation werden
schlieBlich Tochter-Zellen gebildet, die nicht mehr mit der Oberflache verbunden
sind. Diese driften an neue Stellen, um hier den ganzen Zyklus zu wiederholen (Abb.
2.14(D)). Implantate stellen hierbei flr Bakterien eine besonders glnstige Situation
her, da in ihrem Umfeld ein lokaler Immundefekt besteht: Wie Vaudaux®® beschrieb
besteht in den ersten sechs Stunden nach Implantation eine Dysfunktion der
Neutrophilen, sowie eine Verminderung des TNF-Levels. Danach folgt eine
Reduktion der komplement-vermittelten Phagozytose, die bis zu 48 Stunden

andauern kann.

2.6. Endophthalmitis nach Katarakt-Operation

Die Endophthalmitis stellt den katastrophalen Totalschaden nach Augenoperationen
dar. Auftreten, Auspragung und klinischer Verlauf hangen vom Infektionsweg, der
Virulenz und Menge inokulierter Erreger, der Abwehrlage des Patienten und des
Zeitpunktes der Untersuchung ab. Bei 29% bis 43% der Kataraktoperationen tritt
intraokular eine Kontamination mit fakultativ pathogenen Bakterien der okularen
Oberflache ein, ohne dass sich daraus eine Endophthalmitis entwickelt'". Protektive

Mechanismen, die als ,Immunprivileg des Auges“ zusammengefasst wurden, sind

insbesondere im vorderen Augenabschnitt
Endophthalmitis Vitrectomy Study:
effektiv, wirken als schitzende Barriere und | 420 Patienten (1990 — 94)
konnen Entzindungsreaktionen begrenzen. | After () 75 Jahre
. . . s m:w 43:57
Wird dieses Privileg kompromittiert, z.B. durch | pijpetes 14%,
infraoperativen Kapseldefekt mit Zeit post-OP 6 Tage
Glaskorperverlust, erhoht sich das | Schmerzen 75%
. verschw. Sehen > 90%
Endophthalmitisrisiko um das 14-fache’. Das | Visus < 1/40 86%
_ o o Visus LSP 26%
Vollbild der Endophthalmitis ist definiert durch

Schmerzen Photophobie Lidédem Tab. 2.2: Patientenkollektiv der EVS
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Bindehautchemosis und —hyperamie, Hornhautédem und —prazipitate, Hypopyon,
Vorderkammerreizzustand (Zellen, Tyndall) und zellige Glaskorperreaktionen.

Die bereits beschriebenen Verbesserungen an den IOL selbst, wie auch die
Verbesserungen der chirurgischen Prozeduren haben die Inzidenz der
postoperativen Endophthalmitis auf 0,05% bis 0,5% %' gesenkt. Das klingt im ersten
Moment niedrig, doch hat die Endophthalmitis Vitrectomy Study [EVS] gezeigt, dass
47% der betroffenen Patienten auch 12 Monate nach der Operation nicht Uber
einen Visus von 0,5 kamen'. Die EVS war die groRte Studie zur Erhebung der
postoperativen Endophthalmitis. Sie wurde 1990 bis 1994 multizentrisch in den USA
durchgefiihrt, und sollte die Indikation zur Vitrektomie und i.v.-Antibiose bei diesem
Krankheitsbild klaren. 420 Patienten wurden eingeschlossen, die Symptome einer
Endophthalmitis innerhalb von 6 Wochen nach Linsenimplantation zeigten. In Tabelle
2.2 ist das Patientenkollektiv mit den registrieten Symptomen aufgestellt.
Interessanterweise zeigte die EVS, dass der entscheidende Indikationsgeber der
Ausgangsvisus des Patienten ist. Liegt er bei Lichtscheinprojektion (LSP) oder
darunter ist eine sofortige Vitrektomie indiziert, sonst nicht. Die i.v.-Antibiose soll
erstaunlicherweise keinen Einfluss auf den Verlauf haben; eine Lokaltherapie, bzw.
die intravitreale Gabe von Steroiden und Antibiotika, soll ausreichen. Nach den
Richtlinien der Deutschen Ophthalmologischen Gesellschaft [DOG]’ wird dieser
Erkenntnis jedoch nicht Folge geleistet. Bei Verdacht auf eine Endophthalmitis soll
sofort eine maximale i.v.-Antibiose gegeben werden, z.B. die Kombination von
Vancomycin und Ceftazidim (Stufe 11l des Magdeburger Dreistufenplan®).

Tabelle 2.3 zeigt das Erregerspektrum verschiedener Studien'®'19%3 Hier zeigt
sich, dass S. epidermidis mit Abstand der haufigste Erreger der Endophthalmitis ist.
Rechnet man die nicht identifizierten Erreger ab, liegt sein Anteil in der Studie von
Heaven et al. sogar bei 55%, bei Shah et al bei 51%. Grinde fur diese enorme
Vorherrschaft sind die Kapsel-Adhasine, sowie die Bildung der Polysaccharid-Kapsel,
die S. epidermidis fur die korpereigene Abwehr, wie auch fur Antibiotika, schwer

zuganglich macht (siehe 2.5).
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Erreger EVS Heaven et al. Hesse et al. Shah et al.
S. epidermidis / CNS 47% 34% 50% 30%
S. aureus 6,25% 7,1% 17%
S. pneumoniae 16% 6,25% 3,5%
S. fecalis 10.7% 3,5%
Propionibacterium sp. . 3,1%

Pseudomonas aerug. 3% 10,7%

Proteus mirabilis 12,5%

Enterococcus faecalis 14,3% 5,3%
Serratia sp. 1,8%
Chryseomonas luteola 3,6%

Kultur negativ / andere 3% 41% 0,5% 35%

Tab. 2.3: Erregerspektrum verschiedener Studien

2.7. Zielsetzung

Zielsetzung der vorgelegten Studie war es, den Einfluss des Milieus innerhalb des
Auges auf die bakterielle Adhasion von S. epidermidis an IOL zu untersuchen. Als
Schlusselfaktor wurde hierfur Fibronektin als wichtigster ,host factor” gewahlt. Einige
Linsenhersteller betreiben einen groflen Aufwand bezuglich der Modifikation der
Linsenoberflachen, wie z.B. die Beschichtung mit Heparin. Hierzu gibt es Studien, die
die Vorteile dieser Modifikationen belegen sollen. Jedoch wird in keiner dieser
Studien bedacht, dass auch das Auge im Rahmen der Fremdkorperreaktion selbst
eine Modifikation der Linsen-Oberflache vornimmt (s. 2.4). In der vorgelegten Studie
werden deswegen zwei Ansatze parallel durchgefuhrt. Im ersten werden
Intraokularlinsen [IOL] in einem Phosphat-Puffer mit radioaktiv markierten Bakterien
inkubiert. Im zweiten werden die I0OL vorher mit Fibronektin beschichtet, und dem
Puffer werden 0,5 % Albumin zugesetzt, um das Kammerwasser zu simulieren.
SchlieRlich werden nach mehrfacher Waschung Uber eine Strahlenmessung die

relative bakterielle Adhasion berechnet. Folgende Punkte sollen untersucht werden:

1. Einfluss der Linsenmaterialien auf die bakterielle Adhasion
2. Einfluss von Fibronektin auf die bakterielle Adhasion

3. Einfluss von Oberflachenmodifikationen auf die bakterielle Adhasion
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3. MATERIAL UND METHODIK

