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KURZZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung und Erforschung der
Entstehungsmechanismen von Kalzifikationen bei hydrophilen Intraokularlinsen (IOL).
Polymere Intraokularlinsen werden als Ersatz fiir die natiirliche Augenlinse bei der Behandlung
des Grauen Stars eingesetzt, bei dem sich die natiirliche Augenlinse triibt. Die Kalzifikation,
die hauptsdchlich bei den hydrophilen Vertretern dieser kiinstlichen Augenlinsen auftritt, fiihrt
durch die Ablagerung von Kalziumphosphat-Mikropartikeln zur Eintriilbung der Linse und
macht einen erneuten Austausch nétig, den es zu verhindern gilt. Dabei treten Kalzifikationen
sporadisch bei allen auf dem Markt verfiigbaren hydrophilen IOLs auf (<1%), chargenweise
auch deutlich hiufiger.

Um dieses Phidnomen genauer zu charakterisieren wurden in dieser Arbeit insgesamt 16 auf
Grund einer potentiellen Kalzifikation explantierte IOLs mit einer breiten Auswahl an
Analysemethoden charakterisiert. Bei insgesamt 12 IOLs konnte das Vorliegen einer
Kalzifikation nachgewiesen werden. Die durchgefiihrten Analysen zeigten, dass abhingig von
der Morphologie der ausgebildeten Mikropartikel bei Kalzifikationen zwischen zwei Klassen

unterschieden werden muss: Der sphérischen und der hantelférmigen Klasse.

In der sphérischen Klasse konnen sich abhingig von der Lage des Kristallisationskeims relativ
zur Oberfldache verschiedene Unterformen an Mikropartikeln ausbilden, die einzeln oder auch
gemischt vorliegen konnen. Der Startpunkt der Kalzifikation scheint hier auf ein rdumlich und

zeitlich einmaliges Ereignis zurlickzufiihren zu sein.

In der hantelformigen Klasse sind die Mikropartikel ausschlieBlich in einer Schicht unterhalb
der Oberfliache angeordnet. Innerhalb der Schicht konnten mittels einer 3D-Tomographie alle
Wachstumsstadien der Hanteln, ausgehend von einem Stdbchen als Kristallisationskeim,
nachgewiesen werden, was fiir die kontinuierliche Ausbildung der Kristallisationskeime

spricht.

Diese Erkenntnisse wurden im Weiteren durch in vitro Diffusionsversuche an einem
hydrophilen Modellpolymer vertieft. Dabei zeigte sich, dass Kalziumionen mit dem Polymer
wechselwirken. Weiterhin konnte bei einem Kalzium-Alizarin-System eine Ausbildung von
Mikropartikeln in Schichten beobachtet werden, die vergleichbar zu der Anordnung der
Mikropartikel bei Kalzifikationen erfolgt.
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ABSTRACT

The aim of this work was to characterize and investigate the formation mechanisms of
calcifications of hydrophilic intraocular lenses (IOL). Polymeric intraocular lenses are used to
replace the natural lens of the eye in the treatment of cataracts, in which the natural lens of the
eye becomes cloudy. Calcification, which occurs mainly with the hydrophilic representatives
of these artificial intraocular lenses, causes the lens to become cloudy due to the deposition of
calcium phosphate microparticles, necessitating replacement, which must be prevented. In this
context, calcification occurs sporadically in all hydrophilic IOLs available on the market (<1%),

and in some batches much more frequently.

To characterize this phenomenon in more detail, a total of 16 IOLs explanted due to potential
calcification were characterized in this study using a wide range of analytical methods. The
presence of a calcification was proven in a total of 12 IOLs. The analyses showed that
depending on the morphology of the formed microparticles, calcifications have to be

differentiated into two classes: The spherical and the dumbbell-shaped class.

In the spherical class, depending on the position of the crystallization nucleus relative to the
surface, various sub-forms of microparticles can be formed, which can be present individually
or mixed. The starting point of calcification here seems to be due to a spatially and temporally

unique event.

In the dumbbell-shaped class, the microparticles are exclusively arranged in a layer below the
surface. Within the layer, 3D tomography was able to detect all growth stages of the dumbbells,
starting from a rod as the crystallization nucleus, which speaks here for the continuous

formation of the crystallization nuclei.

These findings were further deepened by in vitro diffusion experiments on a hydrophilic model
polymer. These experiments showed that calcium ions interact with the polymer. Furthermore,
in a calcium-alizarin system, the formation of microparticles in layers was observed, which is

comparable to the arrangement of microparticles in calcifications.
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1. EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1. Das Auge

Im Laufe der Evolution haben sich bei den verschiedenen Spezies vielfiltige Formen von
Augen zur Wahrnehmung von Lichtreizen von dem UV-Bereich!!! iiber den sichtbaren Bereich
des Lichts bis hin in den Infrarotbereich!?! entwickelt, die sich auch in ihrer Funktionalitit stark
unterscheiden. Wihrend bei Insekten Facettenaugen dominieren, bei denen das einzelne Auge
aus bis zu mehreren tausend Untereinheiten, sogenannten Ommatidien, zusammengesetzt ist
(Abb. 1, A),’ verfiigen Spinnen meist {iber eine Anordnung von acht Augen, die in ihrer GroBe
variieren (Abb. 1, B).I*) Die groBten Augen im Tierreich finden sich bei Kalmaren mit einem
Durchmesser von bis zu 27 cm (Abb. 1, C).’ In der Gruppe der Wirbeltiere hingegen hat sich

eine Form von Linsenaugen entwickelt (Abb. 1, D).[¢]

Abb. 1: Darstellung von verschiedenen, in der Natur vorkommenden Typen von Augen. A) Facettenauge einer
Pferdefliege,"! B) Spinnenaugen einer Springspinne,’ C) Kalmarenauge von Sepioteuthis sepioideal
D) Wirbeltierauge eines Menschen.!'”
Die unterschiedlichen Arten von Augen haben jeweils verschiedene Vor- und Nachteile, sind
jedoch immer optimal an den jeweiligen Organismus angepasst. Wihrend Facettenaugen
begrenzt durch die Anzahl der Ommatidien eine schlechte Aufldsung besitzen,' kénnen sie
mit bis zu 200 fps (frames per second) eine deutlich hohere zeitliche Auflésung erreichen als

das menschliche Auge mit 60 fps.'!] Die Augen von Spinnen und Kalmaren erméglichen

hingegen das Sehen auch in fast vollstindiger Dunkelheit.'?! Demgegeniiber fiihrt die hohe
1



1. EINLEITUNG

Stiabchendichte des Wirbeltierauges beispielsweise beim Adler zu einer besonders scharfen

Wahrnehmung von Beute aus mehreren Kilometern Entfernung.[?]

Das menschliche Auge ist nicht in einem solch hohem Malle spezialisiert. Durch die
Vielfiltigkeit seiner Funktion ist es dennoch eines der wichtigsten Sinnesorgane fiir den
Menschen und spielt damit im Alltag eine essentielle Rolle. Der schematische Aufbau des

menschlichen Auges ist in Abb. 2 dargestellt.[!

Ziliarkdrper

Lederhaut

Gelber Fleck
(Makula)

Blinder Fleck

Netzhaut-
Schlagader

Sehnerv

Linse

Zonulafasern
(Fibrae zonulares)

Abb. 2: Aufbau des menschlichen Auges. Das einfallende Licht gelangt durch die Hornhaut zur Pupille und fdllt
anschliefend auf die Linse, durch die es auf die Netzhaut fokussiert wird.!'¥

Das Licht tritt durch die Hornhaut in das Auge ein und fillt dann durch die Pupille auf die Linse,
die es auf die Netzhaut fokussiert. Das durch die Stabchen und Zapfen erzeugte Signal leitet
der Sehnerv an das Gehirn weiter. Die Augenlinse ist iiber die Zonulafasern mit dem
Ziliarkorper verbunden, der fiir die Akkomodation der Linse verantwortlich ist. Die Versorgung
der Augenkammer mit Nahrstoffen erfolgt tiber das Kammerwasser, das im Ziliarkorper in der
hinteren Augenkammer in der Blut-Kammerwasser-Schranke!!> gebildet wird und das durch
die Pupille hindurch in die duBlere Augenkammer diffundiert, wo es durch den Schlemm-Kanal

wieder in den Blutkreislauf resorbiert wird.

Neben der angeborenen Blindheit konnen diverse Erkrankungen, insbesondere
Alterserkrankungen, zu einer Einschrankung bzw. dem Verlust des Visus fithren. Zu den
hiufigsten Erkrankungen gehoren neben der Presbyopie (Alterssichtigkeit), bei der durch die
Versteifung der Augenlinse insbesondere im Nahbereich keine ausreichende Fokussierung des
Lichts auf die Netzhaut mehr erzeugt wird, ebenfalls die Katarakt, auch Grauer Star genannt,

bei dem eine Degeneration und Triibung der Augenlinse stattfindet. Ebenfalls ist das Glaukom

2



1. EINLEITUNG

hdufig vertreten, auch Griiner Star genannt, bei dem die Fasern des Sehnervs geschédigt
werden. Weiterhin sind unter den auf die Netzhaut zurlickzufithrenden Erkrankungen die

diabetische Retinopathie und die altersbedinge Makuladegeneration zu nennen.[!®!
1.2. Grauer Star (Katarakt)

Die Katarakt, umgangssprachlich auch Grauer Star genannt, ist eine degenerative Erkrankung
der Augenlinse, die zu deren Eintriibung fiihrt, und die hiufigste Ursache fiir eine Erblindung
ist.l!”] In friihen Stadien wird durch die mangelhafte Fokussierung des ins Auge einfallenden
Lichts durch die Aggregation und Phasenseparation der Linsenproteine!!®! das Sehvermdgen
Betroffener nur leicht beeintrachtigt, jedoch verschwimmt und verblasst das Sichtfeld mit dem

Fortschreiten der Krankheit zunehmend bis zum vollstindigen Sehverlust (Abb. 3).[1"]

Abb. 3: Einfluss eines fortschreitenden Katarakts auf die visuelle Wahrnehmung erkrankter Patienten (rechts) im
Vergleich zu einem gesunden Auge (links).”*")

Neben einem Schirfeverlust beeintrichtigt die Katarakt ebenfalls die Wahrnehmung von
Farben und Kontrasten und kann zu einer Doppelsichtigkeit und Blendung fiihren.!*!! Die mit
90% Anteil am hiufigsten auftretende Form ist die cataracta senilis,'®! auch Altersstar genannt,
an dem etwa 26% aller 70 bis 74-jihrigen und iiber 50% aller iiber 80-jihrigen leiden!®**¥) und
der durch die weltweit weiter steigende Lebenserwartung immer mehr an Bedeutung
gewinnt.?*l Zusitzlich zum Alter gibt es diverse weitere Risikofaktoren, zu denen
beispielsweise Allgemeinerkrankungen wie diabetes mellitus (cataracta diabetica),
Verletzungen des Auges (cataracta traumatica), aber auch energiereiche Strahlung und
Medikamente zihlen.['® Da bisher keine medikamentdse Behandlung bekannt ist, ist die
einzige Mdoglichkeit zur Wiederherstellung des Augenlichts der Austausch der degenerierten
natiirlichen Linse durch eine kiinstliche Intraokularlinse. In der modernen Chirurgie erfolgt dies
ambulant iiber eine minimalinvasive Operation, die microincision cataract surgery (MICS)
genannt wird, bei der nur ein Einschnitt <1.8 mm im Auge nétig ist.!*’! Dabei wird durch den
Einschnitt in der Hornhaut in einem ersten Schritt, der Phakoemulsifikation, die natiirliche

Augenlinse mittels Ultraschall zerkleinert und abgesaugt, um Platz fiir eine kiinstliche Linse zu
3



1. EINLEITUNG

schaffen. Im zweiten Schritt wird die synthetische Intraokularlinse (IOL) gerollt in das Auge

injiziert, wo sie sich entfaltet und den Platz der natiirlichen Linse einnimmt (Abb. 4).

Abb. 4: Ablauf einer MICS. Durch einen kleinen Einschnitt in der Hornhaut wird zundchst in einer
Phakoemulsifikation (links) die natiirliche Linse entfernt und dann durch einen Shooter die Intraokularlinse
eingesetzt (mitte). Nach der Entfaltung nimmt diese die Position der natiirlichen Linse ein (rechts).i®)

Die Injektoren, die bei der MICS verwendet werden, haben heutzutage typischerweise eine
Offnung von 2.2 bis 2.4 mm,?”! durch die die Intraokularlinse gerollt in das Auge injiziert wird,
was hohe Anforderungen an die Flexibilitit und mechanische Stabilitdt der Intraokularlinsen
stellt. Weltweit insbesondere noch in Entwicklungslédndern verbreitete starre Intraokularlinsen
benodtigen einen deutlich groBeren Einschnitt ins Auge. Die Tendenz geht jedoch zu
verringerten Inzesionsgrofen in der Hornhaut, weil dadurch das Risiko fiir
Entziindungsreaktionen und Astigmatismus deutlich verringert wird.!*”! Dadurch wird der am
Auge durchgefiihrte Schnitt im Vergleich zu der Implantation einer starren IOL minimal

gehalten und postoperative Komplikationen werden minimiert.”]



1. EINLEITUNG

1.3. Intraokularlinsen

Mit der ersten von H. Ridley 1949 implantierten Intraokularlinse begann die Erfolgsgeschichte
der Intraokularlinsen./”®) Im Laufe der Zeit wurden diverse Designs kiinstlicher Augenlinsen

entwickelt und auch beziiglich des verwendeten Materials gibt es weitreichende Innovationen.

1.3.1. Designs

Da das Design der Optik der Intraokularlinse maf3geblich fiir die Abbildungsqualitét ist, haben
sich je nach optischem Anspruch diverse Modelle am Markt etabliert, die sich nach
verschiedenen Kriterien unterteilen lassen. Die grofite und einfachste und damit gleichzeitig
auch weltweit am meisten verbreitete Klasse stellen die monofokalen IOLs dar.”*® Monofokale
Intraokularlinsen besitzen durch die Form der IOL im Gegensatz zur natiirlichen Augenlinse
nur eine einzige Brennweite, in der scharf gesehen werden kann, sind dadurch aber auch am
kostengiinstigsten herzustellen.*% Sie haben jedoch den Nachteil, dass auch nach der
Implantation bei vielen Patienten, insbesondere beim Lesen, eine Brille getragen werden muss,
um den vollstindigen Fokusbereich wieder scharf abzubilden.®!! Neben den monofokalen
Standardlinsen haben sich auch multifokale Varianten auf dem Markt etabliert. Die

Realisierung multifokaler IOLs erfolgt durch diffraktive Muster auf der Oberfliche (Abb. 5).1%

Monofokal

Multifokal

Abb. 5: Darstellung der Funktion einer monofokalen IOL (oben) und einer multifokalen IOL (unten). Durch den
Einsatz von diffraktiven Mustern existieren bei multifokalen IOLs im Vergleich zu monofokalen IOLs mehrere
Brennpunkte. Entnommen und modifiziert.*?]

Diese Gruppe lésst sich in Bezug auf die Anzahl der unterschiedlichen Brennweiten nochmals
in bifokale, trifokale und quadrifokale IOL unterscheiden.**) Zur Herstellung von multifokalen
IOLs sind bestimmte Drehtechniken notwendig, mit denen konzentrische, diffraktive
Ringmuster auf der Oberflache eingraviert werden. Diese flihren durch Lichtbeugung zur

5



1. EINLEITUNG

Entstehung mehrerer Fokuspunkte, wodurch in bis zu vier verschiedenen Bereichen scharf
gesehen werden kann.**! Dies hat allerdings zur Folge, dass multifokale IOLs in der
Herstellung deutlich aufwendiger und teurer als monofokale IOLs sind. Jedoch versprechen sie
im Alltag eine erhohte Bequemlichkeit, da direkt auf der Optik der IOL verschiedene Zonen fiir
das Fern- und Nahsehen vorhanden sind und damit in der Regel keine zusétzliche Brille mehr
benotigt wird. Eine weitere Art der multifokalen IOLs stellen die extendend depth of view
(EDOF) Linsen dar, die aber nicht klar von den restlichen multifokalen Designs abgegrenzt

werden kénnen.[?>36]

Neben den mono- und multifokalen IOLs gibt es auch asphérische und torische
Intraokularlinsen. Asphirische Modelle wirken gezielt den Abbildungsfehlern sphérischer

n’[37,38] hingen konnen torische

Linsen durch die sphérische Aberration entgege
Intraokularlinsen den durch Hornhautverkriimmungen verursachten Abbildungsfehler
korrigieren.*®! Weiterhin muss zwischen nicht-akkommodativen und akkommodativen IOLs
unterschieden werden. Wihrend die gingigen zuvor beschriebenen Linsen nur eine oder
mehrere definierte Brennweiten besitzen, kann diese bei akkommodativen IOLs, dhnlich wie
bei natiirlichen Augenlinsen, durch Deformation der Linse mit Hilfe des Ziliarmuskels variabel
verandert werden. Dies wird durch spezielle Designs der Optik erreicht. Beispielsweise wird
bei der Lumina IOL von AKKOLENS {iber eine Verschiebung der beiden Optiken senkrecht zur

optischen Achse eine Verinderung der Brechkraft erzielt.[*"!

Weiterhin muss bei IOLs nach den Implantationsorten im Auge unterschieden werden, woraus
sich die Klassifizierung in Vorder- und Hinterkammer-IOLs ergibt. Die unterschiedlichen

Implantationsorte von Intraokularlinsen sind in Abb. 6 dargestellt.

