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1.) Einleitung

1.1) Keratitis

Die Keratitis ist eine durch Erreger ausgeldste oder immunologisch bedingte
Hornhautentziindung. Etwa 90 % der Keratitiden sind durch
Adenovirusinfektionen bedingt, gefolgt von Herpes simplex Virus, Enterovirus
und Bakterien. Daneben kommen Pilze und Parasiten sehr selten als Ausléser
infrage. Risikofaktoren sind Trauma, Kontaktlinsentragen, Hornhautchirurgie,
Xerophthalmie, Blepharitis, Entropium, Trichiasis, Ektropium,

Immundefektsyndrome, Diabetes mellitus und HIV [Pleyer, 2014].

Durch die Entzindung koénnen erhebliche Schmerzen auftreten. Weitere
Symptome sind gerétete, tranende Augen, Fremdkdrpergefiihl, Photophobie

und Verschlechterung der Sehschérfe.

Die Keratitis kann je nach Ursache unterschiedlich verlaufen. Es kénnen eine
oder mehrere Schichten der Hornhaut entziindet sein. Die Entziindung kann
sich auf die Oberflaiche der Hornhaut (Epithel) beschrédnken und/oder die
darunterliegende Schicht der Hornhaut (Stroma) betreffen. Wird die innerste
Schicht (Endothel) befallen, kann die Hornhaut aufquellen. Bei schweren
Verlaufen mit tiefem Hornhautulcus, der bis zur Descemet-Membran reicht,
besteht die Gefahr der Perforation [Sachsenweger, 2002]. Daher kénnen
schwere Entzindungen im Auge zu problematischen und bleibenden
Augenschadigungen bis hin zur Erblindung fluhren [Thews et al, 1999;
Sachsenweger, 2002]. Um Folgeschaden am Auge zu vermeiden, ist es nétig,
eine richtige Therapie einzusetzen. Die Therapie der Hornhautentziindung
richtet sich nach der Ursache der Entziindung [Sachsenweger, 2002].



1.2) Mykotische Keratitis

Die mykotische Keratitis ist eine durch Pilze hervorgerufene Entziindung der
Hornhaut und stellt eine bedrohliche Erkrankung fir das Auge dar. Dabei sind
die ubiquitar vorkommenden Hefe- und Schimmelpilze klinisch relevant. Sie
kommt in unseren Breitegraden im Vergleich zu feucht-warmen Klimazonen wie
in Indien oder Florida seltener vor. Sie wird meistens zu spat erkannt und ist
zudem schwierig zu behandeln. In Bereichen der Landwirtschaft und
Gartenarbeit kommt sie nach einer penetrierenden oder perforierenden
Verletzung mit organischem Material wie Erde, Schlamm, Abwasser,
Pflanzenbestandteilen, sowie Holzsplitter vor. Zu den Hauptrisikofaktoren der
Pilzkeratitis zahlen Kontaktlinsen. Kontaminierte Kontaktlinsen sind meist die
Folge einer unzureichenden Kontaktlinsenpflege, aber auch einer falschen
Handhabung der Desinfektion oder der Verwendung selbst hergestellter
Flussigkeiten, sie kdnnen eine Pilzkeratitis auslésen. Weitere disponierende
Faktoren sind vorbestehende Augenerkrankungen, lange Behandlungen mit
Kortikosteroiden oder Antibiotika, sowie systemische Erkrankungen mit
reduzierter Immunabwehr [Behrens-Baumann, 2009; Haller-Schober, 2010].

Klinik:

Die Entziindung entwickelt sich langsam und die klinischen Zeichen sind oft
unspezifisch. Dadurch kann die Diagnosestellung zu spéat erfolgen.

Anders als bei der bakteriellen Keratitis, wo sich recht schnell breite
Epitheldefekte mit nachfolgender Kraterbildung entwickeln, ist anfangs bei der
mykotischen Keratitis das Epithel noch intakt. In der Hornhaut finden sich
landkartenartige, weiBliche Infiltrate und Satellitenherde. Die Infilirate werden
mit der Pilzvermehrung dichter und gréBer. Sie sind durch die auswachsenden
Hyphen unscharf begrenzt. Im Weiteren entwickelt sich in einem
fortgeschrittenen Stadium ein Ulkus [Haller-Schober, 2010].



Weil Pilze in die Hornhauttiefe wachsen kénnen, besteht die Gefahr, dass sie in
die Augenkammer gelangen und das Augeninnere infizieren. Das
pyramidenférmige zahe Hypopyon, welches aus Pilzhyphen, Fibrin und
Leukozyten besteht, ist ein typisches Zeichen im spaten Stadium. In Abbildung
(Abb.) 1 ist ein Hypopyon abgebildet [Behrens-Baumann, 2009].

Fadenpilze wie Fusarium spp.,Aspergillus spp. und Acremonium spp. sowie in
Einzelfallen Scedosporium apiospermum und Paecilomyces lilacinus kénnen
eine mykotische Keratitis verursachen. Haufig kommen aber auch Hefepilze der
Gattung Candida spp. als Ausléser in Betracht[Behrens-Baumann, 2009; Haller-
Schober, 2010].

Abb. 1
Zentrales Infiltrat-Ringinfiltrat, Hypopyon
[Mykotische Infektion der Kornea, P. Meyer, Universitats-Augenklinik Basel, 2006]



Diagnostik:

Um Pilze nachweisen zu kénnen, werden Kulturen angelegt und Praparate des
Infiltrates nach Gram oder PAS-Reaktion geféarbt und mikroskopisch untersucht.
Bei den Kontaktlinsentragern werden zuséatzlich auch der Behélter und die
Linsen einer mikrobiologischen Untersuchung unterzogen. Anhand der
Farbepraparate lasst sich meist schon eine grobe Differenzierung zwischen
Hefe- und Schimmelpilzen durchfiihren. Entscheidend fir den Therapieerfolg
sind jedoch die Ergebnisse von Kultur und Antimykogramm [Behrens-Baumann,
2009; Haller-Schober, 2010].

Therapie:

Zur Bekampfung der Pilzinfektion werden Antimykotika verwendet, die aus
entsprechenden Infusionslésungen hergestellt werden. Zu den wichtigsten
Antimykotika gehéren Polyene wie Natamycin und Amphotericin B, Azole wie
Posaconazol, Voriconazol und Fluconazol sowie Echinocandine wie
Caspofungin, Micafungin und Anidulafungin [Al-Badriyeh et al., 2010]. Aufgrund
der Resistenzentwicklung sind alter Azole, wie Clotrimazol, Miconazol,
Ketoconazol oder ltraconazol kaum noch im Einsatz. Momentan wird als das
Mittel der 1. Wahl Voriconazol eingesetzt [Behrens-Baumann, 2009].
Antimykotika wirken auf die Zellmembran oder auf die darlber liegende
Zellwand ein [Fridkin and Jarvis, 1996; Imhof et al., 2005; Koch et al., 2005].

Die Behandlung der Infektion erfolgt lokal durch haufige Gabe von
antimykotischen Augentropfen. Wahrend der ersten 48 Stunden sollten die
Augentropfen halbstlindlich oder stindlich verabreicht werden. Damit die
Tropfen auch in tiefere Schichten eindringen kénnen, wird ein geschlossenes
Hornhautepithel mittels Abrasio corneae (Kurettage) entfernt. Durch die
topische Applikation von Amphotericin B werden zwar lokal hohe

Konzentrationen erreicht, doch wegen des groBen Molekulargewichts der



Medikamente ist die Eindringtiefe begrenzt. Deswegen sind das Offenhalten
des Epithels und die haufige Gabe unerlasslich [Behrens-Baumann, 2009,
Haller-Schober, 2010]. Allerdings kann Voriconazol aufgrund seines geringen
Molekulargewichtes, nach lokaler Applikation auch ohne Abrasio corneae die
erforderlichen Kammerwasserspiegel erreichen [Haller-Schober, 2010]

Vier bis sechs Wochen kann die Therapie der Mykose dauern, sie kann sich
aber auch Monate hinziehen. Ein langwieriger Verlauf einer Keratomykose kann
oft zu erheblichen Neovaskularisationen der Hornhaut flhren. Sie kann damit
eine optische Rehabilitation auch mittels einer Keratoplastik erschweren bzw.
sogar unmoglich machen. Um die Entzindungsreaktion abzuschwéachen oder
vollstandig zu verhindern werden  Steroide eingesetzt. Bei der
Kombinationstherapie mit Steroiden sollte die Steroiddosis nicht hoch gewahlt
werden und erst 9 Tage nach der Infektion zum Einsatz kommen, so dass es
nicht zu einer vermehrten Pilzausbreitung kommt [Behrens-Baumann W., 2009;
Haller-Schober, 2010].

Wissenschaftler untersuchen derzeit, ob die Kombination verschiedener
Antimykotika zur besseren Therapiemdglichkeit bei der Behandlung von
invasiven  Pilzinfektionen beisteuern kann. Antimykotika-Kombinationen
beinhalten eine Reihe von Vor- und Nachteilen. Sie kdnnen durch
unterschiedliche Angriffspunkte zu einer Steigerung und Beschleunigung der
Aktivitat, sowie zu einer VergréBerung des Wirkspektrums flhren. Anderseits
kénnen sie durch eine antagonistische Wirkungsweise wiederum die Effektivitat
vermindern. Durch die Kombination entstehen des Weiteren auch hdéhere
Kosten [Behrens-Baumann, 2009].

Je nach Bedarf kdnnen Antimykotika auch unter die Bindehaut bzw. in die
Vorderkammer appliziert werden. Bei einem Verdacht auf eine intraokulare
Beteiligung wird das Antimykotikum zusatzlich systemisch intravends oder oral
verabreicht. Im Falle einer Therapieresistenz oder bei einer Narbenbildung wird



eine Hornhauttransplantation durchgefihrt [Behrens-Baumann 2009; Haller-
Schober, 2010].

1.3.) Voriconazol (Viend®)

Voriconazol ist eine Triazol-Verbindung, die von Fluconazol abgeleitet ist. Sie
wirkt fungistatisch, indem sie die zytochromabhéangige 14a-Sterol-Demethylase
hemmt [Leveque, 2006], die bei der Umwandlung von Lanosterol zu Ergosterol
beteiligt ist. So hemmt sie die Biosynthese von Ergosterol. Dadurch kommt es
zu einem Anstieg an toxischen Sterolen und zu einem Mangel an Ergosterol,
welches die Pilze fir den Aufbau ihrer Zellmembran benétigen. Voriconazol
wirkt zudem fungizid. Es lagert sich in die Zytoplasmamembran der Pilze ein
und zerstort ihre Struktur, so dass Zellbestandteile austreten kénnen. In der

folgenden Abbildung ist die Strukturformel von Voriconazol dargestellt (Abb. 2).

Abb. 2

Strukturformel von Voriconazol [Henkel J., Dissertation. 2010]



In-vitro weist Voriconazol eine erhdhte Wirksamkeit gegentber Aspergillen,
Candida [Herbrecht, 2005], Kryptokokken, Blastomyceten, Histoplasmen sowie
Fusarium Arten und Scedosporium apiospermum auf [Jeu, 2003].

Voriconazol ist seit Marz 2002 in Deutschland zugelassen. Das Medikament ist
hierbei zur Behandlung von Erwachsenen und Kindern Uber zwei Jahren mit
invasiven Aspergillosen, schweren Scedosporium- und Fusarium-Infekten sowie
Fluconazol-resistenten Candida Infektionen gestattet. Voriconazol kann auch in
der First-Line-Therapie von Candidamien bei nicht neutropenischen Patienten
eingesetzt werden [Masche, 2004; Al-Badriyeh 2010; European Medicines
Agency, 2012].