3.1. Fibronektin - Albumin

Die beiden Ansatze des geplanten Versuches unterschieden sich in zwei Punkten:

1. Fibronektin-Beschichtung

2. Zusatz von 0,5% Albumin zum Adhasions-Medium

Um zunachst den Effekt der einzelnen Faktoren auf die bakterielle Adhasion
festzustellen, wurden Versuchsreihen nach folgendem Schema an PMMA-Slides
durchgefuhrt:

Ansatz | Bakterien Inkubations-Medium

1 S. aureus Newman PBS

2 S. epidermidis Rp 62a PBS

3 S. aureus Newman PBS + 0,5% Albumin

4 S. epidermidis Rp 62a PBS + 0,5% Albumin

5 S. aureus Newman PBS + 10 yg/ml Fibronektin
6 S. epidermidis Rp 62a PBS + 10 ug/ml Fibronektin

Das Protokoll dieser Ansatze unterschied sich in der Vorbereitung der Bakterien, der
Adhasion und der Messung nicht von den Arbeitsschritten, die in Abschnitt 3.2. und

3.4. beschrieben sind, weswegen an dieser Stelle darauf verzichtet wird.

3.2. Fibronektin-Konzentration - Gelatin

Um festzulegen welche Beschichtungen zur Simulation der intraokularen Situation
sinnvoll sein wurden, und welche Konzentrationen hier ideal seien, wurden vier
Versuchsreihen durchgefuhrt. Fibronektin [FN] ist nicht das erste Molekul, dass im
Auge die IOL beschichtet. So erschien es sinnvoll, diese Vor-Beschichtungen durch

ein Precoating mit Gelatin zu simulieren. Ebenfalls sollte die Fibronektin-
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Konzentration bestimmt werden, die den grof3ten Effekt auf die relative bakterielle
Adhasion haben wuirde. Im Wesentlichen kam eine Methode zur Anwendung die
Vaudaux et al. 1984 bereits vorgestellt haben®. In einer spateren Arbeit von
Vaudaux et al. berichtet er: ,, ... quantity of surface-bound [FN] ... increases linearly in
the range of protein concentration from 0,125 to 1,0 ug/mI”>’. Da bei frilheren Proben
eine Konzentration von 10 mg/ml Fibronektin verwendet wurde, wurde eine
Verdinnungsreihe von 0,25 bis 8,0 mg/ml Fibronektin getestet. Hierzu wurden
quadratische PMMA-Plattchen [Coverslips] mit 7 mm Kantenlange unterschiedlich
beschichtet, jeweils mit S. aureus oder S. epidermidis inkubiert und die relative

Adharenz bestimmt.

Die vier Ansatze sahen folgendermalen aus:
1. S. aureus / Coverslip mit Gelatin und Verdinnungsreihe Fibronektin
2. S. aureus / Coverslip mit Verdiinnungsreihe Fibronektin
3. S. epidermidis / Coverslip mit Gelatin und Verdinnungsreihe Fibronektin
4

. S. epidermidis / Coverslip mit Verdunnungsreihe Fibronektin

Die Coverslips wurden vorbereitet, indem sie fur 10 Minuten in 1 ml vergalltem
Alkohol bei 37°C desinfiziert wurden. Anschlieliend wurde der Alkohol abgesogen,

und die Coverslips im Sterilisator bei 50°C ca. 30 Minuten getrocknet.

Gelatin Precoating

Eine Gelatin-Konzentration von 1 mg/ml PBS-Puffer (Phosphate Balanced Saline)
sollte eine gesattigte Losung zur Gelatine Beschichtung darstellen. Da die im Labor
vorhandene Stock-Losung eine Konzentration von 20 mg/ml aufwies, wurden 2 ml
dieser Losung auf 40 ml PBS verdunnt. Die Coverslips wurden hierin jeweils fur eine

Stunde bei 20°C inkubiert, und danach kurz in PBS vorsichtig gewaschen.

Fibronektin Coating

Um die wirkungsvollste Fibronektin-Konzentration zu erarbeiten wurden folgende
Ansatze getestet: 0,25 pg/ml; 0,5 pug/ml; 1,0 pg/ml; 2,0 ug/ml; 4,0 pg/ml; 8,0 ug/mil.
Coverslips ohne jede Beschichtung und Coverslips nur Gelatin-beschichtet sollten

ebenfalls getestet werden.
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Fur eine Testreihe wurde insgesamt eine Summe von 15,75 pg bendtigt. Die FN-
Stock-Lésung hatte eine Konzentration von 4,41 mg/ml. 1ug FN entsprach somit
0,227 pl der Losung. 20 ug entsprachen 4.54 ul. Da jeder Ansatz doppelt ausgefuhrt
werden sollte wurden pro Vor-Versuch 9,08 ul der FN-Stock-Losung bendtigt. Diese

wurden auf 400 pl PBS aufgeflllt, wodurch 40 ug FN 400 ul der Lésung entsprachen.

Folgende Ansatze wurden pipettiert:
2x 8,00 ug : 80 yIFN  (+920,0 pl = 1000 pl)
2x 4,00 ug : 40 ylFN  (+960,0 pl = 1000 pl)
2x 2,00 ug : 20 ylFN  (+980,0 pl = 1000 pl)
2x 1,00 ug : 10 yIFN  (+990,0 pl = 1000 pl)
2x 0,50pug : S5uIFN  (+995,0 pl = 1000 pl)
2x 0,25ug : 2,5yl FN  (+997,5 ul = 1000 pl)
2x 0,00pug : OpIFN  (+1000 pl=1000 pl)

In jedem Ansatz wurde ein vorbereitetes Coverslip fur eine Stunde bei 37°C
inkubiert, danach der Uberstand abgesogen. Die beschichteten Coverslips konnten

bei Bedarf GUber Nacht im Kuhlschrank gelagert werden.

Bakterien-Stamme

FUr die Versuche wurde der S. aureus — Labor-Stamm Cow 1 benutzt, da seine
Adhasionseigenschaften bereits sehr gut beschrieben sind. Der S. epidermidis —
Labor-Stamm Rp 62a wurde benutzt, da von diesem bekannt ist, dass er eine starke
Glycocalix-Kapsel ausbildet, was fur die Pathogenese der Endophthalmitis von

groRRer Bedeutung ist'®%.

Zunachst wurde eine Ubernachtkultur der zu testenden Bakterien in 5 ml BHI-
Bouillon bei 37°C angelegt. 10ul von Cow1, bzw. 40ul von Rp 62a wurden in einer
3h-Kultur mit 50 pl *H-Thymidin und 1 ml Muller-Hinton-Bouillon bei 27°C im Schuttel-
Wasserbad bebrutet. Jeweils 1 ml dieser Kultur wurde in ein Eppendorf-Cap
transferiert und bei 10.000 UpM flir 2 Minuten zentrifugiert. Das so entstandene
Pellet wurde in 1 ml PBS gewaschen, erneut zentrifugiert und in 1 ml PBS wieder

resuspendiert.
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Je 10 pl der gewaschenen und resuspendierten Kultur wurden in je 3 Szinti-Vials
gegeben und 2 ml Szintilationsflissigkeit zugefigt, um die cpm im B-Counter zu

bestimmen.