Vorderkammerlinsen Hinterkammerlinsen

Kammerwinkel Iris Sulcus Kapselsack

Abb. 6: Darstellung der unterschiedlichen Implantationsorte von Intraokularlinsen. Vorderkammerlinsen kénnen
entweder im vorderen Kammerwinkel oder an der Iris fixiert werden, Hinterkammerlinsen im Sulcus oder im
Kapselsack. Entnommen und modifiziert.""
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Bei den klassischen Intraokularlinsen, welche zur Behandlung des Grauen Stars eingesetzt
werden, handelt es sich um Hinterkammerlinsen. Diese werden normalerweise im Kapselsack
fixiert.*?! Ein alternativer Implantationsort ist der Sulcus. Im Gegensatz zum Kapselsack ist
diese Position jedoch normalerweise nicht angestrebt, sondern wird nur im Komplikationsfall
genutzt.[*¥] Vorderkammerlinsen werden hingegen in dem vorderen Kammerwinkel oder an der
Iris fixiert.***] Diese phaken Intraokularlinsen (pIOL) werden nicht als Ersatz fiir die
natiirliche Augenlinse implantiert, sondern zusdtzlich zu dieser, so dass Fehlsichtigkeiten
korrigiert werden konnen und das Tragen von Kontaktlinsen bzw. Brillen nicht mehr nétig

ist.[46]

Die Fixation der Intraokularlinsen im Auge erfolgt in allen Féllen mittels einer geeigneten
Haptik. Auch hier gibt es unterschiedliche Designs. Sie konnen entweder aus demselben
Material wie die Optik bestehen oder aus einem anderen Material, das nachtriglich eingeklebt
wird. Die am héufigsten verwendeten Haptiken sind die C-Schlaufen- und die Platten-

Haptik.[*7]

1.3.2. Materialien fiir IOLs

Neben dem Design der Intraokularlinsen spielt das Material, aus dem diese gefertigt werden,
eine entscheidende Rolle fiir die spiteren optischen und mechanischen Eigenschaften. Die
wichtigsten Parameter sind hier der Brechungsindex (np), die chromatische Aberration (v) und
die Glasiibergangstemperatur (Tg). Der Brechungsindex hat dabei einen mafigeblichen Einfluss
auf die Dicke der Optik, um die gewliinschte Brechkraft zu erreichen. Dem entgegen steht die
chromatische Aberration, die sich meist antiproportional zum Brechungsindex verhilt.[*®]
Zwischen diesen beiden Parametern muss daher abgewogen werden. Die
Glasiibergangstemperatur ist fiir die Flexibilitdt des Materials essentiell. Wahrend PMMA
Linsen eine Glasiibergangstemperatur von 113 °C bis 118 °C haben und damit bei
physiologischen Bedingungen steif und sprode sind, liegt diese bei modernen hydrophoben
Acrylaten bei ca. 15 °C.*) Dies ist essentiell, da die Implantation, wie in Kapitel 1.2
beschrieben, aufgerollt durch einen Injektor mit 2.2 mm bis 2.4 mm Durchmesser in das Auge
injiziert wird. Um den Entfaltungsprozess zu kontrollieren, werden unterschiedliche
Quervernetzer eingesetzt. Zum Schutz der Iris muss den Linsen nach DIN EN ISO 11979-8
weiterhin ein UV-Absorber zugesetzt werden, der energiereiche UV-Strahlung <400 nm
abblockt. Dafiir kommen hauptsédchlich Benzotriazole und Benzophenone zum Einsatz. Einen

erweiterten Schutz vor einer Makulardegeneration bieten Gelbfilterlinsen, die zusdtzlich im
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blauen Wellenspektrum absorbieren und damit die natiirliche Vergilbung der Augenlinse im

Alter imitieren.%

In der Klasse der eingesetzten Edukte l4sst sich grundsétzlich zwischen den Silikonen und den
Acrylaten unterscheiden. Die Gruppe der Acrylate untergliedert sich wiederum in Polymere mit
keiner bzw. geringer Wasseraufnahme, die hydrophoben Acrylate, und Polymere mit 18% bis
38% Wasseraufnahme, die hydrophilen Acrylate oder auch Hydrogele."'? Um die
gewiinschten optischen und mechanischen Eigenschaften zu erreichen, erfolgt die
Polymerisation typischerweise als Copolymer, d.h. dass die Materialien nicht auf Basis eines
einzelnen Monomers hergestellt werden, sondern dass verschiedene Monomere in definierten
Mischungsverhéltnissen verwendet werden, um die gewiinschten optischen und mechanischen

Eigenschaften einzustellen.

Silikone miissen auch der Klasse der hydrophoben Materialien zugeordnet werden. Sie
bestehen hauptsédchlich aus poly(dimethlysiloxan) oder poly(dimethylsiloxan-co-diphenyl-
siloxan) und haben einen Brechungsindex np von 1.41 bis 1.46. Jedoch bendtigen sie auf Grund
ihrer geringen Flexibilitdt zur Implantation mit 3.2 mm Durchmesser einen relativ grof3en
Injektor.!*3 Ein weiterer groBer Nachteil der Silikone ist das nahezu elastische Verhalten. Dies
fiihrt dazu, dass die Entfaltung im Auge nahezu augenblicklich erfolgt, was bei ungeniigender

Sorgfalt des Chirurgen zu Schiiden im Augeninneren fiihren kann.[*”!

Moderne hydrophobe IOLs bestehen daher heutzutage meistens aus Acrylaten mit hydrophoben
Seitenketten, da diese im Vergleich zu Silikonen eine besser Biokompatibilitdt und ein besseres
mechanisches Verhalten versprechen. Durch die Modifikation der Seitenketten ist es ebenfalls
moglich, hochbrechende Polymere herzustellen, die Brechungsindizes np > 1.55 besitzen.[**]
Die Definition von hydrophoben Acrylaten bezieht sich auf eine Wasseraufnahme, die bei
kleiner 0.5% liegt. Inzwischen sind aber auch als hydrophobe bezeichnete Linsen mit bis zu 4%
Wasseraufnahme kommerziell erhiltlich. Diese werden meist durch die Copolymerisation mit
hydrophilen Acrylaten hergestellt und sollen glistening, der Einlagerung von Wasservakuolen

im Polymer, vorbeugen.>*>°]

Neben der Klasse der hydrophoben Acrylate werden auch hydrophile Acrylate verwendet, die
eine Wasseraufnahme von bis zu 38% besitzen kdnnen. Die meisten kommerziell erhéltlichen
hydrophilen Intraokularlinsen bestehen zu einem hohen prozentualen Anteil aus 2-
Hydroxyethylmethacrylat (HEMA) in Copolymerisation mit einem hydrophoben Monomer,

wie Methylmethacrylat. Die Copolymerisation dieser beiden Bestandteile erlaubt die
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Einstellung der Wasseraufnahme. Die daraus resultierenden Polymere Dbesitzen
Glastibergangstemperaturen um die 100 °C, sind unter getrockneten Bedingungen sprode und
damit &hnlich zu IOLs aus reinem PMMA. Erst durch die Quellung in Wasser erhalten sie ihre
flexiblen Eigenschaften. Der Quellfaktor wird zusétzlich durch die Zugabe eines
Quervernetzers reguliert, durch den auch die mechanische Stabilitit in gequollenem Zustand
erhalten bleibt. Hydrophile Intraokularlinsen gleichen durch den hohen Wasseranteil der
natiirlichen Augenlinse am meisten, der mit ca. 65% noch deutlich hoher liegt.>¢! Weiterhin
kann das hydrophile Material zusétzlich chemisch modifiziert werden, so dass mit
Schweinekollagen oder Heparin modifizierte Linsen auf dem Markt verfiigbar sind, wodurch
die Biokompatibilitit nochmals verbessert werden soll.’”) Zusitzlich existieren auch

hydrophile Linsen mit hydrophober Oberfliche.>®!

Die zur Fixation der IOL im Kapselsack benétigte Haptik kann entweder aus demselben
Material wie die Optik bestehen, dem sogenannten single piece design,®! oder auch aus
unterschiedlichen Materialien, wie PMMA, Polypropylen, PVDF oder PES. Diese Linsen

werden als multi piece design bezeichnet.!]

1.3.3. Intra- und postoperative Komplikationen

Nach der Implantation von Intraokularlinsen kdnnen trotz der modernen MICS eine Vielzahl
an postoperativen Komplikationen auftreten, wobei auch hier teilweise zwischen den
unterschiedlichen Materialen, aus denen die IOLs bestehen, unterschieden werden muss. Eine
erneute Eintriibung der kiinstlichen Linse auf Grund unterschiedlicher Effekte kann auf der

Kurz- oder Langzeitskala erfolgen. "]

Eine intra-operative Komplikation ist insbesondere die Hinterkapselruptur (posterior capsular
rupture), die in 1% bis 4% der Fille vorkommt.[*!! Sie stellt ein groBes Problem dar, da in
diesem Fall die IOL nicht mehr im Kapselsack implantiert werden kann (siehe 1.3.1). Weitere

[62]

deutlich seltenere intraoperative Komplikationen sind die zonuldre Dehiszenz'®“' sowie eine

suprachoroidale Blutung.[®*]

Die am héufigsten postoperativ auftretenden Komplikationen sind verschiedene Formen der
Kapseltriibung, auch als sekunddrer Katarakt oder Nachstar bezeichnet. Die primére Form ist
dabei die hintere Kapseltriibung (posterior capsule opacification, PCO), die innerhalb von 5

Jahren nach der Kataraktoperation bei bis zu 28% der Patienten auftritt (Abb. 7).[6]
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Abb. 7: IOL mit PCO vor und nach einer Nd:YAG Kapsultomie. Im zentralen Teil der Linse konnten erfolgreich
die Epithelzellschicht entfernt werden.!%)

Das Trauma des Auges durch Implantation der Linse fiihrt zum Zusammenbruch der Blut-
Kammerwasser-Schranke, wodurch Proteine und Zellen in die Hinterkammer des Auges
gelangen. Diese konnen an der IOL-Oberfliche adsorbiert werden, wodurch eine
Zellinteraktion mit der Linse entsteht, so dass ein Wachstum von Epithelzellen auf der
Linsenoberfliche stattfindet.®>] Daneben kann es auch zu vorderer Kapseltrilbung (anterior
capsule opacification, ACO) kommen und bei Implantation eines doppelten Linsensystems zu
interlentikuldren Kapseltriibungen. Diese Arten der Linsentriibung konnen jedoch durch die
Nd:YAG-Laser-Kapsulotomie behandelt werden, die zwar einige Risiken birgt, aber die
Triibungen ohne eine erneute Offnung des Auges beseitigen kann.[**! Daneben gibt es noch eine
Vielzahl weiterer moglicher Komplikationen, wie ein erhdhter Augeninnendruck,
Hornhautdekompensationen, Netzhautablosung, aber auch die Fehlpositionierung der IOL im

Auge oder die falsche Wahl der Brechkraft.[¢®]

Weiterhin konnen unterschiedliche Prozesse eine Triibung der implantierten IOL verursachen

und deren Explantation nétig machen (Abb. 8).17]

snowflake glistening Kalzifikation

Abb. 8: Verschiedene Effekte, die zur Eintriibung von IOLs fiihren. Links: Schneeflocken-Degeneration einer
PMMA-IOL®®; Mitte: glistening einer hydrophoben IOL;3¥ Rechts: Kalzifikation einer hydrophilen IOL.1®)

10
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Zu nennen ist die Schneeflocken-Degeneration, die in friihen PMMA-Intraokularlinsen eine
langsame Eintriibung zur Folge hatte. Sie trat hauptséchlich bei Linsen auf, die iiber injection

molding hergestellt wurden und scheint das Ergebnis einer UV-Degeneration zu sein.!’%"!l

Eine materialspezifische Komplikation bei hydrophoben Intraokularlinsen ist das glistening.
Dabei entstehen wassergefiillte Mikrovakuolen im Inneren der IOL, die auch eine Triibung
hervorrufen. Durch den starken Brechungsindexunterschied zwischen dem Polymer (np<1.41)
und Wasser (1.33) findet eine starke Brechung und Streuung an den Grenzflachen statt, so dass

keine ausreichende Fokussierung des Lichts mehr erfolgt.[%]

Hauptséchlich bei hydrophilen Intraokularlinsen kdnnen sogenannte Kalzifikationen auftreten.
Hierauf liegt der Fokus dieser Arbeit. Bei dem Prozess der Kalzifikation findet eine allmdhliche
Triibung der IOL statt. Im Gegensatz zur PCO und dem glistening findet hier jedoch die
Mineralisation bzw. Ablagerung von Kalziumphosphaten auf und in der IOL statt. Bei zu
starkem Fortschreiten einer Kalzifikation ist der operative Austausch der betroffenen

Intraokularlinse nétig, da derzeit keine Behandlungsmethoden existieren.

11
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2. Theoretischer Hintergrund

2.1. Biomineralisationen

Die Biomineralisation beschreibt generell die Ausbildung organisierter, anorganisch-
organischer Strukturen in Folge von biologischen Prozessen. Physiologische
Biomineralisationen treten in der Natur hiufig auf, so spielen sie bei allen Wirbeltieren eine
essentielle Rolle bei der Ausbildung der Knochengeriiste!’*! und der Zihne,*! sind aber auch
auBerhalb dieser Gruppe, bei beispielsweise Algen und Diatomeen, weit verbreitet.[”>) Dabei
konnen sich sehr vielféltige Formen und hierarchische Strukturen ausbilden. Einige Beispiele

fiir aus Biomineralisationen hervorgegangene Strukturen sind in Abb. 9 dargestellt.

Abb. 9: Beispiele von aus Biomineralisationen hervorgegangenen Strukturen. links: Alge Calcidiscus
leptoporus.U% rechts: Wirbel eines Schlangensterns.U’”

In Bezug auf die chemische Zusammensetzung der ausgebildeten organisch-anorganischen
Komposite gibt es ebenfalls groe Unterschiede. Die grofite Klasse stellen kalziumhaltige
Strukturen dar, deren Entstehungsprozess auch Kalzifikation genannt wird. Eine weitere grof3e
Klasse ist die Ausbildung von Silikaten und von eisenhaltigen Verbindungen. Daneben
existieren noch zahlreiche weitere Formen der Biomineralisation.”8) Wihrend bei groBen
Wirbeltieren hauptsédchlich Kalzifikationen verbreitet sind, spielt die Ausbildung von Silikaten
bei Diatomeen, Grisern und kleinen Wirbeltieren eine wichtige Rolle. Eisenoxide kommen
hingegen hédufig im Zusammenhang mit magnetsensitiven Sinnesorganen von beispielsweise
Vogeln vor.””! Selbst bei Prokaryoten gibt es verschiedene Formen der Biomineralisation, die
in biologisch kontrollierte und biologisch induzierte Mineralisationen unterteilt werden
konnen. ! Insgesamt sind iiber 60 verschiedene Minerale bekannt, die durch Biomineralisation
entstehen.®!]

12
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Fiir einen Biomineralisationsprozess ist die Bildung eines Kristallisationskeims immer der
entscheidende erste Schritt. Kristallisationskeime entstehen aus geldsten Stoffen bzw. lonen.
Thermodynamisch betrachtet handelt es sich bei der Entstehung von Kristallisationskeimen um
die Bildung einer neuen Phase, deren Triebkraft eine kritische Ubersittigung der
entsprechenden Stoffe bzw. Ionen in Losung ist. Bei der heterogenen Kristallisation kdnnen
aullerdem auch Fremdstoffe wie Staubpartikel oder Defekte an Oberfldchen als Ausgangspunkt
einer Kristallisation dienen. Findet durch die Ubersittigung die Ausbildung der
Kristallisationskeime statt, erfolgt das Kristallwachstum, bis ein chemisches Gleichgewicht

erreicht ist.%?] Der Prozess ist schematisch in Abb. 10 dargestellt.

kritische Uberséattigung

Keimbildung

Konzentration

Diffusionswachstum

Gleichgewicht

=
L

Zeit

Abb. 10: Schematische Darstellung des Ablaufs einer Kristallisation aus Losung fiir eine beliebige Substanz.
Nach Uberschreiten der kritischen Ubersdttigung erfolgt ein schneller Keimbildungsprozess, der in ein
diffusionskontrolliertes Wachstum iibergeht, bis ein chemisches Gleichgewicht erreicht ist.

Generell muss noch zwischen zwei unterschiedlichen Abldufen unterschieden werden, der
plétzlichen Uberschreitung der kritischen Ubersittigung und der kontinuierlichen, heterogenen
Kristallisation. Bei der ersten Variante entstehen zahlreise, identisch grof3e, bei der anderen

kontinuierlich wachsende Kristallisationskeime iiber einen lingeren Zeitraum.?!