1.3.1.) Pharmakokinetik

Die Applikation von Voriconazol kann oral oder intravends erfolgen. Innerhalb
ein bis zwei Stunden nach der oralen Verabreichung kdénnen maximale
Plasmaspiegel erreicht werden. Voriconazol besitzt mit 96 % eine hohe
biologische Verflugbarkeit. Unabhangig vom pH-Wert erfolgt die Resorption.
Fettreiche Nahrungsmittel kénnen jedoch die Resorption bis zu einem Drittel
abschwéachen. Der Abbau erfolgt in der Leber vorwiegend durch die Cytochrom
P450 Isoenzyme CYP2C19 und in geringen MafRen tber CYP3A4 und CYP2C9
[Masche, 2004]. Das CYP2C19 Isoenzym zeichnet sich durch einen
genetischen Polymorphismus aus. Durch diese Polymorphismen kommt es zu
individuellen Unterschieden in der Pharmakokinetik von Voriconazol. Bei 20 %
der asiatischen Bevodlkerung und 2 % der Kaukasier kann dieses Isoenzym
homozygot fehlen. Daher kdénnen bei diesen Personen hbhere
Plasmakonzentrationen und in Folge dessen mehr Nebenwirkungen und
unerwinschte Interaktionen auftreten [Scholz, 2009].

Voriconazol hat einen séattigbaren Metabolismus, so dass eine Dosiserhéhung
zu einem nichtlinearen, Uberproportionalen Anstieg der Plasmakonzentration
fihrt. Voriconazol hat eine dosisabhangige Halbwertszeit von 6-12 Stunden.



Die renale Clearance stellt bei der Elimination von Voriconazol einen zu
vernachlassigenden Anteil an der Gesamtelimination dar, so dass durch eine
Nierenfunktionsstérung die Pharmakokinetik von Voriconazol nicht beeinflusst
wird. Bei der intravendsen Applikationsform kann es jedoch zu einer
Akkumulation des Ld&sungsvermittlers Sulfobutylether-cyclodextrin (SBECD)
kommen [Jeu, 2003; Masche, 2004; European Medicines Agency, 2012].

1.3.2.) Unerwiinschte Wirkungen

Die méglichen unerwlinschten Effekte von Voriconazol betreffen vor allem drei
Bereiche, namlich erhdhte Leberfunktionswerte, Hautreaktionen und
Sehstérungen. All diese Nebenwirkungen sind in der Regel reversibel.

Bei der Behandlung mit Voriconazol traten bei etwa 20-30 % der Patienten
vorlibergehende Sehstérungen wie verschwommenes Sehen, verandertes
Farbsehen oder eine Photophobie auf. Diese Sehstérungen treten in der Regel
30 Minuten nach Applikation auf und verschwinden nach weiteren 30 Minuten
wieder. lhre Haufigkeit nimmt aber im Laufe der Therapie ab.
Hautnebenwirkungen wie Ausschlag oder Photosensibilisierung kénnen haufig
auftreten. Periphere Odeme, Magenschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen, Diarrhde,
Pyrexie, Kopfschmerzen sowie Leberenzym- und Bilirubinerh6hungen kommen
sehr haufig vor. Selten kénnen schwere Hautreaktionen wie Stevens-Johnson-
Syndrom, toxische epidermale Nekrolyse, Cheilitis oder Erythema multiforme
auftreten. In wenigen Fallen kénnen nach intravendser Verabreichung
anaphylaktoide Reaktionen vorkommen [Masche, 2004; Pfizer
Gebrauchsinformation 2010; European Medicines Agency, 2010].

Verglichen mit dem Amphotericin B sind die Nebenwirkungen von Voriconazol
zu vernachlassigen. Es besitzt keine Nephrotoxizitat und ist damit auch dem
liposomalen Amphotericin B deutlich Gberlegen [Espinel-Ingroff et al., 2008].



1.3.3.) Interaktionen

Eine Vielzahl von Medikamenten interagiert tGber Cytochrom P450 mit dem
Abbau von Voriconazol. Sie kénnen durch Inhibierung oder Induktion die
Konzentration des Wirkstoffes relevant beeintrachtigen.

Eine starke Abnahme verursachen Cytochrom-Induktoren wie das Antibiotikum
Rifampicin und Antiepileptika. Voriconazol und seine Hauptmetabolite hemmen
die Cytochrome CYP2C19, CYP2C9 und CYP3A4 und kdnnen so die
Plasmaspiegel von Substanzen, die lber diese Zytochrome abgebaut werden,
stark erhdhen. Dies betrifft Immunsuppressiva, Ciclosporine, orale
Antikoagulantien, Sulfonylharnstoffe, Benzodiazepine und einzelne Statine [Jeu
et al., 2003; Purkins et al, 2003; Masche, 2004].

1.3.4.) Dosierung und Verabreichung

Voriconazol (Vfend®) ist als Lyophilisat zur Infusionsherstellung (200 mg pro
Flaschchen) und als Tabletten zu 50 und 200 mg erhaltlich. In den kleinen
PackungsgroBen ist Vfend® kassenzulassig [Masche, 2004].

Am ersten Behandlungstag soll eine Dosis von 2-mal 6 mg/kg intravends oder
400 mg oral gegeben werden. Nach 24 Stunden kann die Dosis auf zweimal
taglich 4 mg/kg bzw. auf 200 bis 300 mg oral reduziert werden. Bei Personen
unter 40 kg halbiert sich die orale Dosis. Die Erhaltungsdosis wird bei einer
verminderten Leberfunktion um die Halfte reduziert. Bei einer Niereninsuffizienz
sollte die orale Gabe von Voriconazol bevorzugt werden, da es in dieser Form
kein  Sulfobutylether-cyclodextrin  (SBECD) enthalt. Um eine mdgliche
Phototoxizitdt zu vermeiden sollten die Patienten, auf einen ausreichenden
Sonnenschutz achten [Masche, 2004].

Teratogene Wirkungen waren in Tierversuchen zu erkennen. Daher ist
Voriconazol in der Schwangerschaft zu vermeiden. In der Stillzeit und bei
Kindern unter zwei Jahren ist die Anwendung nicht geprift [Masche, 2004].
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Vfend® darf bei Patienten, die allergisch gegen Voriconazol oder andere
sonstigen Bestandteile sind, nicht angewendet werden. Auch Patienten, die
Terfenadin, Cisaprid, Pimozid, Chinidin, Rifampicin, Carbamazepin,
Phenobarbital, Ritonavir, Sirolismus, Johanniskraut und hochdosiertes
Efavirenz nehmen, dirfen Vfend® nicht verwenden, da diese Medikamente mit
Voriconazol interagieren und so die Wirkung von Voriconazol negativ
beeinflussen kénnen [Pfizer Gebrauchsinformation 2010; European Medicin
Agency, 2012].

1.4.) Sulfobutylether Cyclodextrin (SBECD)

SBECD ist ein Cyclodextrin (CD) mit sieben Glucoseeinheiten. Sie ist in dem
Medikament Vfend® als Zusatzstoff mit enthalten.

Cyclodextrine sind Glucose-Ringe, die lipophile Stoffe in ihrem Inneren
einschlieBen  kdnnen. Die  Cyclodextrine sind a-1-4  verknipfte
Glucoseeinheiten, die einen Hohlraum im Inneren bilden. Darin kénnen sie
labile Molekule einschlieBen und sie so stabilisieren oder destabilisieren. Der
Hohlraum der Cyclodextrine ist sehr unpolar, die AuBenflache dagegen besitzt
eine ausgepragte Polaritat. Dadurch kdnnen sie die Léslichkeit der lipophilen
Substanzen deutlich verbessern [Klein und Zéller, 2008].

Cyclodextrine werden in Arzneimitteln eingesetzt um Reizungen von
physiologischen Barrieren, wie zum Beispiel der Netzhaut des Auges, zu
vermindern oder zu vermeiden. Durch den Einsatz von Cyclodextrinen werden
die Stoffe weniger empfindlich gegenlber Licht, Hitze, Sauerstoff und
Luftfeuchtigkeit, sie dienen als Stabilisatoren und erhéhen somit die Haltbarkeit.
Zudem verbessern sie die Ldslichkeit schwer léslicher Arzneistoffe und fihren
SO zu einer besseren Bioverflgbarkeit [Brewster and Loftsson, 2007; Klein und
Zoller, 2008].
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Die Cyclodextrine werden mithilfe von bakteriellen Enzymen durch den Abbau
von Starke hergestellt. Da die natirlichen Cyclodextrine nur eine begrenzte
|I6sungsvermittelnde Eigenschaft besitzen, wurden deshalb Derivate hergestellt,
die eine bessere Wasserldslichkeit bewirken kdnnen [Klein und Zéller, 2008].

Fir die Augentropfen werden hauptsachlich nur die gut I6slichen CD-Derivate
eingesetzt, wie zum Beispiel das SBECD [Klein und Zéller, 2008].

Aufgrund der hohen Molmasse und der Hydrophilie bleiben die Cyclodextrine
nach der Applikation in der Tranenflissigkeit. So kénnen sie die schlecht
l6slichen Arzneistoffe in Lésung halten bis sie ihn an der Hornhaut aus ihrem
Hohlraum entlassen kénnen. Dann kann der Arzneistoff in das lipophile
Hornhautepithel eindringen [Klein und Zdller, 2008].

Cyclodextrine besitzen aber auch negative Effekte am Auge. Es kann nicht
vollig ausgeschlossen werden, dass sie sich in die Hornhaut einlagern oder
diese durch Herausldsen von Cholesterin und Phospholipiden schadigen. Auch
starke Interaktionen mit Konservierungsstoffen wurden nachgewiesen
[Rajewski, 1996; Klein und Zéller, 2008].

Mittlerweile konnten diese negativen Effekte durch Anpassung der
Konzentrationsverhaltnisse von Arzneistoff, CD und der weiteren Hilfsstoffe
weitgehend ausgeschlossen werden [Klein und Zdller, 2008]. Dennoch sind
weitere intensive Studien zur Sicherheit der CD-Derivate notwendig um eine
gefahrlose lokale Behandlung mit Cyclodextrinen am Auge zu gewahrleisten
[Klein und Zdller, 2008].
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1.5.) Zielvorstellung und Hinflihrung zum Thema

Bei der systemischen Applikation von Medikamenten ist eine hdéhere Dosis
erforderlich, um die Blut-Netzhaut- und Blut-Kammerwasser-Schranke zu
Uberwinden. Dadurch erhdht sich die Gefahr von mdglichen systemischen

Nebenwirkungen.

Durch lokale Applikation von Medikamenten wird versucht, die denkbaren
systemischen Nebenwirkungen so gering wie méglich zu halten. So kénnen
maximal mdgliche Konzentrationen in den gewinschten Bereichen erreicht
werden, ohne den Organismus dabei gro3 zu belasten. Der Leberstoffwechsel
kann so Ubergangen werden, und das betroffene Gebiet/Organ kann lokal
besser und schneller erreicht werden als bei der systemischen Gabe.
AuBerdem ist die Applikation als Augentropfen einfach und meistens
schmerzlos fur die Patienten [Al-Badriyeh et al, 2010]. Voriconazol

Augentropfen werden aus der Injektionslésung hergestellt.

Die derzeit auf dem Markt zur Verfigung stehenden Antimykotika wurden
primar far die systemische Applikationsform entwickelt und sind nur dafar
zugelassen. Natamycin ist das einzige Antimykotikum auf dem deutschen
Markt, das fir die lokale Applikation zugelassen ist. Es war wegen der geringen
1 %-igen Konzentration am Tiermodell nicht wirksam [Al-Badriyeh et al., 2010].
Obwohl Voriconazol nur fir die systemische Behandlungsweise zugelassen ist,
wird sie trotzdem Off-Label als Augentropfen am Patienten verwendet [Al-
Badriyeh et al., 2010; Han et al., 2011].