Zur Bestimmung der Keimzahl wurde die Kultur auBerdem in PBS verdiinnt (107, 10°
° 10°) und jeweils 100 ul dieser Verdinnungen auf Miiller-Hinton-Platten
ausgestrichen. Nach 24h bei 37°C wurden die cfu gezahlt, und auf diese Weise die

Keimzahl bestimmt.

Im Folgenden sind noch einmal die vier Ansatze detailliert dargestellt:

Ansatz | Bakterien | Gelatin | Fibronektin [ug/ml]

1 Cow 1 Ja 0,00 (0,25 |0,50 [1,00 (2,00 (4,00 8,00
2 Cow 1 Nein [0,00 [0,25 |0,50 |1,00 |2,00 (4,00 8,00
3 Rp 62a Ja 0,00 |0,25 |0,50 |1,00 [2,00 4,00 8,00
4 Rp 62a Nein (0,00 |0,25 |0,50 (1,00 |2,00 |4,00 |8,00

Bakterien-Adhasion

In 960 yl PBS (+Ca/+Mg) wurden 40 ul Bakterien Resuspension gemischt. In diese
Losung wurde jeweils ein vorbereitetes Coverslip gegeben und das Ganze bei 37°C
eine Stunde im Schittel-Wasserbad inkubiert. Danach wurde der Uberstand
abgesaugt. Nach zweimaligem vorsichtigem Waschen wurden die Coverslips zur
Messung in Szinti-Vials transferiert und 2 ml Szintilationsfliissigkeit (Rotiszint® eco

plus, Roth GmbH, Karlruhe) hinzugegeben.

Messung

Die Messung der bakteriellen Adhasion fand in einem Szintilations-Zahler statt. Hier
wurden von jeder Probe 5 Minuten lang die radioaktiven Zerfalle pro Minute (cpm =
counts per minute) gezahlt. Neben den oben genannten Proben der
Bakteriensuspension wurde jedes mal auch eine Leerprobe gemessen. Aullerdem

wurde eine definierte Anzahl von Wischproben gemessen, um zu gewahrleisten,
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dass das Arbeitumfeld frei von radioaktiver Kontamination blieb. Die relativen
bakterielle Adhasion wurde nach folgendem Vorgehen berechnet:

Zunachst wurde der Mittelwert der drei Bakterienproben abzuglich der
Hintergrundstrahlung (Leerprobe) berechnet. Da sich in den genannten
Bakterienproben 10ul, in den Adhasions-Ansatzen jedoch 40ul der Suspension
befanden wurde folgende Formel aufgestellt:

Relative Adhasion = 0,25 * Adhasionsprobe / Bakterienprobe,

wobei Adhasionsprobe und Bakterienprobe jeweils zuvor die Hintergrundstrahlung
abgezogen worden ist. Die Relative Adhasion wurde flr jedes Coverslip berechnet

und dann Mittelwerte fir jeden Ansatz berechnet.

Zwischen-Ergebnisse

Gelatin

Die Vorversuche zeigten, dass eine Vorbeschichtung mit Gelatin die bakterielle
Adhasion zu stark mindert. Eine Abfolge verschiedener Beschichtungen, wie sie im
Korper stattfindet, scheint im Reagenzglas schwer zu simulieren sein. Deswegen

wurde in weiteren Versuchen auf diesen Schritt verzichtet.

FN-Reihen
Bei S. epidermidis Rp 62a wird eine maximale relative bakterielle Adhasion bereits
bei 2 pg/ml FN-Lésung erreicht. Dieser Wert wurde fur die Fibronektin-Beschichtung

der IOL festgelegt.

3.3. Bakterielle Adhasion an Intraokularlinsen

Intraokularlinsen

Elf verschiedene Intraokularlinsen [IOL] wurden von drei Herstellern zur Verfigung
gestellt, wofir ein Kooperationsvertrag zwischen den Firmen und der Universitat
geschlossen wurde. Es kamen Linsen aus Acryl, PMMA und Silikon zur Verwendung.
Zwei Modelle waren heparinbeschichtet, eine Silikonlinse war mit Polysachariden

beschichtet. Im einzelnen waren es folgende Typen:
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Material | Hersteller |IOL Haptik @ Optik | @ gesamt | Polymer[Oberfl. Mod.]
Acrylat | *Acri.Tec |49S Platte 50mm |11,00 mm |HEMA/MMA

Acrylat | *Acri.Tec |43C-5 1-stickig [6,0 mm |10,50 mm |HEMA/MMA

Acrylat | AMO AR-40e 3-stlickig (6,0 mm |13,00 mm |EA/EMA/TFEMA
Acrylat | Corneal 600 SE 3-stuckig 6,0 mm |13,00 mm |HEMA / MMA

Acrylat | Corneal |ACR 6D SE prima | 1-stickig |6,0 mm |12.00 mm |HEMA /MMA - [HSM]
PMMA *Acri.Tec |14C 3-stickig |[7,0 mm |10,50 mm |PMMA

PMMA Corneal Phac 57 T 3-stickig |5,7 mm |12,50 mm |PMMA

PMMA Corneal New Six prima 3-stickig [6,0 mm |12,75 mm | PMMA - [HSM]
Silikon *Acri.Tec |73N-AL 3-stickig [6,0 mm |12,50 mm | PDMS

Silikon *Acri.Tec |73N-AL/B 3-stiickig 6,0 mm |12,50 mm | PDMS - [PSM]
Silikon AMO Clariflex B 3-stickig (6,0 mm |13,00 mm | PDMDPS

Alle Linsen wurden steril in ihren Original-Verpackungen geliefert. Die einzige
Ausnahme bildete hier die Corneal ACR 6D SE prima. Sie wurde als ,Reject” steril
verpackt geliefert. Von jedem Linsen-Typ wurden pro Ansatz 8 Linsen getestet. Hier
bildete die *Acri.Tec 14C die Ausnahme. Von dieser Linse wurden pro Ansatz nur 7
Linsen getestet, da anfangs nur 15 Stlick zur Verfligung standen.

Von besonderem Interesse waren drei Paarungen innerhalb des Kollektivs:

Die Corneal 600 SE ist eine 3-stuckige 6 mm-Linse aus hydrophilem Acrylat. lhre
Nachfolgerin, die aus dem selben Material besteht, tragt die Bezeichnung ACR 6D
SE. Die ACR 6D SE prima unterscheidet sich von dieser Linse durch eine
Oberflachenbeschichtung aus Heparin.

Eine ahnliche Paarung findet sich unter den PMMA Linsen noch einmal: Die Corneal
New Six prima ist die heparinbeschichtete Nachfolgerin der Corneal Phac 57 T. Vom
verwendeten Material her unterscheiden sich diese beiden Linsen nur durch das
Heparin.

Die dritte Paarung findet sich unter den Silikon-Linsen: *Acri.Tec hat mit der 73N-
AL/B einen Prototypen zur Verfugung gestellt. Hier wurde die Oberflache der 73N-AL

durch eine Beschichtung mit Polysachariden modifiziert.

Versuchsaufbau
Jeweils acht (bzw. sieben) Intraokularlinsen pro Linsen-Typ wurden in zwei

verschiedenen Ansatzen untersucht. Aufgrund der Menge der zu untersuchenden
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IOL wurde der Versuch auf vier Durchgange aufgeteilt. Dementsprechend wurden

pro Versuchstag 2 IOL im ersten Ansatz und 2 IOL im zweiten Ansatz getestet:

1. Ansatz

Um die Bakterien-Adhasion auf dem Weg von der Verpackung bis zum Auge zu
untersuchen, wurden die IOL im ersten Ansatz direkt aus der Verpackung in die
Inkubation mit den *H-markierten Bakterien ohne Albumin gegeben. Nach einer

Waschung wurde die relative bakterielle Adhasion im Szintillationszahler bestimmit.