13
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2.2. Kalzifikationen

2.2.1. Arten von Kalzifikationen

Generell versteht man unter einer Kalzifikation den physiologischen Vorgang der Einlagerung
von kalziumhaltigen Verbindungen in Gewebe.[**! Die Klasse der Kalzifikationen l4sst sich in
zwei Untergruppen unterteilen, die Biomineralisation von Kalziumkarbonaten und die von
Kalziumphosphaten. Die Klasse der Kalziumkarbonate ist dabei die in der Natur am meisten
verbreitete Form. Gefolgt wird diese Gruppe von den Kalziumphosphaten, die ebenfalls bei
diversen Organismen vorkommen.[”" Wihrend die Karbonate hauptsichlich bei marinen
Lebewesen eine Rolle spielen, ist bei allen Séugetieren die Ausbildung von Kalziumphosphaten
die dominierende Form der Biomineralisation.®!! Die Phase von verhértetem, phosphathaltigem
kalzifiziertem Gewebe wird biologisches Apatit (BA) genannt. Es besteht aus Hydroxylapatit
(HA, Cai0(PO4)6(OH)2) in einer organischen Matrix, in der eine Vielzahl weiterer Anionen und

Kationen zu finden ist.[¥

Neben der kontrollierten, physiologischen Biomineralisation gibt es auch diverse pathologische
Prozesse. Bei diesen sind die physiologischen Prozesse so gestort, dass die Mineralisation von
Salzen auch an unspezifischen Stellen im Organismus stattfindet. Beispielsweise treten
dystrophische Kalzifikationen bei Individuen auf, die einen gestorten Kalziummetabolismus
besitzen, wie bei der Hyperkalziimie und dem Hyperparathyreoidismus./** Eine weit verbreitete
pathologische Biomineralisation ist auch die Ausbildung von Nierensteinen, hauptséchlich aus
Kalziumoxoalat oder Kalziumphosphat, von der bis zu 12% der ménnlichen amerikanischen
Bevolkerung im Laufe ihres Lebens betroffen sind.*® Auch der Arteriosklerose, die zur
Verengung oder gar VerschlieBung der BlutgefiBe fiihrt, liegt eine Kalzifikation zugrunde.®!]
Kardiovaskuldre Erkrankungen stehen daher hidufig im Zusammengang mit diabetes
mellitus.'®®) Aber nicht nur im Blutkreis finden pathologische Kalzifikationen statt, auch das
Auge kann betroffen sein. Bei der asteroiden Hyalose (AH) bilden sich im Glaskdrper des
Auges kleine gelbe bis weille sphirische Partikel aus, die auch asteroide Korper genannt
werden.®”! Dies zihlt zu den typischen Alterserkrankungen des Auges, fiihrt jedoch nur selten
zu einer starken Sehbeeintrichtigung.!®) Aber auch bei Tumoren des Auges, wie bei

Retinoblastomen auf der Netzhaut, treten Kalzifikationen auf.[®]

14
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2.2.2. Kalzifikationen bei Implantaten

Pathologische Kalzifikationen kénnen nicht nur bei natiirlichen, organischen Strukturen
auftreten, sie konnen auch bei einer Vielzahl organischer und polymerer Implantate zu
Komplikationen fiihren. Beispielsweise sind Kalzifikationen weit verbreitet bei
bioprothetischen Herzklappen, die in dem meisten Féllen aus Aortenklappengewebe von
Schweinen oder Herzbeutelgewebe vom Rind stammen. Innerhalb von 15 Jahren fiihren diese
Kalzifikationen postoperativ in iiber 50% Prozent der Fille zu einem Versagen der
Implantate.”>°!) Aber auch vollstindig synthetische Implantate, wie Polyurethane, die bei
kardiovaskuldren Implantaten ebenfalls weit verbreitet sind, zeigen die Problematik der
Kalzifikation und werden dadurch in ihrer Funktion beeintriichtigt.”?) Daneben besteht auch
bei Implantaten aus Silikon, vornehmlich bei Brustimplantaten, das Risiko der
Kalzifikation.”***! Weiterhin sind Implantate aus Kollagen und Elastin stark betroffen.*>! Des
Weitern konnen Hydrogele kalzifizieren, die hauptsédchlich aus pHEMA bestehen. Diese
kommen bei den unterschiedlichsten Anwendungen, wie bei Brustimplantaten,
kardiovaskuldren Implantaten und okularen Implantaten, wie Intraokularlinsen, zum Einsatz.[®]

Einige Beispiele von kalzifizierten Implantaten sind in Abb. 11 dargestellt.

it

W
W
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Abb. 11: links: Kalzifizierter bioprosthetischer Rinderherzbeutel. rechts: Kalzifiziertes Brustimplantat.!®]

Die Kalzifikationen der verschiedenen Implantate sind als farblose Ablagerungen zu erkennen.
Generell muss hier zwischen extrinsischen Kalzifikationen, die auf der Oberfliche der
Implantate stattfinden, und intrinsischen Kalzifikationen, die im Inneren des Implantats

entstehen, unterschieden werden.””!

Fiir orthopéddische und dentale Applikationen werden sogar Polymermodifikationen mit
Carboxylaten und Oxyphosphaten erforscht, um bewusst Kalzifikationen zu begiinstigen.®

Generell wird dabei das Konzept genutzt, dass elektrostatische Anziehungskrifte zwischen den
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anionischen Gruppen der Modifikationen und den Kalziumionen des Blutkreislaufs
bestehen.”®!%! Jedoch zeigen verschiedene Studien, unter anderem mit modifizierten pHEMA -
(Co)-Polymeren, die, wie in Kapitel 1.3.2 beschrieben, auch einen Grofteil der hydrophilen
Intraokularlinsen ausmachen, bisher keine eindeutigen Einfliisse auf Kalzifikationen. Sowohl

101-103] ynd inhibierende!'%*1%%] Effekte als auch keinerlei Einfluss der

propagierende!
Modifikation!'%! durch die Anwendung von Carboxylatfunktionalisierungen werden in der

Literatur beschrieben.

2.2.3. Aktueller Forschungsstand bei Kalzifikationen von Intraokularlinsen

Ebenso wie bei der asteroiden Hyalose der natiirlichen Augenlinse konnen polymere
Intraokularlinsen von Kalzifikationen betroffen sein. Dabei zeigen kalzifizierte, natiirliche
Linsen und polymere Linsen sowohl makroskopisch, als auch mikroskopisch Ahnlichkeiten

(Abb. 12).

det| HVY |mag @, WD |[spot| HFW
LFD 12000 kV| 100x 96mm 30 /128 mm

Abb. 12: Darstellung einer Aufnahme einer Augenlinse mit asteroider Hyalose (links) und einer kalzifizierten
Intraokularlinse (rechts) inklusive je einer elektronenmikroskopischen Aufnahme. Entnommen und
modifiziert.!'7-109]

Die Kalzifikation duBert sich als weiller, fein verteilter, granuldrer Schleier auf und in der Linse
und besteht aus einzelnen Mikropartikeln. Die starke Lichtstreuung an den zahlreichen

Mikropartikeln fiihrt zu einem Verlust des Visus, wobei es eine starke Korrelation zwischen
[110,111]
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Die dabei ausgebildeten Mikropartikel bestehen aus Kalziumphosphaten, wie Hydroxylapatit.
Das Auftreten von Kalzifikationen ist eine Komplikation, die iiblicherweise erst mehrere Jahre
postoperativ auftritt. In einer Studie von 200 Intraokularlinsen, die im Durchschnitt nach 5.8
Jahren auf Grund von visuellen Problemen explantiert wurden, zeigten 153 der Linsen (76.5%)

eine Kalzifikation.['!?]

Es existieren derzeit keine in vivo Behandlungsmoglichkeiten, wodurch bei zu starkem
Fortschreiten der Kalzifikation die Intraokularlinse ausgewechselt werden muss, was die
Gefahr von Komplikationen bei der erneuten Operation des Auges deutlich erhoht.!''!! In bis
zu 48% der Fille, in denen eine IOL auf Grund von Triibungen erneut ausgetauscht werden
muss, treten verschiedene postoperative Komplikationen wie beispielsweise eine hintere

Kapselruptur auf.!!!!

Kalzifikationen kommen hauptsdchlich bei Intraokularlinsen vor, die aus hydrophilen
Polymeren gefertigt sind (siehe Kapitel 1.3.2). Jedoch sind in der Literatur ebenfalls einige
Fille von Kkalzifizierten hydrophoben IOLs aus Silikonen beschrieben.!!'*12%] Die dabei
gebildeten Kalzifikationen befinden sich nur auf der Oberfliche der Linsen und kdnnen sogar
intraoperativ mechanisch mit beispielsweise einer flexiblen Schlaufe entfernt werden.!''” Das
vermehrte Auftreten von Kalzifikationen bei hydrophilen Intraokularlinsen kann in
Zusammenhang mit der hohen Wasseraufnahme von 18% bis 38% gebracht werden.**1?! Im
Allgemeinen sind bei den hydrophilen Materialien keine bestimmten IOL-Modelle betroffen,
sondern Kalzifikationen treten sporadisch bei allen hydrophilen Linsenmaterialien und -designs
auf.['??) Generell sind <1% der implantierten hydrophilen Intraokularlinsen aller Hersteller von

Kalzifikationen betroffen.[!?3]

Morphologisch &uBlern sich die Kalzifikationen als
Mikropartikel, die auf der Oberfliche oder auch bis zu 100 pum unterhalb der
Polymeroberfliche liegen konnen.''!! In den meisten Fillen treten Kalzifikationen in der
zentralen Region der IOL auf,!''! jedoch werden ebenfalls Kalzifikationen beschrieben, bei
denen sich die Triibung der Linse iiber die vollstindige Optik sowie teilweise auch die Haptik
erstreckt. Bespiele von morphologisch verschiedenen kalzifizierten hydrophilen Linsen sind in

Abb. 13 dargestellt.
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Abb. 13: Aufnahmen verschiedener kalzifizierter hydrophiler Intraokularlinsen. (1,2) Ubersichtsaufnahmen
kalzifizierter IOLs.'"*%12 (3 4) Elektronenmikroskopische Aufnahme von kalzifizierten I0Ls.!'26:127]

Bei der Betrachtung der Ursachen fiir Kalzifikationen bei Intraokularlinsen muss zwischen zwei
grundsétzlich unterschiedlichen Einfliissen unterschieden werden, dem patientenabhingigen
Faktor sowie dem materialabhdngigen Faktor. Daher fiihrten NEUHANN et al. eine
Unterscheidung von Kalzifikationen in primére, sekundéire und falsch-positive Kalzifikationen

ein.!28l

Primére Kalzifikationen beziehen sich auf materialabhidngige Komponenten und sind auf Fehler
im Produktions- und Verpackungsprozess zuriickzufiihren. Beispielsweise gibt es eine Reihe
von Modellen und Chargen, bei denen Kalzifikationen signifikant hdufiger aufgetreten sind.
Dazu zihlen die Modelle Hydroview von Bausch&Lomb,!”! MemoryLens von CIBA
Vision!*%, SC60B-OUV von MDR!3% Aqua-Sense von OII!'*! und als aktuellster Vertreter
verschiedene Modelle von Oculentis.!'*?) So bildete sich bei 15.8% der 1100 zwischen
September 2000 und Mai 2001 in dem Peterborough District Hospital implantierten
Hydroview-Linsen eine Kalzifikation aus, die nicht auf Vorerkrankungen der Patienten
zuriickgefiihrt werden konnte.'”! Untersuchungen zeigten, dass die Verunreinigung durch

Mikropartikel aus der Verpackung der Linse das Auftreten der Kalzifikationen
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begiinstige.!!3!* Auch bei der Memorylens, SC60-OUV und der Aqua-Sense IOL konnte ein
Zusammenhang zwischen Silikonen und den auftretenden Kalzifikationen hergestellt
werden.”! Die verschiedenen hiufig kalzifizierten Modelle von Oculentis aus den Jahren 2009
bis 2012 zeigen hingegen eine materielle Besonderheit. Es handelt sich zwar um hydrophile
Linsen, jedoch besitzen diese eine zusitzliche hydrophobe Beschichtung.!'!”! Die
Identifizierung einer einzelnen Ursache war hier nicht mdglich. Vom Hersteller veroffentlichte
Sicherheitsinformationen zu den Modellen beschreiben ein Multifaktorenproblem, bringen
jedoch auch hier auftretende Kalzifikationen mit potentiellen Silikonriickstinden aus der
Verpackung in Verbindung. Weiterhin wird aber auch ein Zusammenhang mit den Riickstinden
eines im Fertigungsprozess verwendeten Phosphatpuffers beschrieben.!!!%!3%] Die Zeitspanne

zwischen der Implantation und Explantation betrug auch hier durchschnittlich vier Jahre.[!3]

Sekundére Kalzifikationen sind hingegen das Ergebnis der patientenabhéngigen Komponente
und konnen beispielsweise auf Vorerkrankungen zuriickgefiihrt werden, durch die sich die
Zusammensetzung des Kammerwassers #ndert.['?8136-1381 Dje  Zusammensetzung des
Kammerwassers wird durch die Blut-Kammerwasser-Schranke reguliert, die sich im Epithel
befindet, das den Ziliarkorper bedeckt.!'®) Konzentrationsiinderungen, insbesondere in Bezug
auf den Kalzium- und den Phosphatgehalt, sind durch das sehr geringe Loslichkeitsprodukt von
Kalziumphosphat besonders kritisch, da durch dessen Uberschreitung
Mikrokristallisationskeime entstehen konnen. Fiir die Anderung der Konzentrationen dieser
Ionen gibt es dabei vielfdltige Ursachen. Einerseits kann die Konzentration der lonen im
Kammerwasser durch systemische Erkrankungen, wie beispielsweise diabetes mellitus,
verursacht werden. Die sich potentiell entwickelnde Folgeerkrankung von Diabetes, die
diabetische Retinopathie, fiihrt beispielsweise zur Erhoéhung des Phosphatspiegels im
Kammerwasser.!'*”] Ebenfalls ist die Albuminkonzentration deutlich erhdht.!'*"] Ein weiteres
Beispiel ist die schon zuvor erwéhnte asteroide Hyalose. So traten innerhalb einer Studie von
kalzifizierten Silikonlinsen bei 88% der Patienten, die vor der Implantation der
Intraokularlinsen schon eine asteroide Hyalose der natiirlichen Linse zeigten, spiter auch

U14116] Bipn Zusammenbruch der Blut-Kammerwasser-

Kalzifikationen der Intraokularlinsen auf.
Schranke kann aber auch durch vielfiltige andere Ursachen erfolgen, beispielsweise durch
Infektionen und Entziindungen des Auges wie Uveitis, postoperative Entziindungen oder
Traumata.[®! Eine weitere in der Literatur diskutierte Hypothese ist der Zusammenhang
zwischen Kalzifikationen und nach der Implantation postoperativ durchgefiihrten Operationen,
bei denen intraokulares Gas als Tamponade verwendet wird.!''!'4!l Dazu zihlen Varianten von

Hornhauttransplantationen, wie der descemet membrane endothelial keratoplasty (DMEK)
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oder der descemet stripping (automated) endothelial keratoplasty (DS(A)EK), aber auch die
pars plana vitrectomy (PPV), bei der der Glaskorper des Auges entfernt wird.!'!!'!) Studien mit
groBeren Fallzahlen finden jedoch nur in 2.5% bis 5% der Fille einen Zusammenhang zwischen

auftretenden Kalzifikationen und den zuvor durchgefiihrten Operationen.[14!4]

Die dritte von NEUHANN et al. eingefiihrte Klasse sind die falsch-positiven bzw. pseudo-
Kalzifikationen, also all jene, bei denen eine Eintriibung nach der Explantation und Analyse

nicht als Kalzifikation eingestuft werden kann.
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3. Zielsetzung der Arbeit

Kalzifikationen, die primir bei Intraokularlinsen aus hydrophilen Acrylaten auftreten, stellen
eine anhaltende postoperative Komplikation bei der Behandlung des Grauen Stars dar, die zu
einer erneuten visuellen Beeintrdchtigung des Sehens fiihrt und letztendlich einen Austausch
des Implantats notig macht. Hydrophile Intraokularlinsen gleichen durch die hohe
Wasseraufnahme (18% bis 38%)**!?!l mehr der natiirlichen Linse und zeigen daher eine
bessere physiologische Vertraglichkeit als hydrophobe IOLs. Prozentual gesehen treten
Kalzifikationen bei hydrophilen IOLs nur selten auf (<1%), dennoch geht der Trend in der
Medizin auf Grund dieser potentiellen postoperativen Komplikation immer mehr zur
Verwendung hydrophober IOLs. Durch die gro3e Stiickzahl an Kataraktoperationen bzw. an
implantierten Intraokularlinsen handelt es sich trotz der geringen Haufigkeit um signifikante
Fallzahlen, bei denen einen risikobehafteter Eingriff am Auge erneut durchgefiihrt werden
muss. Die Tatsache, dass es sich um eine spite, oft erst nach Jahren auftretende postoperative
Komplikation handelt, macht die Identifizierung der Risiken, die zu einer Kalzifikation flihren,
zu einer groen Herausforderung. Einerseits ist das Wissen um den Zusammenhang mit der
individuellen Patientenphysiologie von zentralem Interesse, um den Entstehungsprozess zu
verstehen, andererseits miissen materialabhéngige, physikochemische Eigenschaften betrachtet
werden. Beispielsweise konnte ein chargenweises gehduftes Auftreten auf Verunreinigungen

im Verpackungsprozess zuriickgefiihrt werden.[!2°7132!

Fir das normale, gelegentliche
Auftreten von Kalzifikationen, die unter allen hydrophilen Materialien verbreitet sind, gibt es

jedoch keine fundierten Kenntnisse tliber die Risikofaktoren zu deren Entstehung.

Der Fokus dieser Arbeit soll daher auf dem Aufbau einer fundamentale Wissensbasis zu
Kalzifikationen bei hydrophilen Intraokularlinsen liegen, um den Prozess der Ausbildung dieser
besser zu verstehen. Dazu erfolgt einerseits die intensive Analyse von explantierten, in vivo
kalzifizierten Intraokularlinsen mit einer breiten Auswahl geeigneter Analysemethoden, um
insbesondere die Charakteristika beziiglich Lokalisation und Morphologie zu evaluieren und
Anhaltspunkte fiir die Entwicklung von Kalzifikationen zu identifizieren. Die dabei
verwendeten Methoden erstrecken sich von mikroskopischen iiber topographische Methoden

bis hin zu 3D-Tomographien ausgewihlter Intraokularlinsen.

In einem weiteren Teil sollen in vitro Analysen zu dem Diffusionsverhalten der bei
Kalzifikationen essentiellen Ionen, Kalzium und Phosphat, in einem hydrophilen
Modellpolymer erfolgen. Das Verstdndnis dieser Prozesse ist essentiell, um zu erkldren, warum

sich Kalzifikationen sowohl auf als auch unterhalb der Oberfldche ausbilden konnen.
21



4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4. Ergebnisse und Diskussion

4.1. Analysen in vivo Kkalzifizierter Intraokularlinsen

Die Ursachen fiir das Auftreten von Kalzifikationen bei Intraokularlinsen sind weitgehend
ungeklart. Zahlreiche verdffentlichte case reports aus dem medizinischen Bereich sind in der
Literatur beschrieben, so dass unterschiedliche morphologische Charakteristika bereits bekannt
sind (siehe Kapitel 2.2.3). Jedoch gibt es nur wenige detaillierte Untersuchungen, wie sich
Kalzifikationen bei Intraokularlinsen entwickeln und welchen Mechanismen die Entstehung
unterliegt. Insbesondere existiert keine Definition nach morphologischen Aspekten, sowie
keine hochauflosende Untersuchung einzelner Partikel zur Ursachenkldrung. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden daher insgesamt 16 auf Grund einer potentiellen Kalzifikation explantierte
hydrophile Intraokularlinsen mit einem breiten Spektrum an analytischen Methoden untersucht,
um ein genaueres Verstdndnis der Entstehungsursachen zu erhalten. Bei nur 12 der 16 Linsen
konnte eine vorliegende Kalzifikation nachgewiesen werden, die anderen vier sind der falsch-

positiven Klasse zuzuordnen'?®) und werden daher in dieser Arbeit nicht weiter diskutiert.