Die topische Therapie birgt dennoch die Gefahr einer hohen lokalen
Wirkstoffkonzentration mit der Mdglichkeit der potentiellen Schadigung [Forbes,
2000; Bertelmann et al., 2003; Burstein und Anderson, 1985; Hopkins und
Pearson, 2007; Yoérik, 2009]. Aus diesem Grund sind die Klarung der

Biokompatibilitat und die Ermittlung der Toxizitatsgrenze von Voriconazol
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unerlasslich und von hoher Wichtigkeit, um sowohl dem Patienten als auch dem
behandelnden Arzt mehr Sicherheit zu geben.

Das Ziel dieser Arbeit ist daher die Klarung der mdéglichen Toxizitat von
Voriconazol (Vfend®) und seines Tragerstoffs SBECD. Es gingen bereits
verlassliche Untersuchungen zur Wirksamkeit und Toxizitdt von Voriconazol
und SBECD voraus. Nach derzeitigem Wissensstand gibt es aber noch keine
Bestimmung der Toxizitdtsgrenze von Voriconazol an primdren humanen
kornealen Epithelzellen. Diese Zellen werden daher in der vorliegenden Arbeit
in den Versuchen eingesetzt.
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2.) Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1.) Verbrauchsmaterialien

¢ 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium Bromid (MTT),Sigma #
5655(Sigma, Deutschland, Steinheim)

¢ 4’6’-diamidino-2-phenylindole (DAPI),Invitrogen # D1306 (Gibco, Invitrogen,
Deutschland, Karlsruhe)

¢ Absolutes Ethanol, Merck # UN 1170 (Merck, Deutschland, Darmstadt)

¢ Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/F12 (D-MEM/F12), GIBCO # 31885-
023 (Gibco, Invitrogen, Deutschland, Karlsruhe)

¢ D-PBS (ohne Ca?" und Mg?), GIBCO # 14190-094 (Gibco, Invitrogen,
Deutschland, Karlsruhe)

¢ Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat, Merck, # A414386 (Merck,
Deutschland, Darmstadt)

¢ Dimethylsulfoxid (DMSQO), Merck, # 102950 (Merck, Deutschland,
Darmstadt)

¢ Essigsaure (100 %), Merck, # 100063 (Merck, Deutschland, Darmstadt)

¢ Fetales Kalberserum (FCS), GIBCO, # 10270-106 (Gibco, Invitrogen,
Deutschland, Karlsruhe)

¢ Paraformaldehyd (4 %, PFA in PBS), Merck # 104005 (Merck, Deutschland,
Darmstadt)

¢ Penicillin/  Streptomycin, GIBCO # 15070-063 (Gibco, Invitrogen,
Deutschland, Karlsruhe)

¢ Propidium lodide, Sigma # (Sigma, Deutschland, Steinheim)

¢ Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), Serva, # 20783 (Serva Feinbiochemica
GmbH, Deutschland, Heidelberg)

¢ Trypsin/ EDTA (0,05 % Trypsin, 0,02 % EDTA), GIBCO, # 25200-720
(Gibco, Invitrogen, Deutschland, Karlsruhe)
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¢ Viability/ Cytotoxicity Kit (EthD-1, Calcein AM,PBS), Invitrogen, # 41599A,
L3224353495 (Gibco, Invitrogen, Deutschland, Karlsruhe)

Viend® und SBECD

Voriconazol (Vfend®) und SBECD wurde von der Firma Pfizer (Vfend®, Pfizer
Inc. New York NY) bezogen. Voriconazol wurde als reine Pulverform verwendet
und in einer Konzentration von 10 mg/ml (1 %) mit sterilem Wasser hergestellt.
Die Verdunnung erfolgte mit Medium.

Humane korneale Epithelzellen

Bei den verwendeten humanen kornealen Epithelzellen handelte es sich um
primare Zelllinien. Die Epithelzellen wurden freundlicherweise von Prof. Dr.
Efdal Yoéruk, von der Hornhautbank Tiabingen zur Verfligung gestellt. Die
Primarkulturen der kornealen Epithelzellen wurden von den Hornhauten
mehrerer Hornhautspender (nach Einverstandnis durch die Angehdrigen)
gewonnen. Die Verwendung des menschlichen Materials erfolgte geman den
Richtlinien der Ethikkommission der Universitatsklinik Ttbingen.

2.1.2.)Reagenzien

¢ 12, 24 u. 96 Well Platten, Costar# CL S3997-50EA (Sigma-Aldrich, USA,
Missouri)

¢ Deckglaser (£ 13 mm), Menzel, # 4714884 (Menzel, Deutschland,
Braunschweig)

¢ Deckglaser (£ 18 mm), Menzel, # 9161062, CB00180RA1(Menzel,
Deutschland, Braunschweig)
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Millex GS 0,22 ym und 0,45 um Sterilfilter, Millipore, Billerica, MA, #
SLGSOS33SS (Millipore Corporation, USA,Billerica)

Petrischale, (Greiner bio-one, Deutschland, Frickenhausen)

PP-Test tubes=Plastikréhrchen (15 ml, steril), Greiner bio-one, Cat. No.#
188271 (Greiner bio-one, Deutschland, Frickenhausen)

Pippettenspitzen (20 ul, 100 pl, 1000 pl), (Greiner bio-one, Deutschland,
Frickenhausen)

Skalpell, Aesculap Division (Aesculap AG, Deutschland, Tuttlingen)

Spritzen (10 ml, 20 ml) (Greiner bio-one, Deutschland, Frickenhausen)

Zellkulturflaschen Cellstar (Greiner bio-one, Deutschland, Frickenhausen)

2.1.3.) Gerate

® & & 6 6 O O O O O o O > o o o

ELISA-Reader, SLT 400 ATX

Magnetrihrer, Heidolph; Reax 1R

Zeiss Axiovert 135

Zeiss Axioplan 2

Multikanalpipetten, Eppendorf
Neubauer-Zahlkammer, Neubauer - Assistent
Pipetten, Eppendorf

Schuttelmaschine far die Mikrotiterplatten, CAT SH 26
Waage, Sartorius LA 120 S

Wasserbad, GFL

Zellkulturschrank/ CO2-Inkubator, Heraeus (Thermo Elektron Corporation)
Zentrifuge, Heraeus Biofuge fresco

Kihlschrank

Autoklavierbare Dispencer

Halbautomatische Absaugsysteme

Lammer-Air Flow Werkbank
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2.2.) Methoden

2.2.1.) Gewinnung von menschlichen Hornhautepithelzellen

Die Isolierung und Kultivierung der Zellen erfolgte unter der Werkbank. Zu
Kultivierung von kornealen Epithelzellen wurden Biopsate mit einer Stanze vom
Limbus corneae gewonnen und mit 3 mg/ml Dispase Il fir 1 Stunde bei 37 °C
inkubiert. AnschlieBend mit 0,25 % Trypsin/EDTA behandelt und fir 15 Minuten
in einer Petrischale bei 37 °C weiter inkubiert.

Nach den 15 Minuten wurde mit Kulturmedium dberschichtet. In einem
Inkubator wurden die Zellen bei 37 °C, 5 % CO. und 95 % Luftfeuchtigkeit in
Zellkulturflaschen gezlchtet und kultiviert. Dreimal pro Woche wurde ein
Mediumwechsel durchgefthrt. Etwa eine Woche spéater wuchsen aus diesen

Explantaten die Epithelzellen heraus.

2.2.2.) Subkultivierung/Passagieren der Zellen

Adhéarente Kulturen muissen zuvor enzymatisch und mechanisch von der
Unterlage abgeldst werden bevor die gewlinschte Zellzahl eingestellt und die
Zellen in ein neues Zellkulturgefal Gberfuhrt werden kénnen.

In der Regel werden die Zellen bei einer Konfluenz von ca. 70-80 % passagiert,
da sonst bei steigender Zellzahl sowohl das Nahrstoffangebot als auch der pH-

Wert des Mediums sinkt und so eine unginstige Bedingung entsteht.

Wenn die Kultur Gber den Punkt der Konfluenz hinaus kultiviert wurde, konnten
vereinzelt Zellcluster beobachtet werden. Solche Zellcluster sind ein Anzeichen
fur ein baldiges Absterben der gesamten Kultur, da es zu einer Kontaktinhibition
durch die Epithelzellen kommt. Dies kommt deswegen zu Stande, weil der Platz
fir eine Zellvermehrung fehlt [Lindl, 2002; Schmitz, 2011].
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Unmittelbar vor Erreichen der vollstandigen Konfluenz wurden die Zellen zur
Subkultivierung mit PBS-Puffer gewaschen. Da das Aktivitatsoptimum vom PBS
und Trypsin bei 37 °C liegt, wurden sie zuvor kurz vor dem Gebrauch im
Wasserbad auf 37 °C erwarmt.

Dabei wurde zuerst das alte Medium ohne den Zellrasen zu berihren
abgesaugt. AnschlieBend erfolgte das Waschen des Zellrasens mit etwa 10 ml
der vorgewarmten PBS-Lésung. Dabei wird PBS nicht direkt auf die Zellen
gegeben, sondern auf den Flaschendeckel. Danach wurde das PBS
geschwenkt und abgesaugt.

Als nachstes wurde zum Ablésen der Zellen vom Flaschenboden 1 ml
Trypsin/EDTA direkt auf die Zellen gegeben und durch Schwenken am
Flaschenboden verteilt. AnschlieBend wurde das Ganze fir 2-3 min bei 37 °C in
den Brutschrank gestellt.

Nach Ablauf der Zeit wurde die Flasche herausgenommen und durch kraftiges
schwenken, und zusétzliches Klopfen an der Flasche wurden die Zellen vom
Boden gelést. Das Ablésen des Epithelzellrasens vom Boden der Kulturflasche
konnte mit dem bloBen Auge betrachtet werden. Um dennoch zu kontrollieren,
ob sich die Zellen auch vollstandig vom Flaschenboden gelést hatten, wurde die
Ablésung unter dem Mikroskop Uberprift. Im Idealfall waren einzelne runde
Zellen sichtbar, die frei im Medium flottierten.

Die Enzymreaktion wurde durch Zugabe von 10 ml serumhaltigem Medium
gestoppt. Durch behutsames Auf- und Abpipettieren und anschlieBender
Filterung wurden mdégliche Zellcluster beseitigt, diese wirden sonst die
Zelldichte negativ beeinflussen. Dabei musste ein Aufschdumen und
Blasenbildung  vermieden  werden. Im  Anschluss erfolgte die
Zellzahlbestimmung in der Neubauer-Zahlkammer [Lindl, 2002; Schmitz, 2011].
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Far unsere Versuchsreiche wurden die humanen kornealen Epithelzellen der
dritten Passage verwendet. Daher wurden die nicht verwendete
Zellsuspensionen zur Subkultivierung je nach Zellzahlkonzentration, als 1-2,5
ml Portionen in die Zellkulturflasche gegeben und bis zur 15 ml Marke mit
Dulbecco’s Modified Eagle's Kulturmedium/F12 aufgefillt und im Brutschrank
liegend bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Jeden zweiten

Tag wurde das Medium gewechselt.

2.2.3.) Zellzahlbestimmung

Mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer erfolgte die Zellzahlbestimmung. Die
Neubauer-Zahlkammer ist eine Glasplatte mit den MaBen 3*8*5 cm. Sie besitzt
quadratische Felder mit definierter GréBe. Die Zellzahl pro Volumeneinheit
errechnet sich durch die Auszahlung der auf den Zahlfeldern liegenden Zellen.
Die Neubauerzahlkammer besteht aus neun GroBquadraten wobei jedes
GroBquadrat eine Flache von 1 mm? hat. Bei einer Tiefe von 0,1 mm ergibt dies
ein Volumen von 0,1 pl. Die Zahlkammer wird durch ein plangeschliffenes,
geeichtes Glasdeckglaschen abgedeckt [Lindl, 2002; Schmitz, 2011].