2. Ansatz

Um die Bakterien-Adhasion im Auge zu simulieren, wurden die IOL zunachst mit
Fibronektin beschichtet. So behandelt wurden sie in die Inkubation mit den 3H-
markierten Bakterien gegeben. Um das Kammerwasser zu simulieren wurde der
Inkubationslésung in diesem Ansatz 5% Albumin zugesetzt. Nach einer Waschung
wurde auch in diesem Ansatz die relative bakterielle Adhasion im Szintillationszahler

bestimmt.

Fibronektin-Beschichtung

Wie sich in den Vorversuchen gezeigt hatte, lag die ideale Fibronektin-Konzentration
fur die Beschichtung bei 2 yg/ml PBS. Bei 11 IOL-Typen und 2 IOL pro Ansatz
wurden 2 * 11 * 2 = 44 ug Fibronektin bendtigt. Sicherheitshalber wurde von 50 ug
ausgegangen.

Wie schon im Vorversuch berichtet, enthielt die vorhandene Fibronektin-Stockldsung

eine Konzentration von 4,41 mg/ml.

4410 pg = 1000 Ml
1 ug = 0,227 ul
50 ug = 11,35 yl

11,5 pl wurden der FN-Stocklosung entnommen, mit 488,5 pl PBS auf 500 pl
aufgeflllt, sodass 50 uyg FN in etwa 500 ul der Losung entsprachen.
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In 22 sterilen Glas-Rohrchen jeweils 20 pl dieser Lésung 980 ul PBS zugegeben. In
jeden Ansatz wurde eine sterile IOL gegeben, und das Ganze fir 1 Stunde bei 37°C
inkubiert.

AnschlieRend wurde der Uberstand abgezogen.

Bakterien

Bereits am Vortag wurde eine Ubernachtkultur von S. epidermidis Rp 62a in 3 ml
BHI-Bouillon bei 37°C angelegt. 40pul dieser Kultur wurden in einer 3h-Kultur mit 50 pl
3H-Thymidin und 1 ml Muller-Hinton-Bouillon bei 27°C im Schuttel-Wasserbad
bebritet. Hiervon wurde 1 ml dieser in ein Eppendorf-Cap transferiert und bei 10.000
UpM fuar 2 Minuten zentrifugiert. Das so entstandene Pellet wurde in 1 ml PBS

gewaschen, erneut zentrifugiert und in 1 ml PBS wieder resuspendiert.

Wieder wurden je 10 ul der gewaschenen und resuspendierten Kultur in je 3 Szinti-
Vials gegeben und 2 ml Szintillationsflissigkeit zugefligt, um die cpm im pB-Counter

zU bestimmen.

Zur Bestimmung der Keimzahl wurde die Kultur in PBS verdiinnt (10, 10°, 10°) und
jeweils 100 ul dieser Verdlinnungen auf Miller-Hinton-Platten ausgestrichen. Nach

24h bei 37°C wurden die cfu gezahlt, und auf diese Weise die Keimzahl bestimmt.

Bakterien-Adhasion

1. Ansatz

In 960 pl PBS (+Ca/+Mg) wurden 40 pl Bakterien Resuspension gemischt. In diese
Lésung wurde jeweils eine sterile IOL gegeben und das Ganze bei 37°C eine Stunde
im Schittel-Wasserbad inkubiert. Danach wurde der Uberstand abgesaugt. Nach
zweimaligem vorsichtigem Waschen wurden die Coverslips zur Messung in Szinti-
Vials transferiert und 2 ml Szintillationsfliissigkeit (Rotiszint® eco plus, Roth GmbH,

Karlruhe) hinzugegeben.
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2. Ansatz

In 960 pl PBS (+Ca/+Mg) plus 5% BSA (bovines Serum-Albumin) wurden 40 pl
Bakterien Resuspension gemischt. In diese Losung wurde jeweils eine FN-
beschichtete IOL gegeben und das Ganze bei 37°C eine Stunde im Schittel-
Wasserbad inkubiert. Danach wurde der Uberstand abgesaugt. Nach zweimaligem
vorsichtigem Waschen wurden die Coverslips zur Messung in Szinti-Vials transferiert

und 2 ml Szintilationsflussigkeit hinzugegeben.

Messung

Die Messung der bakteriellen Adhasion fand in einem Szintillations-Zahler (Wallac
1410, liquid scintillation counter) statt. Hier wurden von jeder Probe 5 Minuten lang
die radioaktiven Zerfalle pro Minute (cpm = counts per minute) gezahlt. Neben den
oben genannten Proben der Bakteriensuspension wurde jedes mal auch eine
Leerprobe gemessen. Aullerdem wurde eine definierte Anzahl von Wischproben
gemessen, um zu gewahrleisten, dass das Arbeitumfeld frei von radioaktiver
Kontamination blieb. Die relative bakterielle Adhasion wurde nach folgendem
Vorgehen berechnet:

Zunachst wurde der Mittelwert der drei Bakterienproben abzuglich der
Hintergrundstrahlung (Leerprobe) berechnet. Da sich in den genannten
Bakterienproben 10pl, in den Adhasions-Ansatzen jedoch 40ul der Suspension

befanden wurde folgende Formel aufgestellt:
Relative Adhasion = 0,25 * Adhasionsprobe / Bakterienprobe,
wobei Adhasionsprobe und Bakterienprobe jeweils zuvor die Hintergrundstrahlung

abgezogen worden ist. Die Relative Adhasion wurde fir jede IOL berechnet und

dann Mittelwerte fur jeden Ansatz berechnet.



Material und Methodik 29

Statistik

Um die Signifikanz der Ergebnisse zu prifen, wurde zunachst eine Varianzanalyse
innerhalb der beiden Ansatze durchgefuhrt. Fur die Acrylat-Linsen wurde die AMO
AR40e als Standard gewahlt, da diese in der Homburger Univ.-Augenklinik zu der
Zeit der Versuche am haufigsten eingesetzt wurde. T-Tests wurden genutzt um
Ergebnisse dieser Linse mit denen der anderen Acrylat-Linsen zu vergleichen, wie
auch um die anderen IOL innerhalb ihrer Gruppen miteinander zu vergleichen.
Weiterhin wurden T-Tests durchgefuhrt um den Effekt von FN/Albumin fur jeden
Linsentyp zu prufen. SchlieRlich wurde dieser Test angewendet, um den Einfluss der

vorbeschichteten Linsenpaare (Heparin/Polysaccharide) zu bewerten.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Fibronektin - Albumin

In diesem ersten Versuch sollten die einzelnen Effekte von Fibronektin [FN] und

Albumin auf die bakterielle Adhasion untersucht werden. Tabelle 4.1. zeigt die

Ergebnisse.
Ansatz Bakterien Medium Rel. Bakt. Adh. SEM

1 S. aureus Newman PBS 2,84% 0,46%
2 S. epidermidis Rp 62a PBS 2,87% 0,33%
3 S. aureus Newman PBS / Albumin 0,09% 0,02%
4 S. epidermidis Rp 62a PBS / Albumin 0,13% 0,03%
5 S. aureus Newman PBS / Fibronektin 3,14% 0,35%
6 S. epidermidis Rp 62a PBS / Fibronektin 4,39% 0,29%

Tabelle 4.1.