4.1.1. Fotografische Dokumentation

Um das optische Erscheinungsbild und die unterschiedliche Lokalisation der Kalzifikationen
darzustellen, wurde zunichst von jeder der 12 analysierten IOL eine fotografische

Ubersichtsaufnahme erstellt, die in Abb. 14 dargestellt ist.
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Abb. 14: Fotografische Ubersichtsaufnahmen aller analysierten, explantierten Intraokularlinsen. Die Linsen EI,
E2 und E4 besitzen einen Blauabsorber und erscheinen daher gelb. Die Linsen El, E2 und E3 wurden schon in
einer vorherigen eigenen Arbeit analysiert, sind jedoch hier zur Vollstindigkeit und mit erweiterten Analysen
aufgezdihlt. [

Die Ubersichtsaufnahmen machen deutlich, dass Kalzifikationen, die sich als getriibte Bereiche
auf den sonst transparenten Linsen &uBlern, kein charakteristisches Aussehen zugeordnet
werden kann. Es werden die unterschiedlichsten Ausprigungen beobachtet. Bei allen
analysierten IOLs handelt es sich um hydrophile IOLs und betroffen sind sowohl klare IOLs
als auch solche mit Blauabsorber, die dadurch gelb erscheinen.!'*! Die Linsen E1, E2 und E3
wurden schon im Rahmen einer vorherigen eigenen Arbeit analysiert, sind hier jedoch zur

Vollstéindigkeit und mit erweiterten Analysen, aufgezihlt.[1*#!

Beziiglich der Lokalisation der Kalzifikation kann entweder die vollstindige Linse (E3)
inklusive der Haptik getriibt sein oder nur vereinzelte Bereiche sind betroffen (E12). Schon hier
fallt die ortliche Begrenzung der Kalzifikation bei vielen der analysierten Intraokularlinsen auf,
die hiufig im zentralen Bereich der Optik lokalisiert ist. Weiterhin muss eine einzelne Linse
kein einheitlich getriibtes Bild liefern. Bei Linse E1 sind beispielsweise schon in der
Ubersichtsaufnahme unterschiedliche, sich optisch voneinander unterscheidende Bereiche zu
erkennen. Der Hauptteil der Kalzifikation ist jedoch immer auf der Optik lokalisiert, teilweise
existieren weitere kleine getriibte Bereiche auf der Haptik. Weiterhin zeigen die
Ubersichtsaufnahmen auf Grund der Transparenz und der geringen Dicke der Linsen sowie der

hohen Schirfentiefe der Kamera eine Uberlagerung aus der Vorder- und Riickseite der IOL.
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Die Kalzifikationen sind, so viel sei an dieser Stelle vorweggenommen, jedoch in fast allen

Féllen ausschlieBlich auf einer Seite der IOL lokalisiert.

4.1.2. Mikroskopische Analysen beziiglich der Lokalisation

Um die in den Ubersichtsaufnahmen dargestellte vielfiltigen Variation von Kalzifikationen bei
Intraokularlinsen detaillierter zu beschreiben, wurden im néchsten Schritt lichtmikroskopische
Analysen der Oberflichen der explantierten Linsen durchgefiihrt. Dabei kam je nach
Anwendungsfall die Auflicht-, Durchlicht- oder Dunkelfeldmikroskopie zur Anwendung.

Bei der detaillierten Betrachtung féllt auf, dass bei den Linsen hédufig unterschiedliche Bereiche
unterschiedlich stark von der Kalzifikation betroffen sind. In den stark kalzifizierten Regionen

ist nahezu die vollstdndige Oberfliche bedeckt (Abb. 15).

Abb. 15: Darstellung verschiedener zentraler Bereiche der kalzifizierten Linsen E5, E9, E10 und E12. Die
Kalzifikationen erstrecken sich von voneinander separierten Mikropartikeln bis zu geschlossenen Schichten.

Selbst in geringen optischen VergroBerungen (50-fach) wird dabei deutlich, dass die
kalzifizierten Bereiche unterschiedlichste Strukturen aufweisen konnen. Neben einzelnen
Mikropartikeln, die teilweise zusammengewachsen sind (Abb. 15, ES und E12), kénnen auch

dichte Schichten von regelméBigen Strukturen vorliegen (Abb. 15 E9) oder auch
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unregelméBige, schollenartige Platten (Abb. 15 E10). Schon hier zeigt sich, dass es auch bei
der Morphologie der Kalzifikation sehr unterschiedliche Auspriagungen gibt.

Verschiebt man das Augenmerk von den stark kalzifizierten Bereichen hin zu den

Randbereichen, so fillt auf, dass Kalzifikationen hdufig an definierten Grenzen enden

(Abb. 16).

200 pm

Abb. 16: Beispielhafte Kalzifikationen, bei denen die Mikropartikel an definierten Grenzen enden.
Uber die Ursachen, wieso in manchen Bereichen Kalzifikationen auftreten und in anderen
Bereichen nicht, kann an dieser Stelle nur spekuliert werden. Auch hier zeigt sich, dass die
GroBe der einzelnen Partikel stark variieren kann. Weiterhin ist auffallig, dass die definierten
Grenzen nicht nur nach auflen hin auftreten konnen, sondern auch innerhalb stark kalzifizierter
Bereiche Regionen existieren konnen, die nur mifig bis gar nicht vom Mikropartikelwachstum

betroffen sind (Abb. 17).
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I
200 pm

Abb. 17: Beispiele nicht-betroffener Bereiche inmitten von dichten Mikropartikelregionen. Unteres Bild
entnommen.!'*

In diesen Regionen sind entweder Mikropartikel in deutlich geringerer Haufigkeit (E7) oder
auch gar keine Mikropartikel (E6) zu finden. Daneben zeigt sich bei manchen Linsen auch der
umgekehrte Fall: Es existieren stark kalzifizierte Inseln in Bereichen, die sonst gar nicht

betroffen sind und nicht Teil der Hauptkalzifikation sind (Abb. 18).
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Abb. 18: Bereiche, bei denen Kalzifikationen aufSerhalb der stark betroffenen Regionen in Form von Inseln
vorkommen. Die Aufnahme von E11 erfolgte mittels Dunkelfeldmikroskopie.

Uber das Auftreten dieser Inseln kann an diesem Punkt jedoch auch nur spekuliert werden. In
einem Fall (Abb. 18, E12) liegen in diesem Bereich auch mechanische Schadigungen vor, die
in Form von schwarzen Punkten erkennbar sind. Dabei handelt es sich bei genauerer
Betrachtung um Polymerschiddigungen, was in diesem konkreten Fall auf eine mechanische
Schidigung als Ausldser fiir die Ausbildung der Kalzifikation schlieen lassen kdnnte. Jedoch
kann an diesem Punkte nicht festgestellt werden, ob diese Schiadigung aus der Kalzifikation
resultiert oder der umgekehrte Schluss gezogen werden muss, dass sie Resultat der Explantation

der Linse ist.

Neben den beschriebenen definierten Grenzen zwischen kalzifizierten und nicht-kalzifizierten
Bereichen existieren bei verschiedenen Linsen auch allmihliche Uberginge zu nicht-
betroffenen Bereichen. Die beiden Arten von Ubergingen kdnnen jedoch auch bei derselben
Linse in unterschiedlichen Bereichen auftreten, was auch hier die Frage nach dem zugrunde
liegenden Mechanismus aufwirft. Beispiele eines allmihlichen Ubergangs und eines
Ubergangs, in dem sich die Morphologie der Mikropartikel abrupt zu indern scheint, sind in
Abb. 19 dargestellt.
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200 pm ‘ . ¢ e = 200 pm |

Abb. 19: Beispiele fiir kalzifizierte Regionen, in denen an unterschiedlichen Regionen der Linsenoberfliche
morphologisch unterschiedliche Kalzifikationen vorliegen.

Weiterhin muss an dieser Stelle diskutiert werden, dass bei den analysierten Linsen ebenfalls
Kalzifikationen existieren, fiir die die zuvor diskutierten Merkmale nicht zutreffen. Ein Beispiel
dafiir ist die Linse E3. Diese Linse weist eine vollstindige Triibung der gesamten Fldche
inklusive der Haptik auf. Bei der lichtmikroskopischen Analyse der Oberfliche wird jedoch
deutlich, dass auf der Oberflache keine Kalzifikation sichtbar ist (Abb. 20).

T

50 pm f & T | 50 pm

Abb. 20: Lichtmikroskopische Aufnahmen von IOL E3 mit dem Fokus auf der Linsenoberfliche (links) und einem
leicht in die Probe verschobenen Fokus. Durch die Verschiebung des Fokuspunkts werden zahlreiche
Mikropartikel sichtbar.

Wird jedoch der Fokus in das Material hinein verschoben (Abb. 20 rechts), werden zahlreiche
Mikropartikel sichtbar. Dies zeigt, dass die Mikropartikel bei dieser Art von Kalzifikation
ausschlieBlich unterhalb der Oberfliche vorliegen und die Oberfliche an sich nicht von der
Kalzifikation betroffen ist. Wieso in diesem Falle ausschlieBlich das Innere des Materials und

nicht die Oberfldche betroffen ist, kann an diesem Punkt ebenfalls noch nicht gekléart werden.
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Zusitzlich zu den Kalzifikationen der Optik finden sich partiell solche auf der Haptik der

Intraokularlinsen. Auch hier bestehen zwischen den analysierten Linsen starke Unterschiede

der Morphologie der Mikropartikel (Abb. 21).

Abb. 21: Beispiele der kalzifizierten Haptik von Linse E5 und E11. Auch hier unterscheiden sich die
Lokalisationen der Kalzifikation stark.

Wie schon bereits zuvor erwéhnt, beziehen sich die bisher dargestellten Analysen auf nur eine
Seite der explantierten IOL, es muss in diesem Kontext aber auch jeweils die Riickseite der
jeweiligen Linse betrachtet werden. Hier fillt generell auf, dass keine der Linsen Anzeichen
einer Kalzifikation auf der Oberflache der Riickseite zeigte (Abb. 22).

I
200 pm

200 pm 3

Abb. 22: Lichtmikroskopische Aufnahme der Riickseite von zwei beispielhaft ausgewdhlten IOLs (E5, E12). Es
sind nur Verunreinigungen sowie Drehspuren zu erkennen.

Typischerweise sind nur Verunreinigungen und leichte Beschddigungen sichtbar, die
Oberfldchen sind ansonsten aber vollstdndig intakt und es sind keine Hinweise auf eine
Kalzifikation zu finden. Haufig sind die Drehspuren der Optik zu erkennen, die von den
diffraktiven Optiken stammen. Da die genaue Lage der analysierten Linsen im Auge vor der
Explantation nicht bekannt ist, kann an diesem Punkt an Hand einschldgiger Literatur

zumindest vermutet werden, %! dass es sich bei der jeweiligen kalzifizierten Seite immer um
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die zur Vorderkammer hin ausgerichteten Seite handelt und bei der nicht-betroffenen Seite um

die zum Glaskorper hin gerichteten Seite.

Zusammengefasst ergibt sich aus den mikroskopischen Analysen, dass Kalzifikationen
beziiglich der Lokalisation sehr unterschiedliche Auspriagungen zeigen. Es konnen sowohl nur
einzelne, wohl abgegrenzte Bereiche der Intraokularlinse betroffen sein oder auch die
vollstdndige Linse inklusive Haptik. Ebenso ist es moglich, dass innerhalb der abgegrenzten
Bereiche einzelne, nicht-kalzifizierte Stellen existieren oder auch Satelliten auBlerhalb der
kalzifizierten Hauptbereiche vorliegen. Weiterhin finden sich in den meisten Fillen die
Kalzifikationen direkt auf der Linsenoberfldche, in manchen Féllen gibt es jedoch auch dafiir
Indizien, dass die Kalzifikation ausschlieBlich unterhalb der Oberfldche lokalisiert ist. Zudem

treten Kalzifikationen fast immer ausschlieSlich auf einer Seite der Intraokularlinse auf.

4.1.3. Topographische Oberflichenanalysen

Nachdem zunéchst die unterschiedlichen Varianten von Kalzifikationen beziiglich der
Lokalisation diskutiert wurden, soll nun auf den Einfluss der entstandenen Kalzifikationen auf
die Oberflichenqualitit eingegangen werden. Da Intraokularlinsen extrem prézise gefertigte
optische Korper sind, befindet sich die mittlere Rauheit der Oberfliche (Ra) normalerweise im
Bereich von wenigen Nanometern.'*”! Zur Charakterisierung der Oberflichentopographie
wurden als Analysemethoden die WeiBlichtinterferometrie und die Laserscanningmikroskopie
ausgewdhlt. Erstere eignet sich durch die groBe mogliche Scanfliche, die nur durch den
verwendeten xy-Tisch limitiert ist, gut zur Darstellung der vollstindigen Oberfldche der
Intraokularlinse. Die Laserscanningmikroskopie liefert hingegen durch die Kopplung mit den
Objektiven eines Mikroskops topographische Profile, die in den angewendeten Fillen bei
maximal 500-facher VergroBerung aufgenommen wurden. Jedoch ist in diesem Fall der zu

analysierende Bereich stark beschrénkt.

Am Beispiel der Linse E7 ist in Abb. 23 die fotografische Ubersichtsaufnahme dem weiBlicht-

interferometrischen Oberflichenscan gegeniibergestellt.
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Abb. 23: Ubersichtsaufnahme von E7 und zugehériger weiflichtinterferometrischer Scan der Oberfliche. Die
mittlere Rauheit Ra in dem kalzifizierten Bereich betrdgt 1.31 um, im dufSeren nicht-kalzifizierten Bereich nur
0.19 um

Es wird deutlich, dass in dem Bereich der mikroskopisch zu beobachtenden Kalzifikation auch
die Topographie deutlich beeinflusst wird und eine viel hohere Rauheit der Oberfldche
(Ra=1.31 um) vorliegt. Im restlichen Bereich der Linse liegt hingegen keine Schiadigung der
Oberfliche vor (Ra = 0.19 um). Dies weist darauf hin, dass durch die Kalzifikation die
Oberflachenqualitét der Linse empfindlich geschadigt wird.

Ahnliche Effekte sind auch bei fast allen anderen analysierten Intraokularlinsen zu finden,

beispielhaft bei Linse E11 (Abb. 24).
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Abb. 24: Weiflichtinterferometrischer Scan von Linse E11 mit zugehdoriger Vergrofierung aus dem kalzifizierten
Bereich und der berechneten mittleren Rauheit Ra.

In der der VergroBerung des Scans wird nicht nur deutlich, dass die Rauheit im kalzifizierten
Bereich mit Ra = 1.12 um erhoht ist. Auch die Morphologie der Mikropartikel &uf3ert sich in
diesem Fall nicht als hiigelartige Ausbuchtungen auf der Oberfldche, sondern in Form von

Kratern, wobei der Kraterrand sich tiber die Oberfliche erhebt. In den dicht kalzifizierten
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Bereichen ist dieses Detail nicht mehr zu erkennen, sondern es liegt nur noch eine zusammen-

hingende raue Oberfliche vor.

Andere Linsen zeigen in der Topographie hingegen keine einzelnen Mikropartikel, sondern
eine dichte, zusammenhéngende, plaque-artige Kalzifikation, wie dies bei der untersuchten

Linse E10 der Fall ist (Abb. 25).
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Abb. 25: Beispiel einer Plaque-artigen Kalzifikation mit vergréfSertem Ausschnitt des zentralen Bereichs (E10).
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Hier wird deutlich, dass keine einzelnen Strukturen vorliegen, sondern nur eine Topographie
mit dem Aussehen einer =zerkliifteten Landschaft. Bezogen auf die analysierten
Intraokularlinsen sowie gemif der Literatur!*®! tritt diese Art von Kalzifikation jedoch nur
selten auf. Deutlich hiufiger sind die zuvor beschriebenen Varianten, in denen viele vereinzelte

Mikropartikel in unterschiedlichen Dichten vorliegen.

Mittels konfokaler Laserscanningmikroskopie (confocal laser scanning microscopy, CLSM)
lassen sich durch die erhohte Auflosung in x- und y-Richtung die Kalzifikationen auf der

Oberflache detaillierter untersuchen (Abb. 26).

0 100 200 300 400 500
Breite / um

Abb. 26: Durch CLSM erstellte Topographie eines ausgewdihlten Ausschnitts von Linse E4.
Auch hier werden die zuvor beschriebenen kraterformigen Ausbuchtungen sowie die starke
Erhohung der Oberflichenrauheit deutlich. Wéhrend bei Linse E4 vielfiltige, kleine
Mikropartikel vorliegen, die zur Erhohung der Oberfldchenrauheit fiihren, sind bei Linse E10
(Abb. 27) nur wenige, deutlich groBere Partikel auf der sonst unberiihrten Oberflidche sichtbar.
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0

Abb. 27: Mittels CLSM erstelltes topographisches Modell einzelner grofier Mikropartikel von Linse E10.
Diese zeigen dhnlich charakteristische Merkmale wie die kleinen Mikropartikel, unterscheiden

sich jedoch deutlich im Durchmesser (~ 50 pm) und haben eine feine, raue Oberfldchenstruktur.

Zusammengefasst fiihrt das Mikropartikelwachstum bei Kalzifikationen zu einer starken
Beeintrachtigung und Schidigung der Oberflichenqualitit und einer starken Erhohung der
Oberflachenrauheit. AuBlerhalb der kalzifizierten Bereiche ist die Oberfldche jedoch vollstindig
intakt.

4.1.4. Lichtmikroskopische Analysen zur Partikelmorphologie

Schon bei den vorausgegangenen Analysen der Lokalisation von Kalzifikationen wurde
deutlich, dass die auftretenden Triibungen der Linsen nicht durch flichige Effekte
hervorgerufen werden, sondern eine Kalzifikation hdufig aus einer Vielzahl an dicht gepackten
Mikropartikeln aufgebaut ist. Daher wird an dieser Stelle zunichst genauer auf die Morphologie
der Mikropartikel an Hand lichtmikroskopischer Analysen eingegangen, bevor im néchsten

Schritt die elektronenmikroskopische Analytik diskutiert wird.

Bei genauerer Betrachtung der Kalzifikationen verschiedener Linsen zeigt sich, dass diese aus

dicht gepackten Mikropartikeln bestehen (Abb. 28).
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Abb. 28: Lichtmikroskopische Darstellung des kalzifizierten Bereichs unterschiedlicher Linsen. In allen Fillen
zeigt sich die kreisformige Morphologie, wobei die Mikropartikel teilweise zusammengewachsen sind.