Zu Beginn wurde die Zahlkammer und das dazugehdrige Deckglas mit Ethanol
gereinigt werden. Dann wurde das Deckglas durch Anhauchen befeuchtet und
auf die Zahlkammer gelegt. Wenn das Deckglas richtig angelegt ist werden
Newton’sche Ringe, sogenannte Interferenzfarben sichtbar. Diese zeigen, dass

die Tiefe der Z&hlkammer richtig eingestellt ist (0,1 mm).

Es folgte die Fillung der Zahlkammer mit der Zellsuspension. Dafiir wurde die
Pipette jeweils an die beiden offenen Kanten der Z&hlkammer gesetzt und 20 pl
der Zellsuspension wurden aufgetragen. Durch die Kapillarkrafte wurde die
Suspension dann in den Zwischenraum zwischen Kammer und Deckglas
gesaugt. Die Kammer darf dabei weder Uber- noch unterflllt werden, da sonst
Oberflachenspannungen das Volumen der Kammer verandern kénnen.
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AnschlieBend wurde die Zahlkammer unter das Mikroskop gelegt und so lange
bewegt, bis die Einteilungslinien der Kammer sichtbar wurden.

Nun mussten vier groBe Quadrate mit je 1 mm?ausgezahlt und der Mittelwert
errechnet werden. Dabei war es wichtig, dass die Zellen auf den Linien nicht
zweimal gezahlt wurden. Dieses Problem kann zum Teil dadurch behoben
werden, dass nur die Zellen mitgezahlt werden, die oben und links vom

Betrachter auf den Linien liegen.

Um die Zellzahl zu berechnen wurde der Mittelwert aus den vier GroBquadraten
mit 10* multipliziert. Dies ergab die Zellkonzentration pro Millimeter. Das
Volumen der Zellsuspension multipliziert mit der Zellzahl ergab dann die
Gesamtzahl. Der Verdinnungsfaktor der Zellsuspension wurde dabei

mitbertcksichtigt.

Die gewiinschte Zellzahl bei einer 96 Well-Platte ist 1*10° Zellen/ml,
1*10* Zellen/Well, 100pl/Well

2.2.4.) Ausséaen der Zellen

Nach der Zellzahlbestimmung wurde die Zellsuspension in einen Urinbecher
umgeflllt und mit Medium auf die gewlnschte Zellzahl verdinnt. Diese
Zellsuspension wurde dann auf die 96-Well-Mikrotitierplatten (Abb. 3) mit
flachem Boden ausgesat. Daflir wurde mit der Pipette in jedes Well 100 ul

dieser Suspension pipettiert.

Vor der Uberfiihrung der Zellsuspension in die 96-Well-Platte musste eine
gleichmaBige Verteilung der Zellen gewahrleistest werden. Die Durchmischung
erfolgte durch das wiederholte Aufziehen der Zellsuspension mit der Pipette im

Reservoir.
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Abb. 3

Skizze einer 96-Well-Mikrotitierplatte (Costar®)

Die auBeren Wells der 96-Well-Platen, die einer gréBeren Verdunstung
ausgeliefert waren, wurden mit 100 pl Kulturmedium beftllt. Dadurch wurde ein
Austrocknen der duBBeren Wells vermieden. Diese Platten (Abb. 3) wurden dann
24 Stunden bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % relativer Luftfeuchte kultiviert und

waren nun fir die folgenden Versuche einsatzbereit.
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2.2.5.) Herstellung der Konzentrationsreihen

Folgende Konzentrationsreihenwurden hergestellt:

1.)Voriconazol-Konzentrationen 2.) SBECD- Konzentrationen
2 mg/ml 32  mg/ml
1 mg/ml* 16 mg/ml*
0,5 mg/ml 8 mg/ml
0,3 mg/ml* 4,8 mg/ml*
0,1 mg/ml 1,6  mg/ml
0,05 mg/ml* 0,8 mg/ml*
0,025 mg/ml 0,4 mg/ml
0,005 mg/ml 0,08 mg/ml
0,001 mg/ml* 0,016 mg/ml*

Far die Live-Dead-DAPI Farbung und die Phasenkontrastmikroskopie wurden

nur die mit Sternchen (*) markierten Konzentrationen verwendet.

Die Konzentrationsreihnen wurden unmittelbar nach dem Aussden der Zellen
erstellt. FUr die Herstellung der Verdinnungsreihen wurde Kulturmedium
verwendet. Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden diese in kleine
verschlieBbare, sterile R6hrchen geflllt und im Kihlschrank gelagert. Kurz vor
der Durchfihrung der Tests wurden sie aus dem Kuhlschrank geholt und im
Wasserbad auf 37 °C erwarmt, bevor sie mittels Pipette auf die adhéarenten
Zellen in der Mikrotitierplatte gegeben wurden.

Je Well wurde 100 pl der entsprechenden Substanzkonzentration oder des
Kontrollmediums zugegeben. Dabei wurden pro Substanzkonzentration und
Kulturmedium jeweils 6 Wells gefullt.

Es wurden jeweils zwei Platten mit Zellen ausgesat eine flr die Voriconazol-
und die andere fur die SBECD-Konzentrationen. Fir die Kontrolle wurden pro
Platte jeweils 6 Wells mit je 100 ul Kulturmedium gefullt. Die auBeren Wells der
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Mikrotitierplatte wurden nicht mit Zellen ausgesat, sondern nur mit Medium

versehen, um das Verdampfen des Volumens zu verhindern.

2.2.6.) MTT-Test

An dieser Stelle wird das in unseren Versuchen verwendete Verfahren, der
MTT-Test zur Bestimmung der metabolischen Aktivitat der Zellen, vorgestellt.
Es gibt verschiedene Méglichkeiten, die Vitalitat einer Zelle zu bestimmen. Fr
unsere Zwecke war der MTT-Test besonders geeignet. Es kann vor allem
einfach photometrisch bestimmt werden.

Zur Bestimmung der Vitalitdt von Zellen wurde der MTT-Test nach T. Lindl
durchgefuhrt [Lindl, 2002]. Mit dem MTT-Test wird die Aktivitdt von den
mitochondrialen Dehydrogenasen in lebenden Zellen bestimmt, unabhangig
davon ob diese zu diesem Zeitpunkt DNA synthetisieren oder nicht.

FOr den MTT-Test wurden die zuvor vorbereiteten 96-Well-Mikrotitierplatten mit
dem Zellmonolayer nach 24-stindiger Kultivierung aus dem Brutschrank geholt.
Ohne den Zellrasen zu berlGhren wurde dann das Kulturmedium vorsichtig
abgesaugt und durch 100 ul klare Arzneistofflésung Voriconazol oder SBECD in
verschiedenen Konzentrationen, die zuvor gevortext wurden, ersetzt.

AnschlieBend wurden die Zellen fir 22 Stunden im Brutschrank inkubiert.

Nach Ende der Inkubationszeit wurden 10 pl der MTT-Test Lésung Nr. 1 (5 mg
MTT/ml PBS) in jedes Well hinzugegeben. Zuvor wurde die MTT 1 Lésung, im
Wasserbad auf 37 °C erwarmt. Damit sich die MTT-Lésung in den Wells
gleichmaBig verteilen kann, wurden die Platten vorsichtig geschdttelt.

Dann wurden die Platten wieder flr zwei Stunden in den Brutschrank gelegt.

Die im Mitochondrium lokalisierten Dehydrogenasen von lebenden Zellen
kénnen Tetrazolium Salze reduzieren. Die schwach gelb gefarbte MTT-L6sung
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Nr. 1, (3-(4,5 Dimethylthiazol-2-yl-)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid) dringt in die
Zellen ein, woraufhin die aktiven mitochondrialen Dehydrogenasen den
Tetrazolium-Ring aufbrechen. Es entsteht als Reduktionsprodukt das
alkohollésliche, dunkelblaue Formazan. Fir diese Reduktionsreaktion (siehe
Abb. 4) werden funktionsfahige Mitochondrien bendtigt. Intakte Mitochondrien
befinden sich nur in lebenden Zellen, sie werden bereits kurz nach dem

Absterben der Zelle inaktiviert [Mosmann, 1983].

Substrat NAD(F) Reduzierte Form des Tetrazoliumsalz

Elektronenibertragers
Dehydrogenase
Oxidiertes

Substrat NAD(PH Elektonenibertrager Formazanfarbstoff

Abb. 4
MTT-Stoffwechsel, Reduktion des MTT-Reagenz in schwerlésliches Formazan-Salz
(Modifiziert nach T. Lindl, 2002).

Nach Ablauf der Zeit wurde vorsichtig der Uberstand abgesaugt und 80 pl der
MTT-Test-Ldésung Nr. 2 in jedes Well pipettiert. Dimethylsulfoxid (DMSQO) und
Sodiumdodecylsulfat (SDS) wurden hier zum Lysieren der Zellen eingesetzt,
aber auch um das Formazan freizusetzen und es in dieser gelésten Form zu

halten.

Nach einer finfminitigen Ruhephase wurden die Platten vorsichtig erneut
geschuttelt. Der nun entstandene Farbumschlag von gelb nach lila blau zeigte,
dass Formazan entstanden war. Mit dem Elisa Reader wurde die Intensitat der
alkoholischen  Formazan-Konzentration  photometrisch  bestimmt.  Die
Testwellenldange war 570 nm und die Referenzwellenldnge 680 nm. Dabei ist
die Intensitat des Farbstoffs proportional zur Anzahl der metabolisch aktiven
Zellen. So kann relativ einfach die Vitalitat der Zellen bestimmt werden, da die
gemessene Absorption des Formazans ein Maf fiir die Stoffwechselaktivitat der
Zelle liefert [Mosmann, 1983; Frank 2010]. In dem folgenden Schema (Abb. 5)
unten wird zu Verdeutlichung kurz der Ablauf des MTT-Tests dargestellt.
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Ablaufschema MTT-Test an Monolayer

Zellmonolayer im Medium

4+

Medium absaugen

+ /
Epithelzellmonolayer Zelmonolayer —
Zugabe von 100 pl
der zu testenden Substanz
(verschiedene Konzentrationen
von Voriconazol/SBECD/Medium
als Kontrollsubstanz,
pro Konzentration 6 Wells)

Inkubation von 22 Stunden bei
37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchte

+
Zugabe von 10 pl der
MTT-Test-Lésung Nr. 1 ‘ \
Inkubation von 2 Stunden bei

37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchte

+ /
Lésung absaugen
+
Zugabe von 80 pl der
MTT-Test-Losung Nr. 2
Inkubation fiir 5 Minuten ‘ /=’ \
bei Raumtemperatur,

anschlieBend leicht
schutteln

+
Photometrische Messung
mit dem ELISA-Reader bei
Testwellenlange 570 nm
Referenzwellenlange 680 nm

Abb. 5

Ablaufschema MTT-Test an Epithelzellmonolayer
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2.2.7.) Life-Dead-Test in Kombination mit der 4‘6-diamido-2
phenylindol-Farbung (DAPI)

Lebende und tote Zellen kénnen unter Einsatz der Life-Dead-Farbung mit
Fluoreszenzfarbstoffen differentiell dargestellt werden. Dieser Test soll das
Ergebnis des MTT-Tests bestatigen und zeigen, ob und wie stark Voriconazol
im Vergleich zur Kontrolle toxisch wirkt. Mittels des Life-Dead-Tests kdnnen
unter dem Fluoreszenzmikroskop durch die Esterase-Aktivitdt und der
Plasmamembran-Integritat der kornealen Epithelzellen, tote und lebende Zellen
durch unterschiedliche Farbung sichtbar gemacht werden. Der Test wurde zu
besseren Darstellung der Zellen mit einer anschlieBenden DAPI-Farbung der
Zellkerne kombiniert durchgefihrt.