Wie Abb. 4.1. zeigt bewirkt Albumin | =y v

bei S. aureus Newman eine hoch

2550%

signifikante Reduktion der

bakteriellen Adhasion an den
PMMA-Slides (***, p = 0,004). FN
dagegen steigert die Adhasion nicht
signifikant (n.s., p = 0,66). ——

PMVA-Siides PMMA-Siides / +BSA PMMA-Siides / +FN

Rel. Bakt. Adhasion

1.50%

Abb. 4.1.: Einfluss von FN und Albumin auf bakt.
Adhasion bei S. aureus Newman

Auch bei S. epidermidis Rp62a

senkt Albumin, wie Abb. 4.2. zeigt, | 5
die Adhésion hoch signifikant (***, M T
p = 0,001). FN steigert die Adhésion | ]

dagegen signifikant (**, p = 0,026).

Abb. 4.2.: Einfluss von FN und Albumin auf bakt.
Adhasion bei S. epidermidis Rp62a



Ergebnisse 31

4.2. Fibronektin-Konzentration - Gelatin

Gelatin

Die Versuche zeigten, dass eine Vorbeschichtung mit Gelatin die bakterielle
Adhasion zu stark mindert. Eine Abfolge verschiedener Beschichtungen, wie sie im
Korper stattfindet, scheint im Reagenzglas schwer zu simulieren sein. Deswegen
wurde im Hauptversuch auf diesen Schritt verzichtet.

FN-Reihen

Fur S. aureus Cow1 bestatigt sich die Aussage von Vaudaux, dass die bakterielle
Adhasion bis zu einer Konzentration von 10 pg/ml linear ansteigt (Abb. 4,4). Bei S.
epidermidis Rp 62a wird eine maximale relative bakterielle Adhasion bereits bei 2
pMg/ml FN-Losung erreicht. Dieser Wert wurde fur die Fibronektin-Beschichtung der
IOL festgelegt (Abb. 4.6).
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Abb. 4.3: Rel. bakt. Adhasion bei Cow 71 abhidngig von FN- Konzentration mit Gelatin
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Abb. 4.4: Rel. bakt. Adhéasion bei Cow 1 abhéngig von FN- Konzentration ohne Gelatin

5,00% -

4,50%

4,00% ~
3,50% -

3,00% - =

2,50%

\  — =
2,00%

1,50% | V’/

1,00% ~

0,50%

0,00%

PBS
Gelatin

Gel.+ 0,25 pg/ml
FN

Gel.+ 0,5 yg/ml FN
Gel.+ 1,0 yg/ml FN
Gel.+ 2,0 yg/ml FN
Gel.+ 4,0 yg/ml FN

Gel.+ 8,0 yg/ml FN

Abb. 4.5: Rel. bakt. Adhasion bei Rp 62a abhangig von FN- Konzentration mit Gelatin
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Abb. 4.6: Rel. bakt. Adhdsion bei Rp 62a abhéngig von FN- Konzentration ohne Gelatin
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4.3. Bakterielle Adhasion an Intraokularlinsen

Material | Hersteller | IOL Rel. bakt. Adhasion (+ SEM) | Rel. bakt. Adhasion (+SEM)
Ansatz |: original IOL Ansatz lI: FN-beschichtet
Acrylat | *Acri.Tec |49S 0,40 % (0,07 %) 1,26 % (0,21 %) (***)
Acrylat | *Acri.Tec |43C-5 1,77 % (0,30 %) 327 % (0,48 %) (*¥)
Acrylat | AMO AR 40e 0,92% (0,20 %) 1,98% (0,24 %) (*)
Acrylat | Corneal |600 SE 0,44 % (0,05 %) 0,87 % (0,10 %) (**)
Acrylat |Corneal |ACR 6D SE prima (0,29 % (0,02 %) 1,05% (0,08 %) (**)
PMMA | *Acri.Tec | 14C 1,15 % (0,14 %) 1,81% (0,20%) (™)
PMMA |Corneal |Phac57T 0,64 % (0,08 %) 1,36 % (0,15 %) (***)
PMMA | Corneal |New Six prima 0,48 % (0,08 %) 1,09% (0,12%) (***)
Silikon | *Acri.Tec | 73N-AL 0,98 % (0,23 %) 1,62% (0,22%) (n.s.)
Silikon | *Acri.Tec | 73N-AL/B 0,18 % (0,02 %) 0,54 % (0,06 %) (**)
Silikon | AMO Clariflex B 0,81% (0,19 %) 1,96 % (0,15 %) (n.s.)

Tabelle 4.2: Relative bakterielle Adhasion (+ SEM) aller getesteten IOL. Die Ergebnisse aller IOL
wurden durch die Fibronektin (FN) - Beschichtung erhoht. (n.s. = nicht signifikant; ** =
signifikant; *** = hoch signifikant)

In Tabelle 4.2 sind die Ergebnisse aller getesteten IOL in beiden Ansatzen

zusammengefasst. In Abb. 4.8 und 4.9 werden die Ergebnisse der Ansatze

verbildlicht. Die Varianzanalyse des ersten Ansatzes ergab F = 8,88; p < 0,001 . Die

des zweiten Ansatzes ergab F = 11,92; p < 0,001. Damit war die Voraussetzung

erfullt, weitere statistische Analysen vorzunehmen.




Ergebnisse 35

3,50%
Acrylat PMMA Silikon

R | e (T

3,00%

2,50%

2,00%
1,50%
1,00%
0,50% .
0,00% j -
49S

600 SE AR40¢ 43C-5 Phac 57T 14C ClariflexB 73N-AL

Rel. Bakt. Adhasion

Intraokularlinsen

Abb. 4.7: Bakterielle Adhdsion an original IOL, Ansatz | (** = signifikant, *** = hoch signifikant,
n.s. = nicht signifikant)

Innerhalb der Acrylat-Linsen wurde die AMO AR40e als Standard gewahlt, da diese
in der Homburger Univ.-Augenklinik zu der Zeit der Versuche am haufigsten
eingesetzt wurde. Im Vergleich zu dieser Linse erzielten alle Acrylat-Linsen
signifikant unterschiedliche Ergebnisse. An der *Acri.Tec 49S und der Corneal
600SE adharierten signifikant weniger Bakterien, an der *Acri.Tec 43C-5 signifikant
mehr. Unter den PMMA-Linsen blieben an der *Acri.Tec14C hoch signifikant mehr
Bakterien haften als an der Corneal Phac57T. Unter den beiden Silikon-Linsen ergab
sich kein signifikanter Unterschied. Nach den Materialien zusammengefasst zeigten
sich keine Signifikanzen. Acrylat erzielte mit 0,88% das niedrigste Ergebnis, gefolgt
von PMMA mit 0,89% und Silikon mit 0,895%.
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Abb. 4.8: Bakterielle Adhdsion an FN-beschichteten IOL, Ansatz Il (** = signifikant, *** = hoch

signifikant, n.s. = nicht signifikant)

Nach der FN-Beschichtung liegt das gesamte Adhasions-Niveau in Ansatz Il deutlich

hoher als in Ansatz |.