Die kreisformige Grundstruktur der einzelnen Mikropartikel ist gut zu erkennen und die
Durchmesser der oberflachlichen Mikropartikel liegen bei den gezeigten Beispielen in einer
dhnlichen GroBenordnung. Liegt das Wachstumszentrum benachbarter Mikropartikel dicht
beieinander, verwachsen diese teilweise im Laufe des Wachstumsprozesses. Auf Grund der
gekriimmten Oberfldchen der Linsen und der geringen Schéarfentiefe bei der Lichtmikroskopie
wurden zur besseren Darstellung Bilder mit hoher Tiefenschdrfe aus Fokusstapeln erstellt. In
diesen Bildern wird deutlich, dass neben den Mikropartikeln mit hohem Kontrast weitere
vorliegen, die nur einen schwachen Kontrast zeigen und teilweise als kleine, weille Punkte
sichtbar werden. Hier muss davon ausgegangen werden, dass es sich dabei um Strukturen

handelt, die nicht auf, sondern unterhalb der Oberflache liegen.

Betrachtetet man die stark kalzifizierten Bereiche der Linsen E4, E9 und E10, ist auch hier die

urspriingliche runde Struktur der einzelnen Mikropartikel zu erkennen (Abb. 29).
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Abb. 29: Beispiele flichiger Kalzifikationen, in denen die runde Grundstruktur der einzelnen Mikropartikel noch
eindeutig erkennbar ist.

Interessanterweise kommt es in diesen Bereichen nicht dazu, dass die Mikropartikel vollstindig
miteinander verwachsen, jeder urspriingliche Partikel fiir sich hat seine scharf definierten
AuBengrenzen und wird nur von den umgebenden Partikeln in seinem Wachstum gehemmt und
fiillt den beschrankten Bereich vollstéindig aus. Dennoch sind innerhalb der einzelnen Partikel

schon hier feine runde Substrukturen zu erkennen.

Diese werden in anderen Bereichen der Linsenoberfliche noch deutlicher sichtbar, wie in

Abb. 30 bei den Linsen E4, E10 und E11 gezeigt.
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Abb. 30:Beispiele fiir Bereiche, in denen die Substruktur der einzelnen Mikropartikel partiell sichtbar wird.

Die Beobachtung, dass bei vielen Mikropartikeln von einem zentralen Keim ausgehende
konzentrische umgebende Strukturen vorliegen, spricht fiir einen schichtartigen Wachstums-

prozess wie bei einem Baumstamm.

Zusammenfassend gibt es bei allen Bereichen, ob flichig oder nur partiell kalzifiziert,
Anzeichen dafiir, dass das Mikropartikelwachstum immer radial von einem Wachstumszentrum
ausgeht. Sofern das Wachstum nicht durch benachbarte Mikropartikel beschriankt wird,
erreichen einzelne Mikropartikel einen Durchmesser von bis zu 50 um. Bei hohen
VergroBBerungen (200x bis 500x) werden zudem konzentrische Ringstrukturen sichtbar, deren
Entstehung im weiteren Verlauf geklart werden muss. Wird das freie radiale Wachstum eines
Mikropartikels durch einen oder mehrere benachbarte Mikropartikel eingeschréankt, fiihrt dies
entweder zu einem Zusammenwachsen der Strukturen oder der Mikropartikel breitet sich weiter
in dem ithm zu Verfiigung stehenden Raum aus, bleibt aber strukturell von den benachbarten

Mikropartikeln differenziert.
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4.1.5. Elektronenmikroskopische Analysen

Die Ergebnisse der bisher dargestellten Analytik mittels Lichtmikroskopie zeigen, dass es sich
bei Kalzifikationen um Strukturen im Mikrobereich handelt, zu deren detaillierter Analyse die
Lichtmikroskopie keine ausreichende Auflosung liefert. Daher wurden die schon
durchgefiihrten lichtmikroskopischen Oberflichenanalysen durch elektronenmikroskopische
Analysen ergénzt. Die Darstellung der elektronenmikroskopischen Bilder erfolgt dabei im
iiberlagerten Signal flir Sekundirelektronen (SE) und Riickstreuelektronen (RE) in den
Falschfarben griin (SE) und rot (RE). Diese Darstellung eignet sich fiir die Proben in dieser
Arbeit besonders, da das Polymer hauptsichlich aus Kohlenstoff (Ordnungszahl (Z) = 6),
Sauerstoff (Z = 8) und Wassersoff (Z =1) besteht, die zu erwartenden Kalzifikationen hingegen
vornehmlich aus Kalzium (Z = 20), Phosphor (Z = 15) und Sauerstoff (Z = 8). Da die Anzahl
der zuriickgestreuten Elektronen mit steigender Ordnungszahl steigt, sind die anorganischen

Strukturen daher iiber das RE-Signal sehr gut von dem umgebenden Polymer differenzierbar.

Die Elektronenmikroskopie liefert weiterhin die Mdglichkeit, ausschlieBlich die Oberfliche zu
untersuchen, was bei der Lichtmikroskopie durch die transparenten Linsen sehr erschwert ist.
Einige elektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahmen der explantierten Linsen sind in

Abb. 31 dargestellt.
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Abb. 31: Elektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahmen verschiedener explantierter Linsen.
Durch die Uberlagerung des SE und RE-Signals sticht die Verteilung der Mikropartikel auf den
Oberflachen deutlicher hervor als bei den lichtmikroskopischen Aufnahmen. Die einzelnen
Mikropartikel treten entweder in zusammenhédngenden Strukturen auf oder liegen gestreut vor,
wobei sich die Grenzen der nicht-kalzifizierten Bereiche unterscheiden konnen. Weiterhin zeigt
sich hier, dass nicht an jeder Stelle, an der im Morphologiekontrast (griin) eine Deformation
der Oberfliche sichtbar ist, auch der Materialkontrast (gelb/rot) Unterschiede zeigt. Dies weist
darauf hin, dass an diesen Stellen Mikropartikel unterhalb der Oberfliche lokalisiert sind und
ausschlieBlich zu deren Deformation fithren. Dieses Phdnomen tritt bei hoheren

Vergroflerungen besser zutage (Abb. 32).
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Abb. 32: Elektronenmikroskopische Aufnahme aus zwei verschiedenen Bereichen der Linse ES. Wihrend in dem
Randbereich viele Mikropartikel unter der Oberfliche zu liegen scheinen (links), liegen diese in dem zentralen
Bereich dicht an der Oberfldche (rechts).

In Abb. 32 links ist ein Ubergang zwischen zwei Bereichen der Linse E5 mit unterschiedlichen
Arten von Mikropartikeln zu sehen. Auf der linken Hélfte des Bildes sind die Mikropartikel
hauptsédchlich im Topographiekontrast sichtbar, wihrend die Partikel auf der rechen Seite einen
starken Materialkontrast zeigen. Selbst in dicht besiedelten Bereichen (Abb. 32 rechts) sind
neben den Partikeln mit starkem Materialkontrast solche sichtbar, die nur einen
Topographiekontrast zeigen. Dies ldsst vermuten, dass in dem einem Fall die Mikropartikel auf

bzw. sehr nahe an der Oberflache lokalisiert sind, in dem anderen Fall ein Stiick unterhalb der

Oberflache.

Ohne einen Querschnitt der Probe anzufertigen, ldsst sich dies einfach durch die Variation der

Beschleunigungsspannung zur Aufnahme der Bilder beweisen (Abb. 33).

Abb. 33:Darstellung desselben Ausschnitts von Linse E12 mit einer Beschleunigungsspannung von 2 kV (links)
und einer Beschleunigungsspannung von 10 kV (rechts). Wihrend bei 2 kV nur ein Topographiekontrast
sichtbar ist, zeigt sich bei 10 kV auch ein starker Materialkotrast.
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Wihrend bei einer Beschleunigungsspannung von 10 kV der Materialkontrast deutlich sichtbar
ist, zeigt sich bei nur 2kV ein ausschlieflich topographischer Kontrast. Da das
Anregungsvolumen und die Informationstiefe der Sekundér- und Riickstreuelektronen stark
von der gewdhlten Beschleunigungsspannung abhédngig sind und mit steigender
Beschleunigungsspannung zunehmen, kann geschlussfolgert werden, dass die Mikropartikel
von einer diinnen Polymerschicht iiberzogen sind, die bei einer Beschleunigungsspannung von

2 kV noch nicht durchdrungen wird.

Noch hohere VergroBerungen ermoglichen es, die Detailstruktur einzelner Partikel in der

Oberflichenansicht darzustellen. Jedoch gleicht sich diese Struktur nicht bei allen Linsen. Zwei

Beispiele des Partikelwachstums sind in Abb. 34 dargestellt.

Abb. 34: Beispiele von bei Kalzifikationen auftretenden Mikropartikeln in der Oberfldchenansicht. Die
Mikropartikel der beiden dargestellten Linsen unterscheiden sich in der Morphologie.

Auch wenn die Morphologie der einzelnen Partikel sich zunachst zu unterscheiden scheint, gibt
es doch Gemeinsamkeiten. In beiden Fillen liegt ein zentraler Kern vor, der von konzentrischen
Strukturen umgeben ist, die sich im Materialkontrast stark unterscheiden. Das weist darauf hin,
dass in die Struktur entweder Polymer oder aber weitere organische Substanzen eingebettet
sind. Dies zeigt sich auch bei weiteren analysierten Linsen, wie E11 (Abb. 35), bei der die

Anzahl der konzentrischen Ringe deutlich erhdht ist.

42



4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Abb. 35: Konzentrischer Aufbau einzelner Mikropartikel von Kalzifikationen der Linse E11.

Je groBer die einzelnen Partikel der Kalzifikation werden, desto deutlicher ist auch der
konzentrische Aufbau sichtbar (Abb. 36).

Abb. 36: Darstellung der beobachteten konzentrischen Ringstrukturen der Mikropartikel in einer nur leicht
(links) und einer stark kalzifizierten Region (rechts).

Hier zeigt sich eine noch deutlich stirkere Ausprigung des konzentrischen Aufbaus der
einzelnen Partikel. Selbst in den Bereichen, die flachig mit Partikeln bedeckt sind, wird
deutlich, dass der Aufbau der Mikropartikel immer von einem Zentrum aus geht, das von
konzentrischen Ringen umgeben ist, deren Wachstum durch die benachbarten Mikropartikel

beschriankt wird.

Eine leicht unterschiedliche Morphologie ldsst sich bei anderen Linsen ebenfalls beobachten
(Abb. 37).
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Abb. 37: Hochaufldsende Aufnahmen von Mikropartikeln von Linse E10. Hier sind die zuvor beschriebenen
konzentrischen Strukturen ebenfalls erkennbar, jedoch kein Zentrum, das sich im Materialkontrast unterscheidet.

Hier zeigen sich ebenfalls die konzentrischen Strukturen, jedoch ist kein zentraler Kern
erkennbar. Da der strukturelle Aufbau jedoch auch darauf hinweist, dass das Wachstum von
einem Zentrum ausgeht, ist es moglich, dass der Kristallisationskeim in diesem Falle deutlich

weiter unterhalb der Oberfldche liegt und in den Oberfldchenaufnahmen nicht sichtbar ist.

Bei derselben Linse sind auch Mikropartikel zu finden, deren Struktur sich von der der anderen
Mikropartikel unterscheidet. Diese sind mit einem Durchmesser von 107 pm nochmals deutlich

grofer als die zuvor gezeigten Strukturen (Abb. 38).

Abb. 38: Detaillierte Oberflichenansicht eines einzelnen Partikels, bei dem sich der zentrale Teil deutlich von
dem Aufbau des dufleren Teils unterscheidet.

Neben der Lokalisation der Mikropartikel auf der Oberfldche kalzifizierter Linsen treten diese
auch in nahezu allen in der Literatur beschriebenen Kalzifikationen unterhalb der Oberfldche
in den obersten Schichten des Polymers auf (siehe Kapitel 2.2.3). Daher ist auch die
Betrachtung dieser Regionen fiir das Verstiindnis und den Uberblick der Eigenschaften von
Kalzifikationen bei Intraokularlinsen essentiell. Fiir jede der analysierten Linsen wurde daher

ein Querschnitt mit einer Mikrotomklinge erstellt, um die Lokalisation der Kalzifikation
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unterhalb der Oberfldche analysieren zu kdnnen. Wie schon bei Abb. 32 erwihnt, gibt es auch
bei den oberflichlichen Analysen mittels Lichtmikroskopie bereits Anhaltspunkte dafiir, dass
die Mikropartikel teilweise unterhalb der Oberflidche lokalisiert sind. Im Rahmen dieser Studien
konnten drei prinzipiell verschiedene Arten von Kalzifikationen beziiglich der Lokalisation im
Querschnitt beobachtet werden: Mikropartikel finden sich entweder nur auf der Oberflache, auf
der Oberfliche und in einem beschriankten Bereich unterhalb der Oberfliche oder auch
ausschlieBlich unterhalb der Oberflache. Dabei ist die Klasse, bei der sich die Mikropartikel auf
und unterhalb der Oberfldche befinden, bei den analysierten Linsen mit Abstand am haufigsten

vertreten.

Ein Beispiel fiir die Klasse, bei der Mikropartikel sowohl an als auch unterhalb der Oberfldche

lokalisiert sind, ist in Abb. 39 an Hand einer Querschnittsanalyse von Linse E9 gezeigt.

Abb. 39: Querschnittsanalyse einer stark kalzifizierten Region von Linse E9.

Es sind drei Bereiche von Kalzifikationen sichtbar: Die meisten Mikropartikel befinden sich
direkt an der Grenzfliche zur Oberfliche. Unter dieser Schicht sind noch weitere, kleinere
Mikropartikel zu erkennen, die keinen direkten Kontakt zur Oberfliche haben. Darunter ist
noch eine dritte Schicht von Mikropartikeln mit einem Abstand von ca. 36.5 pm von der
Oberfliche sichtbar. Uber den ganzen gezeigten Querschnittsbereich befinden sich an der
Oberflache und in einem Bereich darunter Mikropartikel. Bei genauerer Betrachtung zeigt sich,
dass hier drei verschiedene Bereiche vorliegen, in denen die Mikropartikel vorkommen (Abb.

40).
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Abb. 40: VergrifSerter Ausschnitt des Querschnitts. Hier werden die unterschiedlichen Arten von Mikropartikeln
nochmals verdeutlicht. Ebenfalls ist die Verformung der Oberfliche durch die Mikropartikel deutlich sichtbar.

Einerseits liegen Partikel vor, die direkt an die Oberfliche heranwachsen. Bei diesen
Mikropartikeln handelt es sich um jene, die bei den vorherigen Analysen mit
Oberflachenansicht die konzentrischen Strukturen ausbilden. Der Aufbau dieser Mikropartikel
lasst die Interpretation zu, dass das Kristallisationszentrum einige Mikrometer unterhalb der
Oberflache liegt. Im Laufe des Partikelwachstums, welches hier sphérisch erfolgt, nihert sich
der Partikel immer mehr der Oberfliche an. Sobald dies eintritt, findet an dieser Stelle ein
flichiges Wachstum nach auflen hin stat. Der Partikel durchbricht nicht die Oberflache. Die
zweite Variante an Mikropartikeln sind solche, deren Wachstumszentrum zwar dicht an der
Oberfliache lokalisiert ist, die jedoch auf Grund ihrer (noch) zu geringen GroBe nicht bis an die
Oberflache heranreichen. Hier scheint das Partikelwachstum ungehindert sphérisch zu erfolgen.
Bei der dritten Variante an Partikeln findet ebenfalls ein ungehindertes, sphérisches Wachstum
statt, jedoch befinden sich diese Partikel in einer Schicht, die deutlich weiter von der Oberfldche
entfernt ist, in diesem Fall im Mittel 36.5 um. Diese Art von Mikropartikelwachstum tritt
ebenfalls bei anderen im Rahmen dieser Arbeit analysierten Linsen auf und wird auch in der

Literatur beschrieben.!'*®

I Die Ursachen dafiir, dass Mikropartikelschichten in den hydrophilen
Materialien in einem definierten Bereich unterhalb der Oberfldche auftreten, sind bis zu diesem

Zeitpunkt noch ungeklart.

Bei weiteren analysierten Linsen finden sich ausschlieflich die oberflichennahen Mikropartikel

(Abb. 41).

46



4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Abb. 41: Querschnittsansichten der Linsen E5 und E10. Wihrend die oberflichennahen Mikropartikel bei E5
eine kreisformige Struktur besitzen, haben die Partikel bei E10 eine trichterformige Struktur.

Diese konnen sich aber je nach Linse in ihrer Morphologie unterscheiden, bei Linse ES liegen
beispielsweise an der Grenzfldche zur Oberflache weitgehend sphérische Mikropartikel vor, bei

Linse E10 besitzen diese Mikropartikel eine trichterformige Struktur.

Bei weiteren explantierten Linsen zeigen die vorliegenden Mikropartikel &hnliche
Charakteristika. Anhand von gekippten Proben, bei denen sowohl die Oberfliche im oberen
Teil, als auch die Querschnittsfliche im unteren Teil sichtbar ist, wird der Unterschied zwischen

der oberfldchlichen Struktur und der Struktur unterhalb der Oberfldche deutlich (Abb. 42)

Abb. 42: Abbildung von gekippten Proben, bei denen der Zusammenhang zwischen der beobachteten
Oberfldchenstruktur und der Querschnittsstruktur deutlich wird.

Wihrend auf der Oberfliche die zuvor beschriebenen konzentrischen und zerkliifteten
Strukturen sichtbar sind, zeigt sich unterhalb der Oberfliche wie beschrieben die typische
morphologische Struktur der Partikel. Ebenfalls wird bei Linse E5 deutlich, wie das

Partikelwachstum zu einer Deformation der Oberfliache fiihrt.

Weiterhin kann sich, wie zuvor schon erwihnt, auch die Lokalisation und Verteilung der
Mikropartikel an bzw. unterhalb der Oberfldche in verschiedenen Regionen einer kalzifizierten

Linse unterscheiden (Abb. 43).
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Abb. 43: Darstellung eines Bereichs von Linse E9, bei der im linken Teil Mikropartikel direkt an der Oberfliche
vorliegen und im rechten Teil fast ausschliefSlich solche, die keinen Kontakt zur Oberfliche haben.