Die intrazellulare Esterase-Aktivitat der lebenden Zellen kann durch
enzymatische Umwandlung sichtbar gemacht werden. Daflr wird Calcein AM
verwendet. Bei diesem Versuch wird nicht sichtbares und fluoreszierendes
Calcein durch die intrazellulare Esterase in ein grin fluoreszierendes,

sichtbares Calcein umgewandelt.

Um die toten Zellen nachweisen zu kénnen, wird Ethidium homodimer-1
(EthD-1) verwendet. Bei lebenden Zellen kann EthD-1 durch die intakte
Zellmembran nicht eindringen. Aufgrund der zerstérten Zellmembran kann
EthD-1 in die toten Zellen eindringen und sich dort an Nukleinsduren binden.
Dieser Umstand wird durch eine rote Fluoreszenz sichtbar.

Die DAPI-Farbung wird fir die Zellkernfarbung verwendet. Das blau
fluoreszierende 4‘6-diamido-2-phenylindol (DAPI) kann nach Fixierung der
Zellen und nach Zerstérung der Zellmembran in die Zellen eindringen. Nach
Verbindung mit den Zellkernen kdnnen diese dann gut unter einem

Fluoreszenzmikroskop beobachtet werden [Frank, 2010].

Auch fir den Life-Dead-DAPI-Test wurden die zuvor vorbereiteten 96-Well-
Mikrotitierplattenmit dem Zellmonolayer verwendet. Nach 24-stindiger
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Kultivierung wurden die Platten aus dem Inkubator geholt. Ohne den Zellrasen
zu berUhren wurde dann das Kulturmedium vorsichtig abgesaugt und durch 100
ul klare zuvor noch gevortextete Arzneistofflésung von Voriconazol oder
SBECD in verschiedenen Konzentrationen (in Kap. 2.2.5 mit Sternchen
gekennzeichnet) ersetzt. AnschlieBend wurden die Zellen fir weitere 24
Stunden bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % relative Luftfeuchte im Zellkulturschrank

inkubiert.

Ein Tag spater wurde anhand der Anzahl der Wells die benétigte Menge der
Farbstofflésungen ermittelt und die Farbstofflésungen fir den Test angesetzt.
Bendtigt wurden daflir Calcein Am, Ethidium homodimer-1, Phosphatgepufferte
Lésung (PBS), 4 % Paraformaldehyd (PFA) in PBS und DAPI. Dabei wurde
zum einen die Mischung aus Calcein, Ethidium homodimer-1, PBS und 4 %
PFA in PBS zum anderen die Mischung DAPI und PBS hergestellt und im

Dunkel inkubiert.

Dabei wurden folgende Mischungsverhéltnisse bertcksichtigt:

e (Calcein AM (4 mM): 1:4000 in PBS -> 1 uM

e Ethidium homodimer (2 mM): 1:1000 in PBS -> 2 uM
e DAPI 1 pg/mlin PBS (1:2000)

e 4% PFAinPBS

Im Anschluss wurden die Testsubstanzen und Kontrollmedien fir die
Fluoreszenzfarbung von den Wells sorgfaltig ohne den Zellrasen zu berihren
abgesaugt. In jedes Well wurde dann 100 pl von der Viability/Cytotoxicity Kit-
Ldsung pipettiert und fir 30 Minuten im Brutschrank inkubiert.

Nach den 30 Minuten wurden die Farbstoffe aus den Wells abgesaugt und
zweimal vorsichtig mit PBS gespdilt. Als nachstes wurden die Zellen durch
Zugabe von 300 pl einer 4 %-igen PFA/PBS Lésung fixiert und fir 10 Minuten

bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.
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Nach der Fixierung wurden die Zellen nochmal mit PBS gewaschen und bei
schwachem Licht mit der DAPI-Lésung (100 pl/Well) benetzt und flr weitere
finf Minuten im Dunkeln bei Zimmertemperatur erneut inkubiert.

Danach wurden die DAPI-Lésungen abgesaugt und in jedes Well 100 pyl PBS
zugegeben. AbschlieBend wurden mit dem Fluoreszenzmikroskop die toten

bzw. lebenden Zellen sowie die Zellkernfarbung visualisiert und fotografiert.

In dem folgenden Schema (Abb. 6) wird kurz der Ablauf der Live-Dead-DAPI-
Farbung dargestellt.



Ablaufschema Live-Dead-DAPI Farbung am Monolayer

Medium absaugen

4+

Zugabe der Testsubstanz
versch. Konz. von VFEND/SBECD/Kontrollmedium
je 100 pl/ml je Kavitat (24h Inkubation)
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Testsubstanz absaugen y

4

Zugabe der Farbstofflésung

(Viability/Cytotoxicity Kit: Calcein Am,

Ethidium Homodimer-1 PBS), 100 ul/ml je Kavitat,
Inkubation 30 min. im Brutschrank
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Farbstoffe absaugen

+ \\ /
2x mit PBS waschen ke l /
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+300 pl 4 % PFA/PBS /
Zur Fixierung der Zellen

fir 10 min. bei Raumtemperatur im Dunkeln
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+100 pul PBS
+

Mikroskopische Untersuchung
+ Bildaufnahmen

Abb. 6
Ablaufschema Live/Dead/DAPI Farbung an Monolayer
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2.2.8.) Phasenkontrastmikroskopie

Um strukturelle Besonderheiten und den Einfluss von schadigenden
Substanzen auf das Gewebe zu Uberprifen, bedient man sich histologischer,
mikroskopischer  Untersuchungsmethoden. Bei  der  phasenkontrast-
mikroskopischen Beobachtung von Zellen, die im normalen Lichtmikroskop
nahezu unsichtbar sind, ergeben sich kontrastreiche Bilder ohne die
Notwendigkeit einer Farbung. Die Zellmorphologie wird als das mafgebliche
Kriterium fOr die Aufrechterhaltung der Klarheit und Vitalitdt der Hornhaut
angesehen und deswegen im Phasenkontrast-Mikroskop bestimmt [Yorik,
2009].

Um Vfend® und SBECD hinsichtlich toxischer Eigenschaften gegentber
kornealen Epithelzellen zu untersuchen und zu visualisieren wurde in unserer
Arbeit die Phasenkontrastmikroskopie gewahlt. Fir die Phasenkontrast-
mikroskopie wurden die in Kap. 2.2.5 hergestellten, mit Sternchen (%)

markierten Konzentrationen von Vfend® und SBECD verwendet.

Flr die Phasenkontrastmikroskopie wurde die Zellsuspension diesmal auf eine
24-Well-Mikrotitierplatte mit flachem Boden ausgesat. Dafir wurde mit der
Pipette in jedes Well 500 pl dieser Zellsuspension (2*10° Zellen/ml) pipettiert.
Diese Platten wurden dann 24 Stunden bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % relativer
Luftfeuchte im Inkubator kultiviert. Nach Ablauf der 24-stiindigen Inkubationszeit
wurde das Kulturmedium behutsam, ohne den Zellrasen mitabzusaugen
entfernt und durch 500 pl klare Arzneistofflésung Voriconazol/SBECD in
verschiedenen Konzentrationen, oder Kulturmedium, ersetzt. AnschlieBend
kamen die Platten erneut fir 24 Stunden in den Brutschrank.

Die Morphologischen Verédnderungen wurden nach 24-stindiger Exposition mit
den verschiedenen Konzentrationen von Voriconazol und SBECD unter dem
Phasenkontrastmikroskop untersucht, mit der Kontrollgruppe verglichen und
fotografiert.
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Ein besonderer Augenmerk lag dabei auf Anzeichen von zellularen Schaden
wie  Pleomorphismus, Stérung der interzellularen  Barrierefunktion,
geschwollene oder prominente Zellkerne, zytoplasmatische Vakuolisierung,
geschrumpftes Zytosol und der Ruptur von Plasmamembran oder
Zellkernmembran [Han et al., 2011].

2.2.9.) Statistische Analyse

Alle Daten wurden als Mittelwert + Standardabweichung (SD) angegeben. Der
Student-t-Test wurde verwendet, um die Mittelwerte  zwischen
SBECD/Voriconazol und Kontrollgruppe zu vergleichen. Die Anzahl
lebensfahiger Zellen von SBECD/Voriconazol wurde mit der Zahl der
lebensfahigen Zellen der Kontrolle sowohl im MTT-Assay als auch im Live-
Dead DAPI Farbung verglichen. P<0.05 wurde als statistisch signifikant
betrachtet und in den Diagrammen (Abb. 7 und 8) mit einem Sternchen
gekennzeichnet. Alle statistischen Analysen wurden mit einer kommerziellen
Software (SPSS Version 19.0, SPSS Inc.) durchgeftihrt.
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3.) Ergebnisse

3.1.) MTT-Assay

Beim MTT-Test wird die mitochondriale Zellaktivitdt gemessen, es dient zur
Ermittlung der Toxizitdt und der Bestimmung der Auswirkung auf die
Zellproliferation von Voriconazol und SBECD. Mit den hergestellten
Konzentrationsreihen/Kontrollmedium werden die Zellmonolayer fiir 24 Stunden
inkubiert. Im Anschluss an die Inkubationszeit erfolgt die photometrische
Messung. Im Verlauf einer steigenden Voriconazol/SBECD Konzentration wird
eine kontinuierlich fallende mitochondriale Aktivitdt gemessen.

FOr den MTT-Test werden die in Kap 2.2.5. hergestellten Konzentrationsreihen
von Vfend® und SBECD eingesetzt, um Vfend® und SBECD hinsichtlich
toxischer Eigenschaften gegenliber kornealen Epithelzellen zu untersuchen.
Das AusmaB von Zellschaden in verschiedenen Konzentrationen von
Voriconazol und SBECD wird mit dem der Kontrollgruppe verglichen.

Der MTT-Test zeigt mit zunehmender Konzentrationen von Voriconazol/SBECD
eine dosisabhangige toxische Wirkung auf die Kkultivierten primaren
Epithelzellen der menschlichen Hornhaut.

Bei den Voriconazol-Konzentrationen bis zu 0,025 mg/ml kénnen wie es in dem
Diagramm bei der Abbildung 7 ersichtlich wird, keine signifikanten Toxizitaten
festgestellt werden. Bei den Konzentrationen = 0,025 mg/ml werden signifikant
erhdhte Toxizitaten auf die kultivierten Epithelzellen beobachtet.
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Abb. 7

MTT-Test nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden mit steigenden Voriconazol-
Konzentrationen bezogen auf die Kontrollgruppe (Medium + Zellen). % = statistisch signifikant

In dem n&chsten Diagramm (Abb. 8) ist der MTT-Test nach einer 24-stiindigen
Inkubation des Zellmonolayers mit den verschiedenen SBECD-Konzentrationen
und der Kontrollgruppe dargestellt. Nur bis zu der SBECD-Konzentration von
0,016 mg/ml wird keine Toxizitaten festgestellt. Bei der Konzentration von 0,08
mg/ml wird es schon signifikant toxisch. H6heren Konzentrationen fuhren zu

einer Zunahme der Toxizitat.
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Abb. 8
MTT-Test nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden mit steigenden SBECD-Konzentrationen
bezogen auf die Kontrollgruppe (Nahrmedium + Zellen). * = statistisch signifikant
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3.2.) Live-Dead-DAPI-Farbung

Far diesen Test werden die in Kap 2.2.5. hergestellten und mit Sternchen (*)
markierten Konzentrationsreihen von Vfend® und SBECD eingesetzt, um
Vfend® und SBECD hinsichtlich toxischer Eigenschaften gegenlber kornealen
Epithelzellen zu untersuchen (Vfend®: 1; 0,3; 0,05; 0,001 mg/ml und SBECD:
16; 4,8; 0,8; 0,016 mg/ml).

Das AusmaB von Zellschaden in verschiedenen Konzentrationen von

Voriconazol und SBECD wird mit dem der Kontrollgruppe verglichen.