43C-5 diesmal sogar ein hoch signifikant hoheres Ergebnis. Innerhalb der PMMA-

Wahrend die *Acri.Tec 49S und die Corneal 600SE wieder

signifikant niedrigere Ergebnisse zeigen als die AMO AR40e, erzielt die *Acri.Tec

Linsen, wie auch unter den Silikon-Linsen, ergab sich in diesem Ansatz kein

signifikanter
Unterschied. Wenn
auch nicht signifikant,
zeigte jetzt Silikon mit
1,385% die geringste
bakterielle Adhasion,
gefolgt von PMMA mit
1,585% und Acrylat mit

1,845%.

Bei allen [OL-Typen
bewirkte die FN-
Beschichtung eine
Steigerung der
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Abb. 4.9: Vergleich der beiden Ansitze: Acrylat (A) und PMMA
(O) IOL zeigen eine signifikante Steigerung der bakteriellen

Adhasion durch Fibronektin. An Silikon-IOL (O)
Steigerung nicht signifikant.

ist diese
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bakteriellen Adhasion (Abb. 4.9). Nur bei den Silikon-Linsen war diese nicht

signifikant.

Oberflaichenmodifikationen

PMMA vs. HSM-PMMA

In beiden Ansatzen zeigte die Heparin-Beschichtung der IOL (HSM = heparin surface
modification) eine Tendenz zur Reduktion der Relativen Bakteriellen Adharenz,
welche jedoch nicht signifikant war (Ansatz |: p=0,186; Ansatz II: p=0,169). An
beiden Linsen (Corneal Phac 57T, New Six prima) steigerte sich die Relative
Bakterielle Adhasion durch die FN-Beschichtung hochsignifikant (Abb. 4.10).
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PMMA HSM-PMMA PMMA [FN] HSM-PMMA [FN]
Phac 57T New Six prima Phac 57T New Six prima
original IOL FN-beschichtete IOL

Abb. 4.10: PMMA vs. HSM-PMMA: die Heparin-Beschichtung (HSM) reduzierte die Relative
Bakterielle Adhéasion in beiden Ansétzen nicht signifikant. Die FN-Beschichtung erhéhte sie
jedoch an beiden IOL hochsignifikant (*** = hoch signifikant, n.s. = nicht signifikant).
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Acrylat vs. HSM-Acrylat

In Ansatz | reduzierte die Heparin-Beschichtung die Relative Bakterielle Adhasion
hochsignifikant (Corneal 600 SE vs. ACR6D SE prima, p=0,015).
Uberraschenderweise erfuhr diese eine nicht-signifikante Steigerung durch die
Heparin-Beschichtung in Ansatz Il (FN) (p=0,182). Erneut bewirkte die FN-
Beschichtung eine hochsignifikante Steigerung der Relativen Bakteriellen Adhasion
(Abb. 4.11).
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Abb. 4.11: Acrylat vs. HSM-Acrylat: die Heparin-Beschichtung (HSM) verringerte die
Relative Bakterielle Adhédsion in Ansatz | hochsignifikant, in Ansatz Il vermehrte sie diese
dagegen. Die FN-Beschichtung steigerte sie an beiden IOL hochsignifikant (** = signifikant,
*** = hoch signifikant, n.s. = nicht signifikant).
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Silikon vs. PSM-Silikon

Beeindruckenderweise
Relative Bakterielle Adhasion in beiden Ansatzen hochsignifikant (*Acri.Tec 73N-AL
vs. 73N-AL/B; Ansatz I p=0,004; Ansatz Il: p<0,001). Bei der einfachen Silikonlinse
(73N-AL) steigerte die FN-Beschichtung die Relative Bakterielle Adhasion nicht
signifikant, wahrend die PSM-Silikon-Linse hierdurch eine hochsignifikante
Steigerung erfuhr (Abb. 4.12).

reduzierte die Polysaccharid-Beschichtung (PSM) die

Adhasionsraten im gesamten Testfeld.

Die PSM-Silikon-Linse zeigte die niedrigsten
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Abb. 4.12: Silikon vs. PSM-Silikon: die Polysaccharid-Beschichtung (PSM) reduzierte die
Relative Bakterielle Adhasion in beiden Ansatzen hochsignifikant. Die FN-Beschichtung
steigerte sie an der einfachen IOL nicht signifikant, an der PSM-Silikon-Linse dagegen

hochsignifikant (*** = hoch signifikant, n.s. = nicht signifikant).
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5. DISKUSSION

5.1. Zusammenfassung

In der vorgelegten Studie wurden elf verschiedene Intraokularlinsen [IOL] aus
Acrylat, PMMA und Silikon, z.T. oberflachenmodifiziert, auf ihre relative bakterielle
Adhasion fur S. epidermidis untersucht, dem Keim, der sich als haufigstes Isolat
post-operativer Endophthalmitiden herauskristallisiert hat. Die IOL wurden mit
radioaktiv markierten S. epidermidis inkubiert, gespullt und die verbleibende
Radioaktivitat im Szintillationszahler gemessen. Unter der Annahme, dass die
Kontamination der IOL sowohl auf3erhalb, wie auch innerhalb des Auges stattfinden
kann, wurden zwei Ansatze durchgeflhrt. Im ersten Ansatz, welcher die Situation
aullerhalb des Auges darstellte, wurden die IOL in PBS [Phosphate Buffered Saline]
mit den Bakterien inkubiert. Im Zweiten Ansatz, der das Augeninnere simulierte,
wurden die IOL zuerst mit Fibronektin [FN] beschichtet und dann mit den Bakterien in

PBS inkubiert, dem 0,5% bovines Serumalbumin zugesetzt wurde.

5.2. Literatur

Die Ergebnisse zeigen ein enormes Potential zur Reduktion der post-operativen
Endophthalmitis auf, welches in der Modifikation der Linsenoberflache liegt.

Im wesentlichen entsprechen die Ergebnisse des ersten Ansatzes, also der
unbeschichteten |IOL, den Ergebnissen der spateren Studien, die zu diesem Thema
durchgefuhrt wurden. Tabelle 5.1 zeigt die wichtigsten.

Autor [et al.] Jahr |Methode Wichtung der Bakt. Rel. Adhésion

Portoles,M.*' 1993 [SEM HSM-PMMA < PMMA

Cusumano,A’ 1994 |SEM PMMA < Hydrogel < Silikon

Ng,E.W.*® 1996  |Quant. Kultivierung Hydrogel < PMMA

Prosdocimo,G.**  [1997  |Quant. Kultivierung PMMA < HSM(wet) < Silikon < Acryl < HSM(dry)
Schloricke,E.* 1997 PH HSM < SM-PMMA < SM-Silikon < PMMA < Silikon
Gabriel, M.M™ 1998 PH Acryl < PMMA < Silikon

Lundberg,F.* 1998 |Biolumineszenz HSM-PMMA < PMMA

Garcia-Saenz,M.C™°[2000  |Quant. Kultivierung FSM < PMMA < Hydrogel < Silikon < HSM < Acryl
Pinna,A.* 2000 |Quant. Kultivierung, SEM  [PMMA < Acryl

Kodiikian,L.” 2002 |Quant. Kultivierung Hydrogel < FSM-PMMA < Acryl < HSM-PMMA < Silikon
Kodjikian,L.”® 2003 |Biolumineszenz; SEM Hydrogel < Acryl < PMMA < HSM-PMMA < Silikon
Schauersberger,J.”'[2003  |Quantitative Kultivierung  [Hydrogel < HSM < Silikon < PMMA < Acryl