Die Aufnahme von E9 zeigt, dass im linken Bereich die Mikropartikel direkt an der Oberfléche
auftreten, sowie kleinere innerhalb des Polymers mit einem Abstand von ca. 30 um. Im rechten
Bereich ist jedoch die Oberflache nahezu vollstindig intakt, es sind ausschlieflich vereinzelte
Deformationen der Oberfliche durch ein Mikropartikelwachstum zu erkennen. Hingegen
finden sich in diesem Bereich fast ausschlieBlich Mikropartikel, die sich in Bereichen zwischen
10 und 50 pm unterhalb der Oberfldache befinden. Kalzifikationen kdonnen sich morphologisch
also auch innerhalb einer IOL unterscheiden. Dies weist auf lokal begrenzte Effekte hin, die zu
der Ausbildung der Mikrokristallisationskeime in unterschiedlichen Bereichen des Polymers

fiihren, von denen ausgehend die Kalzifikation dann erfolgt.

Betrachtet man die Mikropartikel der Querschnittsanalysen bei noch hoheren Vergroferungen,
so zeigt sich, dass sich die feine, zerkliiftete Struktur der Partikel an und unterhalb der

Oberfliache gleicht (Abb. 44).
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Abb. 44: Hochaufgeloste Darstellung von Mikropartikel an (links) und unterhalb der Oberfliche (rechts). Die
morphologischen Charakteristika aller Partikel sind identisch.

Die Strukturen sprechen dafiir, dass es sich bei den Mikropartikeln nicht um grof3e Einkristalle
handelt. Vielmehr scheinen die Mikropartikel aus zahlreichen Nanokristallen zu bestehen,
wobei organisches Material, vermutlich das Polymer an sich, die Teilkristalle separiert.
Ebenfalls bestitigen die Analysen die vorherige Hypothese, dass die Mikropartikel, die an die
Oberflache heranwachsen, diese nicht durchbrechen, sondern noch mit einer diinnen Schicht

Polymer bedeckt sind.

Der Ubergang zu noch hoheren VergroBerungen verdeutlicht nochmals die Struktur der

Mikropartikel (Abb. 45).
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Abb. 45: Abbildung eines einzelnen Mikropartikels. Im Zentrum ist der Materialkontrast erhdht, was auf einen
potentiellen Kristallisationskeim hinweisen kdnnte.

Die weitere VergroBBerung eines Partikels der Linse E11 ldsst vermuten, dass im zentralen Teil
des Mikropartikels ein erhohter Materialkontrast und folglich eine erhohte Konzentration an
anorganischem Material vorliegt. Da der Nachweis eines potentiellen Mikro-
kristallisationskeims im Zentrum der Partikel fiir das Verstindnis der Entstehung von
Kalzifikationen entscheidend sein konnte, wird dieser Aspekt in spiteren FIB-SEM Analysen

beleuchtet.

Bei anderen untersuchten Linsen, beispielsweise E4, liegt die Kalzifikation nicht in Form von
einzelnen, verstreuten Partikeln vor, sondern nur als schuppenartige Schicht auf der Oberflédche.

Das Innere des Polymers ist hier von dem Partikelwachstum gar nicht betroffen (Abb. 46).
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Abb. 46: Querschnittsanalyse von Linse E4. Die Kalzifikation dufert sich hier ausschlief3lich als diinner Belag
auf der Oberfliche, unterhalb ist keine Schidigung des Polymers oder ein Mikropartikelwachstum nachweisbar.

Eine nihere Betrachtung macht deutlich, dass die Struktur dieser Partikel Ahnlichkeiten zu den
zuvor beschriebenen Strukturen aufweist. Auch hier zeigen sich in der Oberflaichenansicht im
Materialkontrast alternierende Lagen an organischem und anorganischem Material, die an die

zuvor beschriebenen konzentrischen Strukturen erinnern (Abb. 47).

Abb. 47: Vergroferung des Oberflichenbereichs von Abb. 46. Auch hier zeigt sich im Materiakontrast, dass
zwischen den einzelnen Schichten anorganischem Material organisches Material vorliegt.

Bei dem dritten Typ von Kalzifikation liegen ausschlieBlich Mikropartikel vor, die sich
unterhalb der Oberflache befinden (Abb. 48).
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Abb. 48: Querschnitte einer Linse, bei der das Mikropartikelwachstum ausschliefSlich unterhalb der Oberfliche
stattgefunden hat. Zusdtzlich tritt hier die Kalzifikation auf beiden Seiten der IOL auf-

Es fillt auf, dass in diesem Fall die Mikropartikel mit Durchmessern von max. 5 um eine
deutlich kleinere GroBenordnung haben. Zusitzlich scheint zwischen der Oberfldche und dem
Beginn der Partikelschicht ein Bereich vorzuliegen, in dem keine Mikropartikel nachweisbar
sind. Auch tritt die Kalzifikation in diesem Fall nicht nur auf einer Seite der IOL-Oberfléche
auf, sondern sowohl auf der Vorder- als auch auf der Riickseite befinden finden sich zahlreiche

Mikropartikel.

Die Vergroflerung dieser Partikel spricht dafiir, dass auffillig hdufig eine optische Paarung der
einzelnen Mikropartikel vorzuliegen scheint (Abb. 49).
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Abb. 49: Querschnittsaufnahmen einer kalzifizierten Linse, bei der die Mikropartikel ausschliefslich unterhalb
der Oberfldiche liegen. Es fdillt auf, dass hdufig eine Paarung der einzelnen Partikel vorliegt. Linkes Bild
entnommen.!'*]

Diese Beobachtung weist damit auf ein im Vergleich zu den vorherigen Kalzifikationen
unterschiedliches Partikelwachstum hin. Um dieses Phdnomen genauer zu verstehen, wurden
einzelne Partikel bei noch hoherer Auflosung untersucht. Die Analyse dieser einzelnen Partikel

verdeutlicht nochmals die gepaarte Struktur (Abb. 50).

I
1000 nm

Abb. 50: Detailaufnahme zweier einzelner Partikel. Wihrend ein Teil des Partikels einen morphologischen
Kontrast (griin) zeigt, ist der andere Teil nur im Materialkontrast (rot) sichtbar.

Die Analyse ldsst die Interpretation zu, dass es sich bei diesen Partikeln nicht um zwei separate,
dicht beieinander wachsende Mikropartikel handelt, sondern um einen Partikel, der aus zwei
hantelférmig verbundenen Einheiten aufgebaut ist. Wahrend der Querschnitt direkt durch die
eine Hilfte des Mikropartikels geht und dieser Teil auch einen griinen, morphologischen
Kontrast zeigt, erscheint die andere Hélfte des Mikropartikels nur im Materialkontrast (rot).
Dies weist darauf hin, dass dieser Teil vom Querschnitt weg in das Material hinein ausgerichtet
ist, da die Emission von Riickstreuelektronen in deutlich tieferen Schichten als bei

Sekundirelektronen stattfindet.
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Diese Analysen zeigen, dass in diesem Fall ein morphologisch unterschiedliches
Mikropartikelwachstum im Vergleich zu den bisher beschriebenen Kalzifikationen vorliegt.
Die hier vorliegenden Mikropartikel zeigen keine radiales, sondern ein hantelformiges
Wachstum. Vereinzelt wurde eine solche Art von Mikropartikel auch schon zuvor in der

Literatur beschrieben, jedoch in deutlich fortgeschrittenem Zustand.[!!!-14]

4.1.6. EDX-Analysen ausgewiihlter Regionen

Bevor mit FIB-SEM-Analysen genauer auf die Strukturdetails der unterschiedlichen
Kalzifikationen eingegangen wird, muss nachgewiesen werden, dass bei den analysierten
Linsen wirklich Kalzifikationen vorliegen. Die bisherigen Analysen beweisen durch den
Materialkontrast ausschlieBlich, dass anorganische Strukturen innerhalb einer organischen
Matrix vorliegen. Der erforderliche Nachweis kann auf der mikroskopischen Skala mittels der
energiedispersiven Rontgendiffraktometrie (energy dispersive x-ray spectroscopy, EDX)
erbracht werden. Die Detektion der entstehenden charakteristischen Rontgenstrahlung der
Elemente, die durch den Elektronenbeschuss des Materials mit dem Primérstrahls ausgelost
wird, ermoglich es, auf die Verteilung der Elemente in jedem gerasterten Punkt des Bildes zu
schlieBen. Korreliert man die Intensitit des jeweiligen Peaks der charakteristischen
Rontgenstrahlung eines Elements mit einem Farbwert, lassen sich somit Elementkarten
erstellen, die die Verteilung der Elemente darstellen. In Abb. 51 ist ein EDX der Oberfldche

von Linse E11 zu sehen.
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Abb. 51: EDX-Elementkarten eines Oberflichenbereichs von Linse El1. Die Mikropartikel sind kohlenstoffarm
und zeigen hohe Konzentrationen an Kalzium und Phosphor. Auch der Sauerstoffanteil ist erwartungsgemdf} auf
Grund des Phosphats erhoht. Daneben finden sich auch Spuren von Natrium.

Die Mikropartikel in dem Scanbereich zeigen hohe Konzentrationen an Kalzium, Phosphor und
Sauerstoff. Per Definition ist damit eine Kalzifikation nachgewiesen, da kalziumhaltige Salze
vorliegen. Da in den Mikropartikeln der Phosphor als Phosphat auftritt, ist dort auch die
Konzentration an Sauerstoff im Vergleich zum umgebenden Polymer erhoht. Sogar hier wird
der konzentrische Aufbau der Mikropartikel deutlich. Der Gehalt an Kohlenstoff ist im
Vergleich zum umgebenden Polymer verringert, jedoch weiterhin vorhanden. Dies bestétigt die

zuvor aufgestellte Hypothese, dass organisches Material in die Mikropartikel eingeschlossen
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ist. Die Abwesenheit von Stickstoff der Peptidbindung bzw. von Schwefel der Disulfidbriicken
weist weiterhin darauf hin, dass keine nachweisbaren Mengen an Proteinen an dem Wachstum
der Mikropartikel beteiligt sind und das Polymer an sich in den Mikropartikel mit
eingeschlossen sein muss. Zur genaueren Analyse der Ringstruktur wurde eine EDX-

Linienanalyse eines solchen Mikropartikels durchgefiihrt, die in Abb. 52 dargestellt ist.
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Abb. 52: EDX-Linienanalyse eines einzelnen Mikropartikels von Linse E10 in der Oberflichenansicht. Die
Schwankungen der Elementhdufigkeiten in der konzentrischen Ringstruktur sind deutlich sichtbar. In den
Bereichen niedriger Kohlenstoffkonzentration liegen erhohte Konzentrationen an Kalzium, Phosphat und

Sauerstoff vor.

An Hand der Intensititsprofile von Kohlenstoff, Sauerstoff, Kalzium und Phosphat wird
deutlich, dass die Konzentrationen ausgehend vom Mittelpunkt periodisch schwanken, wobei
in Regionen mit hohem Kohlenstoffgehalt jeweils ein erniedrigter Kalzium-, Phosphor- und
Sauerstoff-Gehalt vorliegt und umgekehrt. Auch hier konnte weder Stickstoff noch Schwefel
detektiert werden. Auf Grund dieser Informationen lésst sich die Hypothese, dass in diesen
Bereichen organisches Material vorliegt, weiter spezifizieren. Die Unterschiede im
Materialkontrast kommen somit nicht durch eingebaute proteinogene Strukturen zu Stande,
sondern an diesen Stellen muss Polymer vorliegen. Diese differenzierte Hypothese wird in den

spateren FIB-SEM Analysen weiterverfolgt.

Ebenfalls wurden EDX-Analysen aus ausgewihlten Querschnitten durchgefiihrt. Eine

beispielhafte Analyse von Linse E10 ist in Abb. 53 gezeigt.
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Abb. 53: EDX-Elementkarten eines Querschnitts der Linse E10 inkl. des Summenspektrums tiber den kompletten

Scanbereich.
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Die EDX-Analyse des Querschnitts bestitigt die Ergebnisse der Oberflichenanalyse, dass alle

Mikropartikel, auch die in den tieferen Regionen, hohe Konzentrationen an Kalzium, Phosphat

und Sauerstoff zeigen, wiahrend der Kohlenstoffgehalt im Vergleich zu dem umgebenden

Polymer verringert ist.

Zur Bestimmung der quantitativen Konzentration der Elemente in den Mikropartikeln wurde

eine EDX-Analyse an Linse L12 durchgefiihrt (Abb. 54, Tab. 1).

Abb. 54: Ubersichtsaufnahme mit markierten Bereichen, die fiir die EDX-Quantifizierung verwendet wurden.

Tab. 1:EDX-Quantifizierung aus den markierten Bereichen von Abb. 54.

Messbereich

Massen% 1 2 3 4 Mittelwert
C 23.93 27.54 25.66 26.68 25.95+1.34
(0) 32.16 33.01 28.67 31.97 31.45+1.65
Na 0.59 0.53 0.58 0.54 0.56 £ 0.03
P 13.28 12.21 13.37 13.04 12.98 + 0.46
Ca 30.04 26.72 31.71 27.77 29.06 = 1.94
Atom%

C 38.27 42.15 41.27 41.47 40.79 £+ 1.49
(0) 38.61 37.93 34.61 37.3 37.11+£1.52
Na 0.49 0.42 0.49 0.44 0.46 £ 0.03
P 8.23 7.25 8.34 7.86 7.92 +£0.43
Ca 144 12.26 15.28 12.93 13.72 £ 1.19

Die Quantifizierung zeigt, dass in allen gemessenen Bereichen die Elementverteilung in den

Mikropartikeln dhnlich ist. In den Partikeln findet sich mit 26 m% ein hoher Anteil an
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Kohlenstoff, was die Hypothese bestirkt, dass Polymer in die Struktur des Mikropartikels
eingeschlossen wird. Kalzium findet sich zu 29 m%, Phosphor zu 13 m% und Sauerstoff zu
31.5 m%, sowie auch noch ein kleiner Anteil von 0.5 m% an Natrium. Das atomare Verhiltnis
zwischen Kalzium und Phosphor ist im Mittel damit 1.73. Dies weist damit am
wahrscheinlichsten auf Hydroxylapatit als vorliegende Phase hin, bei dem das atomare
Verhiltnis 1.67 betriigt, bei den anderen Modifikationen ist das Verhiltnis < 1.5.113¢151] Die
Abweichungen von der Literatur sind durch die limitierte Genauigkeit des EDX-Verfahrens zu

erkldren.!'>?]

Da fiir das Verstindnis von Kalzifikationen das Wissen um die Ursachen des
Mikropartikelwachstums von zentraler Bedeutung ist, wurden ebenfalls EDX-Analysen an
einzelnen, mittels FIB préiparierten Mikropartikeln durchgefiihrt. Dafiir wurde der
Mikropartikel von beiden Seiten freigelegt und abgetragen, so dass ausschlieBlich ein zentraler
Querschnitt mit einer Breite kleiner 100 nm zuriickbleibt. An diesem wurde ebenfalls eine

EDX-Analyse durchgefiihrt (Abb. 55).
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Abb. 55:EDX-Analyse eines einzelnen, priparierten Mikropartikels bei 2 kV. Der Partikel besteht ebenfalls aus
Kalziumphosphat, im Kern sind weder andere Elemente detektierbar, noch schwanken die Konzentrationen an
detektierten Elementen innerhalb des Partikels merklich.

Bedingt durch die Empfindlichkeit des Querschnitts wurde diese Analyse bei nur 2 kV und
nicht wie die anderen EDX-Analysen bei 10 kV durchgefiihrt. Dadurch koénnen fiir Kalzium
und Phosphat nicht mehr die Ka-Linien (3.690 eV bzw. 2.013 eV) zur Quantifizierung genutzt
werden, sondern es muss auf die schwicheren Lo-Linien (0.341 eV bzw. 0.117 eV)
ausgewichen werden. Dies flihrt jedoch bei der Quantifizierung von Kalzium zu Problemen, da
die Ko-Linie von Kohlenstoff (0.277 eV) mit 0.064 eV einen sehr geringen energetischen

Abstand zu der Lo-Linie von Kalzium besitzt (0.341 eV). Auf Grund des hohen
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Kohlenstoffgehalts und der intensiven Ka-Emission fiihrt dies zu einer Uberlappung der Peaks

und zur schlechten Quantifizierbarkeit von Kalzium.

Es wird dennoch deutlich, dass alle detektierten Elemente innerhalb des Mikropartikels
homogen verteilt sind und es keine Hinweise dafiir gibt, dass im Zentrum andere
Konzentrationen oder ein Kristallisationskeim aus anderen Elementen vorliegt. Die vorherige
Beobachtung, dass sich im zentralen Teil eines Partikels eine vom iibrigen Partikel

abweichende Struktur findet, bestdtigt sich somit nicht.

Zusammengefasst zeigen die EDX-Analysen, dass die Mikropartikel der analysierten Linsen
aus Kalzium, Phosphor und Sauerstoff aufgebaut sind, aber auch einen hohen Anteil an
Kohlenstoff enthalten, der auf eingeschlossenes Polymer zuriickzufiihren ist. In manchen Féllen
konnten zusétzlich auch Spuren von Natrium nachgewiesen werden. Die Analysen zeigen
weiterhin, dass bei den oberflachlichen Mikropartikeln mit baumartiger Struktur kein Hinweis
darauf gefunden werden kann, dass proteinogene Strukturen zu dieser Art des
Partikelwachstums fiihren. Die Untersuchung von Querschnitten zeigt, dass die Mikropartikel
unterhalb der Oberfliche eine identische Zusammensetzung wie die Mikropartikel an der
Oberfliche haben. Weiterhin konnte nicht bestétigt werden, dass sich abweichende Elemente
oder eine erhohte Konzentration von Kalzium oder Phosphat im Zentrum der Partikel findet.
Die gefundenen Verhiltnisse von Kalzium und Phosphat weisen darauf hin, dass es sich bei

dem Kalziumphosphat um Hydroxylapatit handelt.