Nach einer Inkubation von 24 Stunden werden mithilfe der Fluoreszenzfarbung
die lebenden und die toten kornealen Epithelzellen dargestellt. Mittels Calcein
AM werden dabei die lebenden Zellen und mittels EthD-1 die toten Zellen
angefarbt. Um die Zellstruktur abgrenzen zu kénnen werden die Zellkerne
zusatzlich mit 4°6 diamidino-2phenylimdole (DAPI) angefarbt. In Abb. 9 sind die
Zellen nach der Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen von
Voriconazol und der Kontrolle dargestellt. Die Behandlung der Zellen mit
versch. Konzentration von SBECD und Kontrolle wird in Abb. 10 gezeigt.

Im Vergleich zu der Kontrollgruppe sind bei der Voriconazol-Konzentration von
0,001 mg/ml und der SBECD-Konzentration von 0,016 mg/ml noch keine
toxischen Effekte, rot gefarbten Zellen, nachweisbar. Bei der Voriconazol-
Konzentration von 0,05 mg/ml und der SBECD-Konzentration von 0,8 mg/ml
sind schon deutliche rote Fluoreszenzen sichtbar, so dass von toten Zellen
auszugehen ist. Mit steigender Konzentration von Voriconazol und SBECD ist
eine deutliche Abnahme der Zellvitalitat zu erkennen. Die Zahl der grin
gefarbten, lebenden Zellen nimmt ab und die Zahl der rot gefarbten, toten

Zellen nimmt zu.

Diese  konzentrationsabhédngige Reduktion der Lebensfahigkeit des
Zellmonolayers ist in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der in dieser Arbeit
durchgefihrten MTT Test.
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Live-Dead Bilder mit verschiedenen Konzentrationen von Voriconazol

I 1 1
A - - -
B - - -
C - - -

Abb. 9, Live/Dead/DAPI Farbung

Gezeigt sind die Zellen nach der Behandlung mit den verschiedenen Konzentrationen von
Voriconazol (A: 1; B: 0,3; C: 0,05; D: 0,001 mg/ml; E: Kontrolle). Rote Ethidium-Homodimer-
Farbung der toten Zellen (1), grine Calcein-Farbung der vitalen Zellen (ll), blaue Dapi-Farbung
der Zellkerne (lll). Als Kontrolle dienten die Zellen mit dem N&ahrmedium. Mit steigender

Konzentration von Voriconazol ist eine deutliche Abnahme der Zellvitalitdt zu erkennen.
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Live-Dead Bilder mit verschiedenen Konzentrationen von SBECD

Abb. 10, Live/Dead/DAPI Farbung
Gezeigt sind die Zellen nach der Behandlung mit den verschiedenen Konzentrationen von
SBECD (A: 16; B: 4,8; C: 0,8; D: 0,016 mg/ml; E: Kontrolle). Rote Ethidium-Homodimer-

Farbung der toten Zellen (1), grine Calcein-Farbung der vitalen Zellen (ll), blaue Dapi-Farbung

der Zellkerne (lll). Als Kontrolle dienten die Zellen mit dem Nahrmedium. Mit steigender

Konzentration von SBECD ist eine deutliche Abnahme der Zellvitalitat zu erkennen.
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3.3.) Phasenkontrastmikroskopie

Mit Hilfe der Phasenkontrastmikroskopie ist es maoglich, anhand der
morphologischen Verédnderungen die Schadigung der Zellen durch zytotoxische
Substanzen zu Uberprifen.

Nach der 24-stiindigen Exposition des Zellmonolayers mit verschiedenen
Konzentrationen von Voriconazol/SBECD und der Kontrolle werden
konzentrationsabhéangige morphologische Veranderungen gesichtet. Diese sind
in der Abbildung 11 dargestellt.

Steigende Konzentrationen von Voriconazol/SBECD fihrten zu den typischen
Anzeichen von Zellularschaden einschlieBlich Pleomorphismus,
Plasmamembranruptur, geschrumpftes Zytosol und Aufbruch der interzellularen
Verbindungskomplexe.

Kontrolle VFEND 0,001 ma/ml VFEND 0,05 mg/ml VFEND 0,2 mgiml VFEND 1 mg/ml

T SBECD 0,016 mg/m| SBECD 0,8 mg/m SBECD 4,8 mg/m SBECD 16 mg/ml

Abb. 11

Gezeigt sind die Epithelzellen(10-fache VergréBerung) nach einer 24-stiindigen Exposition mit
Voriconazol in den Konzentrationen 0,001; 0,05; 0,3; 1 mg/ml und SBECD in den
Konzentrationen 0,016; 0,8; 4,8; 16 mg/ml, im Vergleich zu einer Zellkontrolle mit reinem

Kulturmedium.
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Bei der Voriconazol-Konzentration von 0,001 mg/ml sehen die Zellen noch
vollig unverandert aus. Bei einer Konzentration von 0,05 mg/ml wird eine leichte
Veranderung der Zellmorphologie erkennbar. Da das Zytosol schrumpft
beginnen die Zellen sich zusammenzuziehen. Bei der Konzentration von

0,3 mg/ml wird eine deutlich angeschwollene Zellmembran sichtbar, die Zellen
bekommen ein blaschenartiges Aussehen, die auf ein baldiges Ablésen der
Zellen von der Kultivierungsoberflache hindeuten. Diese Reaktion ist bei der
Konzentration von 1 mg/ml noch deutlicher ausgepréagt. Die Zellen ballen sich
zu Agglomeraten zusammen. Ihre Oberflache wirkt nicht mehrgleichméaBig, und
es sind einige freigesetzte Zellfragmente zu erkennen, die auf eine Lyse der
Zellen hindeuten. Die verbleibenden Zellen haben kaum noch Ahnlichkeiten mit

den Ausgangszellen.

In den oben dargestellten Phasenkontrastbildern ist gut zu erkennen, dass das
SBECD schon in den niedrigsten von uns getesteten Konzentrationen toxisch
wird. Bei einer Konzentration von 0,8 mg/ml sind deutliche Veranderungen, wie
die Anschwellung der Zellmembran wahrnehmbar. Bei hdheren
Konzentrationen sind ebenfalls die oben aufgeflihrten Veranderungen mit einer
starkeren Auspragung sichtbar.

Die Ergebnisse der Phasenkontrastmikroskopie stimmen mit unseren MTT-Test

und der Live-Dead-DAPI Farbung Uberein.

AbschlieBend lasst sich sagen, dass das Voriconazol und SBECD eine
dosisabhangige toxische Wirkung auf die kultivierten primaren humanen
kornealen Epithelzellen aufweist. Ergebnisse dieser Studie deuten darauf hin,
dass Voriconazol bis zu einer Konzentration von 0,025 mg/ml die
Lebensfahigkeit der Epithelzellen nicht verringert. Voriconazol-Konzentrationen
von Uber 0,05 mg/ml erhéhen das Risiko von irreversiblen Epithelschaden an
der Hornhaut. SBECD wirkt schon bei der Konzentration von 0,08 mg/ml

toxisch, wobei schon mit Epithelschaden gerechnet werden kann.
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4.) Diskussion

4.1.) Vorbemerkung

Flr die adaquate Behandlung invasiver Mykosen stehen momentan eine Reihe
verschiedener Medikamente mit unterschiedlichen Substanzklassen zur
Verfagung. Allerdings ist die Behandlung invasiver Mykosen durch eine sehr
aufwendige Diagnostik und durch ein hohes Nebenwirkungspotential der
bestehenden Antimykotika erschwert [Henkel, 2010].

Resistenzentwicklungen stellen kein zentrales Problem bei der Anwendung von
Antimykotika dar. Es gibt Problemfelder in der Therapie invasiver Mykosen, die
es unumganglich machen die Forschung und Entwicklung voranzutreiben
[Henkel, 2010].

Eine weitere signifikante Erhdhung des Therapieansprechens mit den
bestehenden Antimykotika konnte zuletzt nicht mehr erzielt werden. Sinnvoll ist
es daher, die Behandlung durch den optimalen Einsatz der vorhandenen
Medikamente zu verbessern. Eine Anderung der Dosierung stellt hierbei eine
wichtige Option dar [Al-Badriyeh et al. 2010].

Die Biokompatibilitdt von Voriconazol auf humane korneale Epithelzellen wurde
unseres Wissens noch nicht ermittelt. Angesicht der zunehmenden Nutzung
von Voriconazol fihren wir deshalb diese Studie durch, um Uber die méglichen
zytotoxischen Wirkungen der verschiedenen Konzentrationen von Voriconazol
und seiner Tragersubstanz SBECD auf Kkultivierte primdre menschliche
Epithelzellen der Hornhaut zu untersuchen, um so die optimale therapeutische

Dosis zu bestimmen.

Voriconazol ist ein Triazol der zweiten Generation, sie besitzt ein breites

antifugales Wirkspektrum. Die antimykotische Aktivitat ergibt sich aus einem
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komplexen multimechanischen Prozess durch die Hemmung von Cytochrom
P450, welches an der Biosynthese von Ergosterol, namlich von CYP51 beteiligt
ist. CYP51 katalysiert durch oxidative Reduktion die Entfernung von 14a —
Methylgruppe von Lanosterol oder Eubricol. Dies fihrt zu einer Erschépfung
von Ergosterol, somit stért sie die Integritat und Funktion der Zellmembran von
Pilzen und flhrt dadurch zu Zelllyse. Dieses antimykotische Medikament ist ein
synthetisches Derivat von Fluconazol. Durch das Anhangen einer Methylgruppe
an den Propylrest und durch Substitution eines modifizierten Triazolrestes an
einer Fluorpyrimidin Gruppe wird sie synthetisiert. Sie besitzt dadurch eine
héhere Affinitat fir die 14a-Demethylase von Pilzen. So verfligt sie Uber eine
ausgezeichnete Wirksamkeit gegentber einer Vielzahl an okularen
Pilzinfektionen beim Patienten.

Voriconazol wirkt effektiv gegen invasive Pilzinfektionen, auch bei Infektionen,
die nicht auf andere Antimykotika ansprechen, ist sie wirksam. Dadurch wurde
es von der US Food and Drug Administration und der Europaischen
Arzneimittelagentur far die Behandlung von invasiven und schweren
Aspergillose Infektionen und schweren Infektionen, die durch Fusarium Arten
und Scedosporium apiospermum hervorgerufen wurden und resistent gegen
andere Mykotika sind, zugelassen. Zunehmend wird Voriconazol zur
Behandlung von Infektionen am Auge wie die Pilzkeratitis und Endophthalmitis
verwendet [Masche, 2004; Han et al., 2011].

In vielen Studien wurde bereits die Wirksamkeit von Voriconazol selbst bei
widerspenstigen Pilzinfektionen am Auge berichtet. Obwohl Voriconazol nur fir
die systemische Applikationsform zugelassen ist, wird sie dennoch lokal
verabreicht.

In dem folgendem Abschnitt werden einige Studien ({ber Voriconazol
aufgelistet, die sich zwar in der Versuchsdurchfihrung und der Zielsetzung
nicht mit unseren Arbeiten decken, uns aber zunachst ein Uberblick lber die

bisher durchgefliihrten Studien von Voriconazol verschaffen soll. Darliberhinaus
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soll es uns die Bewertung der Biokompatibilitdt von Voriconazol etwas
erleichtern. AuBerdem werden hier die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit

den Ergebnissen friherer Studien sofern es maglich ist verglichen.

4.2.) Klinische Erfahrungen und Experimentelle Untersuchungen von
Voriconazol

4.2.1.) Studien an Tieren

Es wurden mehrere Studien an Tieren durchgeflihrt, um das Eindringen und die
Vertraglichkeit von Voriconazol zu testen.