Tabelle 5.1: Ubersicht der wichtigsten Studien zur bakteriellen Adhision an IOL
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Wie aus Tabelle 5.1 hervorgeht, kann aus den vorgelegten Studien kein einheitliches
Bild gezogen werden. Dies liegt zum einen daran, dass unterschiedliche Methoden
zum Einsatz kamen, zum anderen daran, dass eine grof3e Vielzahl unterschiedlicher
IOL getestet wurde, die sich Uber zehn Jahre (1993 — 2003) standig weiterentwickelt
haben. In den meisten Studien folgte die bakterielle Adhasion der Hydrophobizitat
des Linsenmaterials. An Hydrogel, also hydrophilem Acrylat, adharierten weniger
Bakterien, wahrend an hydrophoben Materialien wie hydrophobem Acrylat, PMMA
und Silikon. Innerhalb dieser drei Werkstoffe waren die Abstufungen sehr
unterschiedlich. Erste Modifikationen der Oberflache wurden in den 90er Jahren
untersucht. Amon und Majima zeigten, dass an polierten Oberflachen weniger

Bakterien adhéarierten als an unpolierten™’.

Die Wirkung von Heparin-
beschichtungen wurde sehr unterschiedlich bewertet, wobei hier nur beschichtetes
PMMA getestet wurde. Die frihere Studien bewerten HSM-PMMA gunstiger als die
spateren. Fur heparinbeschichtetes Acrylat liegen bisher keine Studien vor.

Soweit dem Autor bekannt ist, testete Kodjikian 2002%° als einziger die bakterielle
Adhasion an IOL in vivo, indem er IOL inkubierte, die er eine Woche lang Schweinen
implantiert hatte. Kodjikians Studie ist somit die einzige, die die Fremdkdrperreaktion
des Auges einbezieht. Eine weitere Studie von Lundberg®® kommt der Simulation des
Augeninneren relativ nahe, da hier als Inkubationsmedium cerebro-spinale
Flussigkeit genutzt wurde, welche selbstverstandlich ,host factors® wie FN und
Albumin enthielt. Beide Studien umfassten jedoch nur den geschilderten Ansatz,
keinen an unbehandelten I0OL. Ein direkter Nachweis des Einflusses von
korpereigenen Faktoren auf die bakterielle Adhasion konnte also durch diese Studien
nicht erbracht werden.

Mikrobiologen wie Vaudaux und Herrmann fanden heraus, dass FN die bakterielle
Adhasion an Fremdkorpern fordert, indem es als Mediator zwischen beiden
fungiert'®**°®_ An intravasalen Kathetern aus PVC, PU und PMMA demonstrierten
sie, dass FN die bakterielle Adhasion bei S. epidermidis um das 2,2-fache, bei S.
aureus sogar um das 10- bis 50-fache steigern kann.

Kodjikian befasste sich genauer mit der Interaktion zwischen Bakterium und
Linsenoberflache®’. Er beschrieb kleine FiRchen, die S. epidermidis bei der
Adhasion ausbildet, sog. , leg-like appendages®, die er elektronenmikroskopisch

dokumentierte (Abb. 2.15). Er betonte, wie wichtig das Gleichgewicht zwischen
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physiko-chemischen Kraften, den bakteriellen Kapselproteinen und der Prasenz von
Oberflachen-Proteinen flr die bakterielle Adhasion ist. Die Ausbildung der Glycocalix
untersuchte auch Garcia-Saenz' bei S. epidermidis. Stamme, die die Fahigkeit
hatten eine Glycocalix zu bilden, adharierten an verschiedenen IOL signifikant besser
als Stamme, die diese Fahigkeit nicht hatten.

Johnston, Linnola und Saika erkundeten die Affinitat korpereigener Faktoren zu den
unterschiedlichen Linsenmaterialien, womit sie bewiesen, dass uberhaupt eine
Fremdkorperreaktion im Kammerwasser stattfindet. Ridley und viele andere nach ihm
waren noch davon ausgegangen, dass sich die IOL reaktionsfrei im Auge verhalt*.
Saika wies immunhistochemisch und elektronenmikroskopisch Proteine der
extrazellularen Matrix — Kollagen Typ LIl und IV sowie Fibronektin — auf explantierten
IOL nach®®*°. Johnston verglich in vitro die Adsorption von FN an einer PMMA-IOL
und einer Acrylat-lIOL. Nach ahnlichen Adsorptionsraten zu Beginn der Inkubation
nimmt die Acrylat-IOL nach einem Tag signifikant mehr FN auf als die aus PMMA®,
Linnola untersuchte ebenfalls immunhistochemisch die Adhasion verschiedener
Proteine, namlich FN, Vitronektin, Laminin und Kollagen Typ IV, auf verschiedenen
explantierten 10L°. Hydrophobes Acrylat adsorbierte signifikant mehr Fibronektin
und Vitronektin als PMMA und Silikon. Silikon hingegen Adsorbierte mehr Kollagen
Typ IV als die anderen Werkstoffe. Insgesamt lagerte sich auf Acrylat signifikant
weniger Protein ab als auf PMMA und Silikon. In vitro stellte Linnola die Situation

nach, indem er IOL fir eine Woche mit I6slichem FN, Vitronektin, Laminin und

Kollagen Typ IV inkubierte®. FN -

fand sich signifikant vermehrt auf o z:::m! l .l_: |
hydrophobem und hydrophilem 50001 . : .

Acrylat.  Vitronektin band am o I : e
meisten an den Silikonlinsen. 5000 1 , : r
Kollagen Typ IV adsorbierte am g i..ydw. ! e
hochsten an hydrophilem Acrylat 1OL type

(Hydrogel). Die Tabelle flr FN istin  Abb. 5.1: Adhasion von FN an verschiedenen

Abb. 5.1 dargestell. Linsenmaterialien nach Linnola

Die Rolle des FN gewann fur Linnola noch einmal an Bedeutung, nachdem er
explantierte IOL histologisch untersucht hatte®. Er fand eine Sandwich-Struktur
zwischen Linsenkapsel und IOL, die folgenden Aufbau hatte: Kapsel — FN — einlagige
Zellschicht — FN — IOL-Oberflache. Diese Struktur fand er bei 12 von 14 hydrophoben
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Acrylat-IOL, 3 von 10 PMMA-IOL, 1 von 10 Silikon-IOL und O von 4 hydrophilen
Acrylat-IOL.

5.3. Bezug zu den Ergebnissen dieser Studie

Mit den Studien der Literaturrecherche lasst sich die hier vorgelegte Studie aus
mehreren Grinden nur eingeschrankt vergleichen. In diesen Studien steht oft ein
Linsentyp eines Herstellers fur eine ganze Materialklasse. Die hier vorgelegten
Ergebnisse zeigen jedoch unter Umstanden grofere Unterschiede zwischen zwei
Linsen desselben Materials als zu einer Linse eines anderen Materials.

Der direkte Vergleich der bakteriellen Adhasion mit und ohne Einfluss von
Fibronektin und Albumin macht die vorgelegte Untersuchung einzigartig. Soweit die
Recherche ergeben hat, wurde dieser Frage im Zusammenhang mit IOL zuvor nicht
nachgegangen. Auch die vorgestellten Beschichtungen wurden in diesem
Zusammenhang zuvor nicht untersucht. Zu HSM-Acrylat exsistierten zuvor keine
Studien. PSM-Silikon wurde als Prototyp mit dieser Studie erstmals auf bakterielle
Adhasion getestet.