4.1.7. FIB-SEM Analysen

Um die elektronenmikroskopischen Analysen zu verfeinern, wurden weiterhin ausfiihrliche
Analysen der kalzifizierten Linsen mittels eines Elektronenmikroskops durchgefiihrt, welches
mit einem zusétzlichen fokussierten Gallium-lonenstrahl (focused ion beam, FIB) gekoppelt
ist. Durch diese Kombination ist es moglich, Proben direkt im Elektronenmikroskop zu étzen,
zu schneiden und Schichten abzutragen. Mit dieser Methode lédsst sich ein gewiinschtes
Volumen schichtweise, beispielsweise in 10 nm Schichten, abtragen, wihrend von jeder
Schicht eine elektronenmikroskopische Aufnahme erstellt wird. In Folge dieses Prozesses
erhilt man einen Bilderstapel von Schnitten des zu analysierenden Volumens, aus dem eine

3D-Rekonstrukltion erstellt werden kann. Dieser Prozess ist schematisch in Abb. 56 dargestellt.
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1. v. destriping
2. Glattung

3. Segmentation
4. Muli-ROI-Analyse

Abb. 56: Ablauf der 3D-Rekonstruktionen. Der erhaltene Bilderstapel wurde in mehreren Schritten prozessiert,
so dass am Ende ein 3D-Volumen der analysierten Stelle erstellt werden kann.

Die Rohbilder werden iiber eine Stapelverarbeitung so prozessiert, dass eine Segmentation iiber
die Farbwerte moglich wird und eine 3D-Rekonstruktion dieses Volumens durchgefiihrt
werden kann. Dies liefert letztendlich eine um eine weitere Dimension erweiterte
elektronenmikroskopische Analyse. Weiterhin bietet das Verfahren den Vorteil, dass man
abhingig vom Experiment >1000 Querschnitte des analysierten Volumens erhdlt und damit

detaillierte Informationen iiber den Aufbau der Mikropartikel.

Zunidchst wurde mit dieser Methode die zuvor beschriebene Baumstruktur der oberflachlichen
Mikropartikel analysiert. In Abb. 57 ist ein einzelner Schnitt dieses Prozesses bei einem

Mikropartikel von Linse E11 dargestellt.

E11 e —

Abb. 57: Ausgewdhlter beispielhafter Querschnitt von Linse E11, der mittels FIB prdpariert wurde.
Der Querschnitt zeigt den hellen Mikropartikel, der von dem dunkel erscheinenden Polymer
umgeben ist. Die weille Schicht mit dem hochsten Kontrast und alle dariiber liegenden Bereiche
stellen eine lokal aufgebrachte Schutzschicht aus Platin dar, die methodenbedingt mittels des
FIB und eines Gasinjektionssystems (GIS) aufgebracht wird, bevor die Probe mit dem FIB
bearbeitet wird. Dies sorgt einerseits fiir einen ausreichenden Kontrast zur spéteren
Segmentation, andererseits auch fiir eine deutlich verbesserte Schnittqualitit der einzelnen

Querschnitte. In diesem Beispiel wird durch dieses Hilfselement deutlich, dass der
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Mikropartikel wellenformig von mehr und weniger organischem Material von der Oberflache
separiert ist. Die zuvor durchgefiihrten oberfldchlichen Analysen, sowie die EDX-Analysen
zeigten, dass konzentrische Ringstrukturen zu beobachten sind. An den Stellen, bei denen der
Mikropartikel sehr nahe an die Oberfliche herangewachsten ist, ergibt sich eine starke
Signalintensitit fiir die Riickstreu-Elektronen und die charakteristische Rontgenstrahlung, da
der anorganische Teil innerhalb des Anregungsvolumens des Primérstrahls liegt. In den anderen
Bereichen befindet sich in dem Anregungsvolumen nur Polymer, so dass nur eine schwache
Signalintensitdt vorliegt. Dies erkldart die oberflachlich beobachteten konzentrischen

Strukturen.

3D-Rekonstruktion von Linse E11

Der in Abb. 57 gezeigte Ausschnitt ist nur einer von 381 Schnitten, die zur partiellen
Rekonstruktion eines solchen einzelnen, oberflichennahen Partikels verwendet wurden. Aus
diesen Schnitten, die je eine Schichtdicke von 20 nm haben, wurde die Rekonstruktion
durchgefiihrt. Das vollstindig rekonstruierte Volumen betrigt somit 43.8 x 46.2 x 7.6 pm. Das
Resultat der Rekonstruktion ist in Abb. 58 in unterschiedlichen Ansichten dargestellt. Das

Polymer wurde hier vollstindig ausgeblendet und nur der Partikel an sich wird dargestellt.
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10 pm

Abb. 58:3D-Rekonstruktion eines einzelnen, oberflichennahen Mikropartikels in der Darstellung, wie er
unterhalb der Oberfliche liegt (oben) und in der um 180° gedrehten Ansicht, so dass die Unterseite sichtbar
wird.

Diese Darstellung verdeutlicht den schon zuvor beschriebenen strukturellen Aufbau. Im
Zentrum ragt der Mikropartikel in einem Bereich von ca. 11 um vollstindig an die Oberflache
heran. Ab dort zeigt sich dann das schon zuvor beschriebene Muster der konzentrischen Ringe,
die den zentralen Teil umgeben. Mit diesem Beweis, dass die oberflichlich beobachtete
konzentrische Struktur tatsichlich auf das morphologische Wachstum des Mikropartikels
zuriickzufiihren ist, stellt sich die Frage, wieso das Wachstum in dieser Art und Weise
stattfindet. Betrachtet man hingegen die Unterseite, so zeigt sich direkt ein deutlicher
Unterschied in der Oberflichenrauheit. In diesem Bereich zeigt der Mikropartikel eine
blumenkohlartige Oberfldche. Weiterhin wird der ufo-artige Aufbau deutlich. In der Mitte des
Partikels liegt eine kugelférmige Form vor, die von einem flachen Ellipsoid umgeben ist. Die
Interpretation und Einordnung dieses Phinomens findet im nichsten Kapitel statt, zunichst
erfolgt die Beschreibung der weiteren durchgefiihrten 3D-Tomographien.
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3D-Rekonstruktion von Linse E12

Eine weitere 3D-Tomographie mit anschlieBender Rekonstruktion wurde auch bei Linse E12
in einem stark kalzifizierten Bereich durchgefiihrt. Hier wurde ein Volumen von 19.2 x 19.9 x
14.6 pm aus insgesamt 1328 Schnitten a 15 nm Dicke rekonstruiert. In Abb. 59 ist das Ergebnis
dieser Rekonstruktion dargestellt, wobei die Mikropartikel farbig und die Polymermatrix grau

eingeférbt sind.

Abb. 59:3D-Rektonstruktion eines Volumens 19.2 x 19.9 x 14.6 um aus insgesamt 1328 Schnitten a 15 nm Dicke
aus einem stark kalzifizierten Bereich von Linse E12. Die Mikropartikel sind bunt eingefdrbt, die Polymermatrix
grau. Die unterschiedlichen Farben der Mikropartikel zeigen zusammenhdngende bzw. voneinander getrennte
Strukturen.

In diesem analysierten Bereich wird deutlich, wie die Mikropartikel in den dicht kalzifizierten
Regionen vorliegen. Die oberfldchlichen Partikel dringen bis an die Oberfldche, aber auch
darunter ist das Polymer von multiplen Partikeln durchzogen. Die Farbdarstellung wurde so
gewihlt, dass voneinander segmentierte Partikel in unterschiedlichen Farben dargestellt sind
und miteinander verbundene Strukturen in derselben Farbe. Zur besseren Sichtbarkeit der
einzelnen Partikel wurde in Abb. 60 die Polymermatrix ausgeblendet, so dass nur die Partikel

sichtbar sind.
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Abb. 60: 3D-Rekonstruktion aus Abb. 59, bei der die Polymermatrix ausgeblendet ist.

Die konzentrische Ringstruktur der oberflichennahen Mikropartikel wird nicht so deutlich, wie
bei dem vorherigen analysierten einzelnen Mikropartikel, jedoch deutet sich bei den meisten
Partikeln ein zentraler Kern an, der von einem einzelnen konzentrischen Ring umgeben ist.
Allerdings erreichen die oberflichennahen Mikropartikel bei dieser Kalzifikation auch nur
Durchmesser von bis zu 5 um und sind damit deutlich kleiner als der in Abb. 58 dargestellte
einzelne Partikel, dessen zentraler Teil bereits 10 pm Durchmesser hat. Weiterhin sind hier die
oberflichennahen Mikropartikel stark zusammengewachsen. Unterhalb der obersten Schicht
liegen zahlreiche weitere Mikropartikel vor, die teilweise ebenfalls zusammengewachsen sind.
Zur besseren Darstellung sind in Abb. 61 nochmals alle oberflichlichen Mikropartikel

ausgeblendet, um die darunterliegenden besser darzustellen.
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14.6 pm

Abb. 61: Identische Rekonstruktion aus Abb. 59, jedoch wurden die oberflichennahen Partikel ausgeblendet.
In den unteren Schichten liegen zahlreiche weitere Mikropartikel vor, die ein sphérisches
Erscheinungsbild haben und ebenfalls teilweise zusammengewachsen sind. Auch diese besitzen
eine sehr raue Oberfldche. Fiir die Analyse der Partikel, wurden alle zusammengewachsenen
und nur partiell im Rekonstruktionsvolumen erhaltenen Partikel ausgeblendet. Die Ergebnisse

dieser Analyse sind in Abb. 62 dargestellt.
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Abb. 62: Statistische Verteilung des Partikelvolumens (links) und Korrelation zwischen Volumen und
Seitenverhdltnis (rechts).

Das berechnete Partikelvolumen betriigt im Mittelwert 4.6 2.5 um?®. Das zeigt, dass eine breite
Verteilung der PartikelgréBen vorliegt, jedoch wurde hier auch nicht nach Schichten separiert,
sondern alle Mikropartikel betrachtet. Allerdings mussten bei dieser Analyse sehr viele der
grolen Partikel auf Grund des Zusammenwachsens entfernt werden, so dass die
Volumenverteilung verzerrt ist. Die Korrelation der PartikelgroBe mit dem Seitenverhéltnis
zeigt jedoch, dass unabhingig vom Partikelvolumen das Seitenverhiltnis der Partikel in einem
Bereich bei 0.81 + 0.05 liegt und die Partikel damit eine leicht ellipsoide Struktur besitzen, die

unabhingig von dem Volumen der Partikel ist.

3D-Rekonstruktion von Linse E5

Eine weitere Rekonstruktion wurde in einem Bereich von Linse ES durchgefiihrt, in dem nur
eine schwache Kalzifikation vorliegt, die sich nahe an der Oberfliche befindet. Das
rekonstruierte Volumen betrdgt hier 27.3 x 30.1 x 20.8 um und wurde aus 1542 Schnitten a
17.7 nm erstellt (Abb. 63).
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20.8 pm

Abb. 63: 3D-Rekonstruktion einer nur schwach kalzifizierten Region von Linse ES.

Hier zeigt sich, dass nur wenige Partikel direkt bis an die Oberflache ragen. Daher ist in Abb. 64

nochmals das rekonstruierte Volumen mit ausgeblendetem Polymer dargestellt.

20.8 pm

2
7-3 um 30.1 pm

Abb. 64: Rekonstruktion aus Abb. 63 mit ausgeblendetem Polymer.
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Es zeigt sich, dass hier nahezu ausschlieBlich kugelformige Mikropartikel vorliegen. Weiterhin
zeigt sich, dass die Partikel, die bis an die Oberfldche heranwachsen, dort abflachen. Auch hier

wurde eine Analyse der vollstindigen Mikropartikel durchgefiihrt (Tab. 2).

Tab. 2.: Ergebnisse der Partikelanalyse der Partikel aus Abb. 63.

Partikel Volumen /pm?® Seitenverhiltnis

1 12.0 0.84
2 119.0 0.71
3 237.4 0.76
4 253.4 0.80
5 381.5 0.89
6 396.6 0.77

Die Analyse zeigt, dass die Partikel stark unterschiedliche Volumina besitzen, der kleinste hat
nur ein Volumen von 12 pm?, der groBte von 396.6 um?>. Es fillt auf, dass die Partikel nicht
perfekt kugelférmig sind, sondern ebenfalls leicht ellipsoid. Das Seitenverhéltnis der Partikel
betrdgt im Schnitt 0.79 + 0.05.

3D-Rekonstruktion von Linse E3

Zuletzt wurde die Kalzifikation von Linse E3 analysiert, bei der das Mikropartikelwachstum
ausschlieBlich unterhalb der Oberfliache stattgefunden hat und bei der Indizien fiir ein
morphologisches abweichendes Mikropartikelwachstum vorliegen. Hier wurde ein Bereich von
46.3 x 43.8 x 7.6 um analysiert. Der Bereich, aus dem die Rekonstruktion stammt, ist in Abb. 65

skizziert.

Abb. 65: Skizzierung des Bereichs, in dem die 3D-Tomographie durchgefiihrt wurde.
Das Polymer wurde in der Rekonstruktion vollstandig ausgeblendet und nur die Partikel sind

dargestellt (Abb. 66).
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7.6 pm

Abb. 66: 3D-Rekonstuktion eines Bereiches von Linse E3, der sich parallel zur Oberfliche in einer Tiefe von
17 um befindet. Die Grofie des rekonstruierten Volumens betrdgt 46.3 x 43.8 x 7.6 um und wurde aus 381
Schnitten rekonstruiert.

Im Vergleich zu den vorherigen Rekonstruktionen féllt direkt auf, dass die Grofe der
Mikropartikel deutlich geringer ist. Ebenfalls bestdtigt sich, dass die Mikropartikel immer
gepaart auftreten, bei manchen sticht direkt die hantelformige Struktur ins Auge. Zusétzlich

scheint die Orientierung zuféllig im Raum zu erfolgen.

Zur Analyse der einzelnen Partikel wurden auch hier alle zusammengewachsenen sowie alle
nur in dem Ausschnitt partiell enthaltenen Partikel ausgeblendet. Die Ergebnisse der Analysen

sind in Abb. 67 dargestellt.
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Abb. 67: Statistische Volumenverteilung der vollstindig in der Rekonstruktion enthaltenen Mikropartikel aus
Abb. 66.

Es fillt auf, dass die meisten Partikel ein Volumen von max. 8.5 um? haben, nur einige sind mit
einem Volumen von bis zu 14.5 um?® deutlich groBer. Das mittlere Volumen betriigt 5.13 +
3.66 um?, was eine breite Verteilung durch die hohe Standardabweichung bestiitigt. Betrachtet
man das Seitenverhiltnis der Feret-Durchmesser, so fallt eine starke Korrelation zwischen dem
Partikelvolumen und dem Seitenverhiltnis auf. Das Seitenverhéltnis steigt mit zunehmendem
Partikelvolumen. Dies spricht dafiir, dass die Mikropartikel zu Beginn stibchenférmig sind und
sich im Laufe des Wachstums die Hantelform immer stirker ausbildet. Bei genauerer
Betrachtung findet man innerhalb des rekonstruierten Volumens verschiedene

Wachstumsstadium der Partikel (Abb. 68).
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Abb. 68: Darstellung der einzelnen Wachstumsstadien der Mikropartikel aus Abb. 66.

Die Analyse der Linse E3 zeigt, dass im Gegensatz zu den vorher analysierten Linsen
hantelformige Mikropartikel vorliegen, die in der Mitte einen Knotenpunkt besitzen. Bei
genauerer Betrachtung fallt auf, dass die Mikropartikel keine einheitliche Gro8e innerhalb der
analysierten Schicht haben, sondern alle Stadien des Mikropartikelwachstums nebeneinander
vorliegen. Diese Information gibt einen entscheidenden Hinweis auf die Entwicklung der
Kalzifikation bei dieser Linse. Da sich die analysierte Schicht parallel zur Oberflédche befindet,
sollten, sofern ein gleichméBiges diffusionskontrolliertes Wachstum vorliegt, alle
Mikropartikel in dhnlicher Entfernung zur Oberfliche eine dhnliche Grofenordnung besitzen.
Da dies hier jedoch nicht der Fall ist, muss davon ausgegangen werden, dass in einem
kontinuierlichen Prozess Mikrokristallisationskeime gebildet werden und die Bildung dieser

nicht auf einen einmaligen Zeitpunkt zuriickzufiihren ist.

Zusammengefasst konnte durch die 3D-Tomographie und Rekonstruktion von ausgewéhlten
Bereichen verschiedener Linsen das Wissen iiber die morphologischen Aspekte von
Kalzifikationen bei Intraokularlinsen erweitert werden. Die Analysen haben bestétigt, dass die
in den elektronenmikroskopischen Aufnahmen sichtbaren konzentrischen Strukturen auf die
morphologische Gegebenheit der Partikeloberflache zuriickzufiihren sind. Die Betrachtung von
dicht kalzifizierten Regionen verdeutlicht die morphologischen Unterschiede zwischen den

oberfldchennahen und den Mikropartikeln unterhalb der Oberfliche. Wéahrend die Partikel nahe
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der Oberfldche an diese heranwachsen und ihre runde Struktur verlieren, liegen unterhalb der
Oberflache zahlreiche runde Mikropartikel vor, die hdufig auch zusammengewachsen sind. In
schwicher kalzifizierten Regionen finden sich hingegen sehr nahe unter der Oberfldche noch
vollstdndig runde Mikropartikel, die bei Kontakt mit der Oberfldche ein Plateau ausbilden. Die
Analyse der Linse E3, bei der sich schon in den elektronenmikroskopischen Untersuchungen
ein hantelformiger Aufbau andeutete, liefert mit der 3D-Rekonstruktion den Beweis, dass hier
alle Mikropartikel diese Form aufweisen. Interessanterweise liegen innerhalb der analysierten

Schicht auch verschiedene Wachstumsstadien vor.

4.1.8. (S)TEM-Analysen

Mit einem FIB-SEM ist neben der Durchfiihrung von 3D-Tomographien auch die Herstellung
von Lamellen aus gewiinschten Regionen mdglich, die anschlieBend mit noch hoéher
auflosenden Methoden als der Rasterelektronenmikroskopie, wie der scanning transmission
electron microscopy (STEM) oder transmission electron microscopy (TEM), analysiert werden
konnen. Da in beiden Féllen transmittierte Elektronen detektiert werden, ist das Vorliegen von
Diinnschnitten der Proben kleiner als 100 nm ndtig. Damit erreichen diese Methoden auch eine
sehr hohe rdumliche Auflosung, da das Anregungsvolumen minimal gehalten wird. Mit dieser
Methode wurden einzelne Mikropartikel prapariert und anschlieBend mittels STEM untersucht.
Ein solcher Mikropartikel ist in Abb. 69 in unterschiedlichen Kontrasten dargestellt.