In einer Studie von Sponsel et al., wurden 10 Kaninchen mit Paecilomyces
lilacinus Infektionen mit topischem Voriconazol (5 und 10 pg/ml) behandelt.
Voriconazol zeigte eine gute und tiefe Penetration in die Kaninchenaugen. Es
wurden ausreichende Konzentrationen im Gewebe gemessen und die Keratitis

erfolgreich behandelt [Sponsel et al., 2006].

Clode et al., untersuchten die topische Behandlung mit 0,5 %-, 1,0 %- und 3 %-
igen Voriconazol Konzentrationen an sechs gesunden Pferden. Dabei wurden
jeweils vier Augen mit derselben Konzentration behandelt. Auch bei dieser
Studie konnten gute Eindringtiefen erreicht und ausreichend nachweisbare
Mengen an Voriconazol gemessen werden [Clode et al., 2006].

Fazit

Die Epithelschicht stellt die auBerste Barriere der Hornhaut dar und ist lipophil.
Daher haben lipophile Substanzen eine bessere Penetrationsmdglichkeit durch
die Hornhaut als hydrophile. Voriconazol Augentropfen als lipophile Verbindung
besitzt dadurch eine bessere Penetration [Al-Badriyeh et al., 2010].
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Kaninchen zum Beispiel haben im Vergleich zum Menschen eine sehr niedrige
Blickfrequenz und eine grof3e epitheliale Hornhautoberflache, die es dem
lipophilen Voriconazol ermdglicht ohne besondere Schwierigkeiten durch das
Epithel einzudringen [Thiel et al., 2007).

Die Entwéasserungsgeschwindigkeit beim Menschen ist jedoch doppelt zu hoch
als beim Kaninchen [Jtirvinen und Urtti, 1995; Sponsel et al., 2006].

Die Daten von Tierexperimenten sind alleine nicht zuverlassig genug, um sie

auf den Menschen zu Ubertragen.

4.2.2.) Studien an Patienten ohne Pilzkeratitis

In der prospektiven Studie von Vermulakonda et al.,, wurden 13 Patienten, bei
denen eine Vitrektomie geplant wurde, gewahlt. Sie wurden alle zwei Stunden
mit einer 1 %-igen Voriconazol Lésung behandelt. 24 Stunden nach der letzten
Dosis (x 14 Minuten) wurde die Kammerwasserkonzentration von Voriconazol
gemessen. Voriconazol wurde von den Augen der Patienten gut toleriert, und
es wurden ausreichende Konzentrationen ermittelt, die gegenlber vielen
Pathogenen wirksam sind [Vermulakonda et al., 2008].

Al-Badriyeh et al., untersuchten in einer Studie die Penetration einer 2 %-igen
Voriconazol Lésung (Voriconazol gelést in 0,01 %-igen Benzalkonium Chlorid)
und verglichen sie mit der 1 %-igen Form. Nebenwirkungen und Toxizitaten
wurden nicht gesichtet. Er konnte keinen signifikanten Unterschied zwischen
der 2 %-igen und der 1 %-igen Voriconazol Lésung feststellen. Allerdings
betrug die Augentropfen-Gabe nur vier Stunden. Das ist ein Hinweis darauf,
dass die Penetration durch die (gesunde, intakte) Hornhaut nicht
konzentrationsabhangig ist [Al-Badriyeh et al., 2009]. Dieses wirde auch die
Studie von Clode et al., bestatigen, wo ein Wechsel der Konzentration von 1 %
zu 3 % den Voriconazol-Spiegel an den (mit Fusarium infizierten) Hornh&uten
von Pferden nicht signifikant veranderte [Clode et al., 2006].
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Fazit

Zurzeit ist weiterhin unklar, ob eine 2 %-ige Form von Voriconazol gegeniber
einer 1 %-igen effektiver ist. Bei der Studie von Al-Badriyeh und Clode et al.
wurden beide Konzentrationen miteinander verglichen. Dabei konnten keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden [Al-Badriyeh et al., 2009, Clode
et al., 2006]. Allerdings bei dem Pferd-Modell von Clode et al., traten bei der
Behandlung mit den 3 %-igen Voriconazol-Tropfen okulare Toxizitaten auf
[Clode et al., 2006].

4.2.3.) Fallberichte an Patienten mit Pilzkeratitis

Eine von den ersten verdffentlichten Fallberichten, bei der eine Pilzkeratitis mit
Voriconazol behandelt wurde, war die von Reis et al., im Jahr 2000. Es wurde
Uber eine 16-Jahrige berichtet, die nach dem Schwimmen in einem See an
einer Fusarium solani Keratitis erkrankte. Sie wurde anfangs mit topischem
Amphotericin B und Fluconazol ohne Erfolg behandelt. Daher wurde die
Therapie mit topischem (1 %) und oralem Voriconazol weitergeflihrt. Die
Behandlung konnte nach 8 Wochen mit Erfolg beendet werden [Reis et al.,
2000].

In einem Fallbericht von Klont et al., wurde ein 23-jahriger Patienten mit einer
Fusarium Keratitis aufgrund der vorhandenen Behandlungsresistenz mit
Amphotericin B und ltraconazol auf Voriconazol umgestellt. Behandelt wurde
der Patient mit einer 1 %-igen Voriconazol-Lésung topisch und systemisch.
Nach 13 Tagen wurde die Konzentration von Voriconazol im Kammerwasser
und im Plasma ermittelt. Durch die zusatzliche topischen Applikation konnten
héhere Konzentrationen im Kammerwasser erreicht werden als mit der oralen
Applikation alleine. Nach 6 Wochen konnte die Behandlung erfolgreich beendet
werden [Klont et al., 2005].
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Prats et al., berichteten von einer erfolgreichen Behandlung eines 19-jahrigen
Patienten mit einer Scedosporium apiospermum Keratitis durch die Gabe von
oralem und topischem Voriconazol (1 %) [Prats et al., 2004].

Bei dem Fallbericht von Jones et al., wurde Uber eine 52-jahrige Frau mit einer
Aspergillus niger Keratitis berichtet, die nach einer erfolgslosen Behandlung mit
Amphotericin B, in einer Kombination von topischem und oralem Voriconazol (1
%) therapiert wurde. Die Therapie war wirksam und konnte nach 5 Wochen
beendet werden [Jones und Muhtaseb, 2009].

In dem Artikel von Tu et al., wurden Uber zwei Patienten berichtet, die an einer
Fusarium Keratitis litten. Sie wurden mit einer Kombinationstherapie aus 1 %-
igem topischem und intravitrealen Voriconazol behandelt. Die Therapie mit
Voriconazol schien anfangs erfolgreich zu sein, musste jedoch wegen einer von
der systemischen Applikation ausgelésten Lebertoxizitat abgebrochen werden.
Die Behandlung wurde anschlieBend mit Posaconazol weitergefihrt [Tu et al.,
2007].

Lin et al., berichteten Uber die erfolgreiche intrakamerale Gabe von Voriconazol
bei drei Féllen einer Pilz-Endophthalmitis [Lin et al., 2008].

Der Fallbericht von Al-Badriyehet al., berichtete Uber eine gelungene Therapie
mit 1 %-igen Voriconazol-Tropfen bei einer 54-jdhrigen Patientin  mit
Scedosporium apiospermum Keratitis. Nach einer unbefriedigenden Therapie
mit Natamycin (5 %) wurde auf Voriconazol-Augentropfen (1 %) umgestellt. In 5
Tagen verbesserte sich die Sehkraft und eine Woche danach war der
Epitheldefekt soweit wieder geheilt [Al-Badriyeh et al., 2009].

In einem Fall von Al-Badriyeh et al., wurde ein 48-jahriger Mann mit einer
Candida albicans Infektion der Hornhaut mit 1 %-igen Voriconazol-Lésung
erfolgreich behandelt. Das geschadigte Epithel war komplett geheilt und die
Sehkraft in 7 Tagen wieder hergestellt [Al-Badriyeh et al., 2009].
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Fazit

In all den anderen Klinischen Fallberichten wurde die Wirksamkeit von
Voriconazol-Augentropfen demonstriert [Reis et al., 2000; Prats et al., 2004;
Klont et al., 2005; Clode et al., 2006; Lin et al., 2008; Vermulakonda et al.,
2008; Al-Badriyeh et al,, 2009; Jones und Muhtaseb, 2009; Prajna et al.,
2010/2013; Sharma et al., 2013]. Nur in dem Fallbericht von Tu et al., musste
die Therapie mit Voriconazol beendet werden. Das Scheitern der Behandlung
war aber nicht durch die mangelnde Wirksamkeit von Voriconazol bedingt,
sondern wegen den verursachten Nebenwirkungen durch die systemische
Applikationsform [Tu et al., 2007].

Voriconazol als Augentropfen stellen die bessere Option im Vergleich zu der
systemischen Verwendung dar. Der Wirkort kann so besser erreicht werden,
der Leberstoffwechsel umgangen und die Gefahr von systemischen
Nebenwirkungen ist geringer. Zudem kénnen die Kosten fir das Medikament
durch die lokale Applikation gesenkt werden, da die systemische Form sehr
kostenintensiv ist [Al-Badriyeh et al., 2010].

Die Beweise flr die klinische Wirksamkeit von Voriconazol beruhen mehr auf
Fallberichten als auf klinische Studien. Gut konzipierte klinische Studien die die
Wirksamkeit von Voriconazol bei Patienten mit aktiver Pilzkeratitis belegen sind
schwer durchzufihren und fehlen daher. Die schwere Durchfihrbarkeit solcher
Studien ergibt sich aufgrund der geringen Haufigkeit an Pilz-Keratitiden sowie
die Notwendigkeit einer langen Behandlungsdauer [Al-Badriyeh et al., 2010].

4.2.4.) Studien an Patienten mit Pilzkeratitis

Im Jahre 2010 wurde in einer Studie von Prajna et al. die Wirksamkeit von
topisch applizierten Natamycin (5 %) und dem ebenfalls topisch appliziertem
Voriconazol (1 %) bei Patienten mit einer mykotischen Ulzeration der Hornhaut
miteinander verglichen. Beurteilt wurden dabei die Therapieergebnisse bezogen
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auf Sehscharfe, NarbengrdéBe und Perforationsrate. Es konnten dabei keine
signifikanten Unterschiede in den Therapieergebnissen zwischen Natamycin
und Voriconazol festgestellt werden [Prajna et al., 2010].

In der Studie von Sharma et al. aus dem Jahre 2013 wurden 40 Patienten mit
einer mykotisch verursachten Hornhautulzeration, die zwei Wochen nach
Therapiebeginn mit topischem Natamycin (5 %) noch keine Besserung gezeigt
hatten, fir die Studie rekrutiert. In dieser Studie erhielten 20 der Patienten
Voriconazol (1 %) in topischer Form und die restlichen 20 Patienten als
intrastromale Injektion (50 pg/0,1 ml). Dabei wurde bei allen 40 Patienten die
Behandlung mit Natamycin weitergeflihrt. In dieser Studie zeigte die topische
Kombinationstherapie von Voriconazol und Natamycin ein deutlich besseres
Ergebnis, als wenn Voriconazol Intrastromal verabreicht wurde. Bei Pilz-
Keratitiden, die auf eine Monotherapie mit topischem Natamycin nicht
ansprachen, stellte die Kombination mit topischem Voriconazol eine glnstige
Ergédnzung dar [Sharma et al., 2013].