Betrachtet man die Ergebnisse innerhalb der beiden Ansatze fallt eine grolde
Variabilitdt innerhalb der Acrylat-IOL auf. Besonders das katastrophale Ergebnis der
*Acri.Tec 43C-5 fallt aus dem Rahmen. Beruhigend mag hier die Tatsache sein, dass
es sich bei dieser IOL um ein veraltetes Modell handelt, welches inzwischen aus dem
Handel genommen wurde. Aber gerade diese 43C-5 macht auch den Fortschritt in
der Linsenproduktion deutlich. Die beiden IOL des Herstellers *Acri.Tec 43C-5 und
49S bestehen aus demselben Material, einem Copolymer aus HEMA und MMA (s.
Kap. 2.2). Zwischen ihnen wurde jedoch die Produktion umgestellt. Wie diese
Umstellung aussieht ist leider ein Firmengeheimnis, welches nicht verraten wurde.
Das neue Acrylat, welches unter dem Namen *Acri.Lyc vermarktet wird und aus dem
die 49S bereits besteht, zeigt jedenfalls eine hochsignifikant niedrigere bakterielle
Adhasion. Fur eine Folgestudie wurden durch Kontaktwinkelmessungen die
Hydrophobizitaten der Linsenoberflachen bestimmt (s. Kap. 7.). Hierdurch lieR sich
die unterschiedliche Bakterienadhasion jedoch nicht erklaren.
Elektronenmikroskopische Aufnahmen konnten hier vielleicht weitere Aufschlisse

geben.
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Innerhalb der PMMA-Linsen Uberraschten die unterschiedlichen Ergebnisse im
ersten Ansatz. Nach der FN-Beschichtung im zweiten Ansatz war dieser Unteschied
wieder verflogen. PMMA Iasst als Monomer auch nicht die Vielfalt an
Variationsmadglichkeiten zu, wie es in der Gruppe der ubrigen Acrylate moglich ist.
Uberraschend war wiederum, wie wenig unterschiedlich die beiden Silikonlinsen
abschnitten. Immerhin bestanden sie aus sehr unterschiedlichen Silikonen, PDMS
und PDMDPS (s. Kap. 2.2), die sich in mehr als einem Punkt unterscheiden. Auf die
Eigenschaften der Oberflache scheinen sich diese Unterschiede offenbar wenig
auszuwirken.

Vergleicht man die Ergebnisse der beiden Ansatze wird die Rolle von FN in der
Biokompatibilitat der I0OL deutlich. Mit Ausnahme der Silikonlinsen zeigten alle 10OL
einen signifikanten Anstieg der relativen bakteriellen Adhasion. Gerade die

Ausnahmen sind es aber, die hier ins Gewicht fallen.

5.4. Heparin-Beschichtungen

Wahrend die Silikonlinsen hier Uberraschten, hatte man dieses Verhalten von den
heparin-beschichteten Linsen erwartet. Vaudaux hatte bereits 1992 die Reduktion
der bakteriellen Adhasion durch heparin-verwandte Dextrane an PMMA-Slides
beschrieben®. Portoles, Schloricke und Lundberg konnten diesen Effekt an PMMA-

36,41,52

IOL bestatigen , wahrend Amon und Majima beobachten konnten, dass sich an

heparin-beschichteten IOL weniger Zellen ablagerteten™’.

Bei den PMMA-IOL in der hier vorgelegten Studie bewirkt FN mit und ohne Heparin-
Beschichtung eine hoch-signifikante Steigerung der relativen bakteriellen Adhasion.
Innerhalb der Ansatze reduziert das Heparin die relative bakterielle Adhasion nicht
signifikant, zeigt also keine nennenswerte Wirkung.

Auch die Acrylat-IOL erfahren mit und ohne Heparin eine hochsignifikante Erhéhung
der relativen bakteriellen Adhasion. Im ersten Ansatz (ohne FN) reduziert die
Heparin-Beschichtung die Bakterienadhasion signifikant. Umso uberraschender ist
die steigernde Wirkung des Heparins im FN-Ansatz. Diese ist zwar nicht signifikant,
aber die Tendenz ist deutlich. Eine hydrophile Acrylat-Linse mit Heparin zu
beschichten, bedeutet einen Mechanismus doppelt zu nutzen. Wie in Kap. 2.2
beschrieben, bildet die Hydroxy-Gruppe des HEMA eine Schleife, die Wasser-

Molekule einfangt. Auch der Heparin-Effekt beruht im Wesentlichen darauf, dass sich
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um die Oberflache der Linse ein Wasserfilm bildet, der physiko-chemische Krafte
mildert. Eine Theorie ist, dass diese Verdoppelung der Hydrophilisierung sich auf das
polare FN-Molekul so auswirkt, dass es sich aufstellt, einen Burstensaum bildet, und
damit die Oberflache fur die bakterielle Adhasion vergroRert. Daher die Steigerung

der bakteriellen Adhasion.

5.5. Polysaccharid-Beschichtungen

Insgesamt war der Effekt des Heparins eher enttauschend. Umso beeindruckender
war die Wirkung der Polysaccharid-Beschichtung auf Silikon. Wie schon beschrieben
gab es keine signifikante Vermehrung der relativen bakteriellen Adhasion durch FN
an der unbehandelten Silikon-IOL, wohl aber an der Polysaccharid-beschichteten
Schwester. Hier zeigte sich sogar eine hoch-signifikante Steigerung. Relativiert wird
diese jedoch, wenn man bedenkt dass die Modifikation der Oberflache in beiden
Ansatzen eine hoch-signifikante Reduktion der relativen bakteriellen Adhasion
bewirkt. In beiden Ansatzen haben die PSM-Silikon-IOL den jeweils niedrigsten Wert
im gesamten Testfeld.
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6. PRAKTISCHE SCHLUSSFOLGERUNGEN

Linsenhersteller verwenden sehr grof3e Sorgfalt und Ideenreichtum auf die
Gestaltung der Oberflache moderner Intraokularlinsen. Wie jedoch Buddy D. Ratner
schon 1998 schrieb, wird das Auge auf jede noch so kompatible Linse mit einer
milden Fremdkdrperreaktion antworten*’. Es sei nicht das Ziel bessere Materialien
zu entwickeln, sondern diese Reaktion des Kdrpers zu modulieren. Diese Forderung
erscheint im ersten Moment zu hart. Jedoch muss die Fremdkorperreaktion immer
bedacht werden, wenn man sich mit der Vertraglichkeit von Implantaten beschaftigt.
Die vorgelegte Studie hat gezeigt, dass nach der Gestaltung bzw. Modifikation einer
Linsenoberflache durch den Hersteller im Augenblick der Implantation eine zweite
Modifikation durch das Auge folgt. Unter Umstanden kann mit dieser zweiten
Modifikation die erste hinfallig werden, wie die enttduschenden Ergebnisse der
Heparin-Beschichtungen gezeigt haben. Hier zeigt die Polysaccharid-Beschichtung,
aber auch die neueren hydrophilen Acrylate, eine sehr vielversprechende Richtung
an. Weitere Verbesserungen werden folgen. Beschichtungen antimikrobieller und

antiproliferativer Art waren denkbar. Der Weg dahin ist lang, aber die Neugier grof3 !
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