In einer neueren Studie von Prajna et al. (2013) wurde erneut die Wirksamkeit
von Natamycin (5 %) und Voriconazol (1 %) bei Patienten mit Fusarium-
Keratitiden verglichen. Dabei wurde der einen Halfte der Patienten Natamycin
und der anderen Halfte Voriconazol, topisch verabreicht. Hierbei schnitt
Natamycin in der klinischen als auch in der mikrobiellen Untersuchung besser
ab als Voriconazol. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde von Prajna et al. eine
Monotherapie mit Voriconazol bei Fusarium-Keratitiden nicht empfohlen. Zudem
verglichen Prajna et al. ihre Ergebnisse mit den Ergebnissen von Sharma et al.
(2013) und vermutete, dass die Diskrepanz in den Ergebnissen eventuell an der
unterschiedlichen Zusammensetzung der Fusarium-Stamme bei den
Infektionen liegen kénnte. AuBerdem ist eine Synergie bei der topischen
Kombinationstherapie zwischen Voriconazol und Natamycin bei der Studie von
Sharma et al. nicht auszuschlieBen. Ein weiteres Problem stellte auBerdem der
unterschiedliche Aufbau der beiden Studien dar. Bei Sharma et al. bekamen die

Patienten zunachst zwei Wochen lang Natamycin in topischer Form und erst
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danach wurde die Therapie mit topischem Voriconazol kombiniert fortgesetzt. In
der Studie von Prajna et al. dagegen bekamen die Patienten jeweils Natamycin
oder Voriconazol, topisch als Monotherapie verabreicht [Prajna et al., 2013].

Fazit

Um die Wirksamkeit von Natamycin und Voriconazol miteinander vergleichen
zu kénnen, sind weitere Versuche notwendig, die in ihrem Versuchsaufbau
identisch sind. Ob eine Synergie zwischen Voriconazol und Natamycin vorliegt
musste Uberprift werden. AuBerdem sollte speziell die Wirksamkeit von
Natamycin und Voriconazol bei Infektionen mit bestimmten Pilzarten untersucht

werden.

4.2.5.) Studien an Zellkulturen

Gao et al., demonstrierte in seiner Studie, dass die intrakamerale Injektion von
dem Antimykotikum Voriconazol bis zu der Konzentrationen von 25 pg/ml zu
keinen  elektroretinographischen  Verdnderungen und  histologischen
Abnormalitdten in der Rattennetzhaut flahrte. Doch bei Voriconazol-
Konzentrationen von Uber 50 pug/ml kam es zu Schaden an der Rattennetzhaut
[Gao et al., 2004]. Diese Studie deckt sich mit unseren Ergebnissen.

Han et al., berichtete eine dosisabhangige, signifikante Toxizitat an kultivierten
menschlichen Hornhautendothelzellen. Dabei waren bis zu der Konzentration
von 50 pg/ml keine signifikanten Schaden feststellbar, sondern erst bei
Konzentrationen = 100 pug/ml war mit erheblichen Toxizitaten zu rechnen [Han
et al., 2011]. Auch diese Studie deckt sich mit unseren Ergebnissen.

In der Studie von Kernt et al., wird gezeigt das Voriconazol Konzentrationen bis

zu 250 pg/ml keine signifikante Toxizitat bei primaren Pigmentepithelzellen der
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Netzhaut aufweist. AuBerdem wird bei einer weiteren Studie von Kernt
dargelegt, dass Konzentrationen von Voriconazol bis zu 10 mg/ml bei
immortalisierten humanen Hornhautendothelzellen und Pigmentepithelzellen
der Netzhaut keine signifikanten Toxizitdten zu beobachten sind [Kernt et al.,
2009].

Die aufgeflihrten Berichte von Kernt weisen eine Diskrepanz mit dem
Ergebnissen unserer Studie auf. Allerdings verwendete Kernt bei seiner Studie
keine primaren Kulturen, sondern immortalisierte Zellkulturen. Dies I&sst
vermuten, dass diese Zellkulturen im Vergleich zu den priméren nicht
modifizierten Zellkulturen eine erhdhte Widerstandsfahigkeit bei der
Behandlung mit h6heren Dosen von Voriconazol besitzen. Die Untersuchungen
an genetisch veréanderten Zellen lassen sich nur bedingt auf den Menschen
Ubertragen [Dohring, 2009]. Deswegen wurden bei unseren Versuchen primére,

humane Epithelzellen der Hornhaut verwendet.

Fazit

Mittels Zellkultursysteme kbénnen heutzutage viele grundlegende zellulare
Prozesse untersucht werden, ohne dass Versuchstiere in klassischen
Tierversuchen zu Schaden kommen. Jedoch ist zu beachten, dass Tiere auch
zur Gewinnung von Organ- und Zellkulturen und der Herstellung von Seren und
anderen Zusatzen bendtigt werden. Trotzdem stellt die Zellkultur haufig einen

sinnvollen Ersatz fur Tierversuche dar [Schmitz, 2011)].

Die toxische Wirkung eines Arzneistoffes kann in Zellkulturexperimenten tber
die Beobachtung des morphologischen Erscheinungsbildes oder Uber die
quantitative Bestimmung von in lebenden Zellen angereicherten Farbstoffen
ermittelt werden [Déhring, 2009]. Die Reaktion der Zellkulturen auf die
Testsubstanzen liefert gut reproduzierbare Daten zur Quantifizierung der
toxischen Wirkung dieser Stoffe. Ein direkter Vergleich zwischen den
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schadigenden Konzentrationen In-vivo und In-vitro ist jedoch oft nicht méglich.
Die Zellkultur ermdglicht nur eine Einteilung in eine Rangordnung der relativen

schadigenden Potentiale [Scaife, 1985].

In-vitro-Modelle kdénnen zwar nie die komplexen Verhéltnisse am lebenden
Organismus  wiedergeben, doch mit mehreren Alternativmethoden
(physikalisch-chemischen Methoden, Computer Modelling und neuronale
Netzwerke) lassen sich verschiedene Teilinformationen gewinnen, die
zusammen weitgehend an die Ergebnisse des zu ersetzenden Tierversuches
herankommen [Déhring, 2009; Schmitz, 2011].

4.3.) Schlussfolgerung

In dieser Studie wurde unseres Wissens nach die Toxizitat von Voriconazol und
SBECD auf die Epithelzellen zum ersten Mal untersucht. Die vorliegende Arbeit
zeigt die dosisabhangige Toxizitdt von Voriconazol und dem Transporterstoff
SBECD an kultivierten primaren Hornhautepithelzellen. Voriconazol scheint in
den therapeutischen Konzentrationen von bis zu 25 pg/ml sicher zu sein. Die
SBECD-Konzentrationen dagegen weisen schon bei niedrigen Konzentrationen
von 0,08 mg/ml Toxizitaten auf. Die Ergebnisse dieser Studie decken sich mit
den Studienergebnissen von Gao ef al. und Han et al [Gao et al., 2004; Han et
al., 2011].

Die vorliegende Studie hat die Beschrankung, dass die Ergebnisse von In-vitro-
Experimenten nicht direkt in die In-vivo-Situation Gbersetzt werden kénnen.
Erstens kann die Sensibilitit auf toxische Agenzien durch die mehrfache
Passage verandert werden. Zweitens existieren multiple Mechanismen in der
vorderen Augenkammer, die zum Schutz der Hornhautzellen beitragen
[D6hring, 2009].
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AuBerdem enthélt die 1 % Voriconazol Dosis zusatzlich 160 mg/ml SBECD als
Transportmittel. Bereits in friiheren Studien wurden Uber negative Effekte von
Cyclodextrinen, wie zum Beispiel die Schadigung der Hornhaut durch das
Herauslésen von Cholesterin und Phospholipiden berichtet. Deshalb werden die
Cyclodextrine nur in geringen Mengen in Arzneimitteln verwendet und sind
weiterhin begrenzt im Einsatz [Klein und Zbller, 2008]. Hier sind weitere
Untersuchungen notwendig, um die Wirkung von SBECD zu untersuchen oder
einen Ersatz daflr zu finden, die eine bessere Vertraglichkeit bzw. eine
geringere Toxizitat besitzt.
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5.) Zusammenfassung

Invasive Pilzinfektionen sind schwierig zu behandeln, da das Spektrum der
gesamten Antimykotika flr die Pilzinfektion nach wie vor unzureichend ist.
Deshalb mulssen neue Medikamente entwickelt oder bereits bestehende
Antimykotika wie Voriconazol auf ihre Wirksamkeit und Vertraglichkeit hin
Uberprift und gegebenenfalls verbessert werden [Dohring, 2009; Al-Badriyeh,
2010; Haller-Schober, 2010].

Voriconazol (Vfend®) ist ein Azol-Antimykotikum mit dem Wirkmechanismus
einer Ergosterolbiosynthese-Hemmung. Es besitzt ein breites Wirkspektrum
und ist zur Behandlung der invasiven Aspergillosen zugelassen, sowie zur
Therapie von Fluconazol-resistenten, schweren invasiven Candida-Infektionen
und weiteren speziellen Pilzinfektionen. Es ist liquorgéngig und deswegen auch
bei Mykosen des zentralen Nervensystems, insbesondere Aspergillosen,
einsetzbar. Auch Itraconazol- und Amphotericin B-resistente Aspergillen
sprechen auf Voriconazol an. Voriconazol steht sowohl zur oralen als auch zur
parenteralen Therapie zur Verfligung. Sie wird jedoch auch als Off-Label-
Medikament in Form von Augentropfen zubereitet und beim Patienten lokal
appliziert. [Masche, 2004; Henkel, 2010; Al-Badriyeh, 2010].

Das Ziel der vorliegenden Arbeit, war die Ermittlung der Toxizitadtsgrenze von
Voriconazol (Vfend®) auf kultivierte menschliche Epithelzellen der Hornhaut.
Zusatzlich wurde auch die Toxizitdt von SBECD mit untersucht, da sie als
Lésungsvermittler in Viend enthalten ist.

Die Lebensfahigkeit der Zellen wurde unter Verwendung von MTT-Test und
Live-Dead-Test bestimmt. Zellschdden wurden mittels Phasenkontrast-
mikroskopie nach einer 24-stiindigen Exposition von Voriconazol bewertet.
Dadurch sollte die optimale Konzentration ermittelt werden, bei der keine
schadigende Wirkung auf die getesteten Zellen besteht.
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Durch diese Zytotoxizitatstests konnte die dosisabhangige Wirkung von
Voriconazol auf humanen kornealen Epithelzellen demonstriert werden.

Sowohl im MTT-Assay als auch im Live-Dead-DAPI-Assay konnte bei einer
Konzentration bis 0,025 mg/ml keine signifikanten toxischen Effekte festgestellt
werden. Voriconazol-Konzentrationen von = 0,025 mg/ml flhrten jedoch zu
einer signifikanten Reduktion der Lebensfahigkeit dieser Zellen.

Die Phasenkontrastmikroskopie zeigte ebenfalls die toxischen Effekte bei
héheren Konzentrationen von Voriconazol. Es kam zu einer dosisabhangigen
Veranderung der morphologischen Merkmale. Wahrend die Zellmorphologie bis
0,05 mg/ml nur wenige Alterationen aufwies, beobachteten wir bei 0,3 mg/ml
eine veranderte Zellarchitektur mit Zellpleomorphismus.

Fazit

Die Schadigung der kornealen Epithelzellen kann zu einer ernsthaften Stérung
wie Hornhauttribung und infolge dessen zu einer Sehscharfenverminderung
fihren. Deshalb muss ein Antimykotikum biokompatibel sein, um In vivo
eingesetzt werden zu kdnnen. Die Daten der vorliegenden Studie tragen zum
Verstandnis der Pharmakokinetik bei und sind daher wichtig fir die Erhdhung
der Sicherheit in der klinischen Anwendung des Antimykotiums.

In dieser Studie wurde ein dosisabhangiger toxischer Effekt von Voriconazol
und SBECD auf die kornealen Epithelzellen unter In-vitro-Bedingungen
festgestellt. Die Voriconazol-Konzentrationen ab 0,025 mg/ml und SBECD-
Konzentrationen ab 0,08 mg/ml waren epithelzytotoxisch. Daher sollte
Voriconazol mit SBECD in hdéheren Konzentrationen mit Vorsicht verwendet
werden. Hier sind weitere Studien erforderlich, um die In-vivo-Toxizitat von

Voriconazol auf die kornealen Epithelzellen zu untersuchen.
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