Abb. 69: STEM-Aufnahme eines einzelnen Mikropartikels von Linse ES, der mittels FIB prdpariert wurde in den
drei unterschiedlichen Kontrasten. Von links nach rechts: BF, HAADF und ODF.

Das Hellfeld (bright field, BF, links) stellt den Durchstrahlungskontrast dar. Schon hier wird

deutlich, dass der Mikropartikel nicht aus einer monokristallinen, massiven Struktur besteht,
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sondern aus sehr feinen polykristallinen Substrukturen aufgebaut ist, die voneinander separiert
sind. Den Hinweis darauf, dass es sich dabei um organisches Material und
hochstwahrscheinlich Polymer handelt, liefert das HAADF-Bild (high-angle annular dark
field, Mitte), da dessen Signalintensitit von der Ordnungszahl der analysierten Elemente
abhingig ist und somit auch einen Materialkontrast dargestellt. Das ODF-Signal (oriented dark-
field, rechts) zeigt zusétzlich, dass eine mikrokristalline Ausrichtung der Substrukturen des

Partikels vorliegt.

Weiterhin féllt auf, dass der zentrale Bereich eine andere Struktur als der dullere Bereich

aufweist. Daher ist in Abb. 70 zunichst der zentrale Bereich in Vergroerung dargestellt.

Abb. 70: Vergroferte STEM Aufnahme des zentralen Bereichs im BF aus Abb. 69.
Im Zentrum besteht der Partikel aus sehr vielen kurzen, dicht beieinander gepackten Strukturen,
die tiberall durch Polymer separiert sind. Dies bestdtigt, dass der zuvor in den EDX-Analysen
gemessene hohe Kohlenstoff-Anteil auch wirklich in das Polymer eingeschlossen ist und nicht
auf Polymer im Hintergrund zuriickzufiihren ist. Weiter auBen dndern sich die sehr kurzen

Strukturen in lange, gerichtete Mikrokristalle.

Der Randbereich des Partikels ist in Abb. 71 vergroBert dargestellt.
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Abb. 71: Vergroflerte Aufnahme des Randbereichs des préiparierten Mikropartikels aus Abb. 69 im BF und
HAADF-Kontrast.

Dabei wird deutlich, dass selbst die einzelnen Stringe nicht aus massiven Strukturen bestehen.

An den Spitzen der einzelnen Striange féllt weiterhin auf, dass kleine, ringférmige Strukturen

vorliegen (Abb. 72).

Abb. 72: Darstellung des Randbereichs des Mikropartikels im invertierten BF. An den Spitzen der Nadeln
werden einzelne ringformige Strukturen sichtbar.

Uber deren Herkunft kann nur spekuliert werden. Zur weiteren Analyse wurden ebenfalls
Beugungsexperimente im TEM durchgefiihrt. Das Ziel dieser Analyse war es, mittels
Elektronenbeugung die vorliegende Phase des Kalziumphosphats in dem Partikel zu
bestimmen, sowie mogliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Zonen des
Mikropartikels darzustellen. In den markierten Bereichen wurde von auBlen nach innen eine
transmission electron diffraction (TED) Analyse durchgefiihrt, um detaillierte Informationen

iiber die Kristallinitdt sowie die vorliegende Kalziumphosphatphase zu erhalten (Abb. 73).
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Abb. 73: Ubersichtsaufnahme mit den markierten Bereichen 1-4, in denen die TED-Beugungsmuster erhalten
wurden.

Die unterschiedlichen TED-Beugungsmuster zeigen, dass mit zunehmender Verschiebung
Richtung Partikelzentrum sich die Kreise der Beugungsreflexe immer mehr schlieBen. Dies
spricht dafiir, dass in den dufleren Bereichen alle Mikrokristalle dhnlich ausgerichtet sind und
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zunehmend zu der Mitte immer mehr zufillig in alle Raumrichtungen. Durch die radiale
Mittelung der Intensititen erhdlt man lineare Profile, die sich mit kristallographischen

Datenbanken abgleichen lassen (Abb. 74).
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Abb. 74: Radiale Helligkeitsprofile der in Abb. 73 dargestellten TED-Beugungsmuster.
Durch die Aufarbeitung des Diffraktogramms aus Bereich 4 ldsst sich dieses mit den aus der
Literatur bekannten Reflexen vergleichen. Dabei wird deutlich, dass die experimentell

beobachteten Reflexe dem Mineral Hydroxylapatit zugeordnet werden kénnen (Abb. 75).
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Abb. 75: Vergleich des basislinien-korrigierten TED-Diffraktogramms aus Bereich 4 mit dem
Literaturdiffraktogramm von Hydroxylapatit.1>]

Die Analyse macht deutlich, dass insbesondere die Reflexe bei niedriger Auslenkung sehr gut
mit den Literaturwerten iibereinstimmen. Des Weiteren stimmt das Verhiltnis der Reflexe im
TED-Diffraktogramm aufgrund von Textureffekten teilweise nicht. Diese kommen auf Grund
von Vorzugsorientierungen der nadelartigen Mikrokristallite zustande. Da es sich um die
Messung im Bereich 4 handelt, ist anzunehmen, dass bevorzugt Kristall-Nadeln parallel zum
Strahl ausgerichtet gemessen wurden. So ist der Reflex bei 40° im Vergleich zu der
Reflexgruppe zwischen 45° und 53° stark ausgebildet. Die Anwesenheit der Reflexe bei 28°
und 50° spricht zudem fiir eine co-kristallisierte, unbekannte Phase, da die Reflexe nicht dem
Hydroxylapatit zugeordnet werden konnten. Da die Auflésung des TED-Diffraktogramms
relativ niedrig ist, sind die Reflexe bei 32° zu einem einzigen mit rechtsseitigem failing

verschmolzen.

Zusammenfassend bestitigt die STEM-Analyse die schon durch die SEM-Analysen
beobachtete Eigenschaft der Mikropartikel, aus feinen, polykristallinen Unterstrukturen
aufgebaut zu sein. Weiterhin unterscheidet sich der Aufbau der Partikel im zentralen Teil
deutlich von dem &ufleren Teil. Wéihrend im Zentrum kleine, dicht gepackte Strukturen
vorliegen, zeigen sich im &uBleren Bereich feine mikrokristalline Strukturen, die Langen von
bis zu 1 um zu erreichen scheinen. TED-Analysen im TEM beweisen, dass es sich bei der

vorliegenden Kalziumphosphatmodifikation um Hydroxylapatit handelt.
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4.1.9. Zusammenfassung der Ergebnisse

Zur Zusammenfassung der Ergebnisse sind zunichst die Ubersichtsaufnahmen aller
analysierten Linsen inklusive einer elektronenmikroskopischen Aufnahme der Oberfldche

sowie des Querschnitts dargestellt (Abb. 76).
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Oberflaiche Ubersicht

Querschnitt

Abb. 76: Ubersicht iiber alle analysierten explantierten IOLs inklusive einer elektronenmikroskopischen
Aufnahme der Oberfliche sowie eines Querschnitts.

Hier wird nochmals die stark unterschiedliche Ausprigung der Kalzifikationen deutlich. An

Hand der zuvor beschriebenen Charakteristika lassen sich die Kalzifikationen der analysierten

explantierten hydrophilen Intraokularlinsen folgendermal3en einteilen (Tab. 3).

Tab. 3: Ubersicht iiber die Lokalisation der Kalzifikationen der analysierten hydrophilen Intraokularlinsen.

Lokalisation der Kalzifikation

Nr. Typ Blauabsorber | Oberfliche | bulk Haptik
E1 - ja v v

E2 | MC 6125 AS-Y ja v

E3 - nein v v
E4 Aspira-aAY ja e

ES - nein v v v
Eé6 - nein v v
E7 - nein v v

E8 MC 6125 AS nein v v

E9 MCXI11ASP nein v v

E10 Aspira-aA nein v v v
E1l1 MC 6125 AS nein v v

E12 Aspira-aA nein 4 4
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Von den analysierten Linsen sind nur partiell die Modelle bekannt und daraus folglich nicht die
genaue Zusammensetzung der Polymere. Jedoch handelte es sich bei allen Linsen um
hydrophile Intraokularlinsen, teilweise mit Blauabsorber, wodurch sie gelb erscheinen. Die
Grundzusammensetzung nahezu aller hydrophilen Intraokularlinsen basiert auf hydrophilen
Acrylaten, meistens HEMA in Kombination mit MMA und einem Quervernetzer. Mit dieser

(491211 Daher muss an

Kombination wird die Wasseraufnahme auf 18% bis 38% eingestellt.
dieser Stelle davon ausgegangen werden, dass vom materiellen Standpunkt alle Linsen als
dhnlich angesehen werden konnen. Weiterhin erfolgte die Explantation der Linsen auf Grund
einer zu starken Sehbeeintrachtigung Betroffener. Daher handelt es sich bei den analysierten
Kalzifikationen nicht um Anfangsstadien, sondern um stark fortgeschrittene Stadien von

Kalzifikationen, die schon eine inakzeptable Visus-Minderung des Patienten zur Folge hatte.
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4.1.9.1. Klassifizierung der analysierten Kalzifikationen

Die zusammengefassten Analyseergebnisse aller Linsen machen deutlich, dass bei der
Kalzifikation von Intraokularlinsen in vivo nicht eine definierte Lokalisation oder Morphologie
der Mikropartikel vorliegt, sondern sich die PartikelgroBe sowie -lokalisation von Linse zu
Linse erheblich voneinander unterscheiden kann. Dennoch lassen sich die analysierten
Kalzifikationen unter Betrachtung der Literatur beziiglich der Morphologie und Lokalisation in

zwel Klassen unterteilen:

Sphirische Klasse

In dieser Klasse kann die Kalzifikation sowohl an der Oberfliche als auch unterhalb der

Oberflache lokalisiert sein. Diese Klasse ist in dieser Studie mit 10 Linsen die am haufigsten

vertretene Klasse (E1-2, 4-5, 7-12). Eine Linse, die alle typischen Merkmale dieser Klasse
vereint, ist Linse E9 (Abb. 77).

Abb. 77: Querschnitt von Linse E9, bei der alle Mikropartikel-Wachstumsstadien dieser Klasse sichtbar sind
Charakteristisch fiir diese Klasse ist, dass die Partikelmorphologie unterhalb der Oberfldche mit
einem Seitenverhéltnis von 0.81 = 0.05 zwar leicht ellipsoid, aber fast kugelférmig ist. Der
maximale Abstand zur Oberfliche betrug in dieser Studie 70 um. Die Partikel, die an die
Oberflache reichen und bei allen Linsen bis auf E2 vorliegen, besitzen verschiedene
Zwischenstadien zwischen der beschriebenen ellipsoiden und ufo-formigen Struktur. Ebenfalls
konnen innerhalb einer kalzifizierten Linse verschiedene Bereiche vorhanden sein, in denen
entweder nur die Mikropartikel unterhalb der Oberflache vorliegen oder auch in Kombination
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mit Mikropartikeln an der Oberflache. Ein Spezialfall dieser Klasse ist die Linse E4, bei der die
Kalzifikation ausschlieBlich auf der Oberfliche auftritt. Hier findet sich jedoch nicht die
beschriebene verdrehte ufo-formige Form, sondern die Kalzifikation duflert sich als Belag
(sieche Kapitel 4.1.5, Abb. 46). Die beschriebe konzentrische Baumscheibenstruktur, die sich
auch bei den anderen Linsen dieser Klasse finden, existiert auch bei dieser Kalzifikation. Da in
der Literatur keine eindeutigen Hinweise dafiir gefunden werden konnten, dass diese Art von
Kalzifikation als eigenstindige Klasse angesehen werden muss, wird sie dieser Klasse

zugeordnet.

Eine mogliche Erklirung fiir die sich unterscheidenden Formen der ausgebildeten Partikel ist
die Lage des Kristallisationskeims, von dem das Partikelwachstum ausgeht. Im Folgenden

werden drei Szenarien zur Beschreibung der Entwicklung des Partikels vorgeschlagen:

Im ersten Fall A liegt der Kristallisationskeim des Partikels in einer ausreichenden Entfernung
zur Oberfliche und der Abstand zur Oberfliche ist grofer als der Radius des Partikels
(Abb. 78).

Abb. 78: Fall A: Ungehemmtes, sphdrisches Wachstum im Polymer bei ausreichend grofiem Abstand des
Kristallisationskeims zur Oberfldche.

Hier findet ausgehend vom Kristallisationskeim (to) ein ungehindertes Wachstum in alle
Raumrichtungen statt (ti, t2), so dass der Partikel die Morphologie einer wachsenden Kugel
erhdlt. Die Ursache fiir das initiale Auftreten des Kristallkeims konnte innerhalb dieser Studie
nicht gekldrt werden. Die Wachstumsgeschwindigkeit des Partikels ist durch die Diffusion der
zum Wachstum bendtigten Ionen Kalzium und Phosphat durch das Polymer limitiert, dessen
Autfbau als eine Art Schwamm angesehen werden kann. Liegt der Kristallisationskeim bei
dieser Klasse jedoch sehr nahe an der Oberflidche, findet durch die vorliegende Grenzfléche ein

morphologisch unterschiedliches Wachstum statt (Fall B, Abb. 79).
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B ® - L

Abb. 79:Fall B: Der Kristallisationskeim befindet sich nahe an der Oberfldiche, so dass ausschlief3lich ein
ellipsoides Wachstum entlang der Oberfldiche stattfindet.

Hier liegt der Kristallisationskeim sehr nah an der Oberfliche (to). Da durch die Grenzflache
kein ungehemmtes radiales Wachstum erfolgen kann, wachst der Partikel elliptisch entlang der
Oberfliche. Durch die Verarmung an Ionen unterhalb des Partikels findet kein bzw. nur ein

sehr geringes Wachstum der Hohe des Mikropartikels statt.

In der dritten Fall C befindet sich der Kristallisationskeim néher an der Oberfldche als in Fall
A, ist jedoch weiter entfernt als in Fall B und der entstehende Mikropartikel zeigt deswegen

eine Mischform beider Klassen (Fall C, Abb. 80).

to 4 t,

C ° . —v—

Abb. 80: Fall C: Die Entfernung des Kristallisationskeims ist niher an der Oberfldche als in Fall A, so dass der
Partikel diese im Laufe des Wachstums erreicht.

Befindet sich der Kristallisationskeim in einem ausreichenden Abstand zur Oberflache (to),
findet zundchst ein nur durch die Diffusion durch das Polymer limitiertes, radiales
gleichméafiges Wachstum in alle Raumrichtungen statt. Ndhert sich im Laufe des Wachstums
der Partikel weiter der Oberfldche an (t1), fiihrt dies ab einem Zeitpunkt dazu, dass der Partikel
die Oberflachenspannung des Polymers nicht durchbrechen kann, dadurch in die Breite wéchst
und weiteres Wachstum entlang der Oberfliche erfolgt (t2). Dass die Mikropartikel die
Oberflache nicht durchdringen konnen, zeigen die FIB-SEM Analysen, da an dieser Stelle die
Mikropartikel noch von einer diinnen Schicht organischem Material {iberzogen sind. Da mittels
EDX keine proteinogenen Elemente wie Stickstoff und Schwefel nachweisbar sind, muss davon
ausgegangen werden, dass es sich dabei um das Polymer handelt. Zusitzlich wird die These
dadurch gestiitzt, dass bei der Verwendung von niedrigen Beschleunigungsspannungen in der
Elektronenmikroskopie im Blick auf die Oberfliche kein Materialkontrast sichtbar ist, da dort

das Anregungsvolumen zu klein ist und nur die bedeckende Polymerschicht abgebildet wird

(Abb. 81).
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Abb. 81: Darstellung des identischen Ausschnitts der Oberfldche von Linse L12 bei einer
Beschleunigungsspannung von 2 kV (links) und 10 kV (rechts). Bei der niedrigen Beschleunigungsspannung ist
durch die geringe Informationstiefe kein Materialkontrast sichtbar.

Im Zuge des weiteren Wachstumsprozesses breitet sich der Mikropartikel immer weiter
unterhalb der Oberfldche aus. Durch den nahezu direkten Kontakt zum Kammerwasser ist der
Wachstumsprozess hier auch nur durch die lonenkonzentration im Kammerwasser und nicht
mehr durch die Diffusion dieser durch das Polymer limitiert. Dadurch wichst der
oberflichennahe Teil {iberproportional schnell und schirmt in Folge dessen den radial
wachsenden Teil darunter ab, so dass dort das Wachstum auf Grund der Verarmung an den
benodtigten Ionen gehemmt ist. Im Zuge dieses Wachstumsprozesses bilden sich an der
Oberflache Mikropartikel mit der beschriebenen, regelméfigen, konzentrischen Baumring-
Struktur aus. Diese Art von Kristallaggregaten erinnert an Sphérolithe, deren Ausbildung
insbesondere in ausgekiihlten Schmelzen thermoplastischer Kunststoffe auftritt.!!*! Daneben
wurden diese Art von Kristallaggregaten auch von WU et al. bei Kalziumcarbonat beschrieben

(Abb. 82).1155]

Abb. 82: Von WU et al. beschriebener Querschnitt eines Sphdrolithen aus Kalziumcarbonat.!'>!
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Bei Sphirolithen handelt es sich generell nicht um klassische Kristalle, sondern um Aggregate

aus einer Vielzahl von Mikro- oder Nanokristallen, wie sie auch bei Kalzifikationen vorliegen.

Die zuvor beschriebenen EDX-Analysen beziiglich der Materialkomposition aus Kapitel 4.1.6
zeigen, dass im Bereich der Mikropartikel auch Kohlenstoff detektiert werden kann, was
nachweislich auch auf in den Mikropartikel eingeschlossenes Polymer zuriickgefiihrt werden
kann. Betrachtet man von der chemischen Seite Kalziumcarbonat (CaCO3,), so deckt sich das
erzeugte Spektrum charakteristischer Rontgenstrahlung ebenfalls mit den Ergebnissen der
EDX-Analysen, auler dass bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen zusétzlich noch
Phosphor vorliegt. Die von Urease in Anwesenheit von Harnstoff und Kalziumchlorid
gesteuerte Entstehung von Kalzifikationen auf Basis von Kalziumcarbonat ist in der Literatur
von RAUNER et al. beschrieben worden und zeigt strukturell durchaus vergleichbare
morphologische  Charakteristika zu den phosphat-basierten Kalzifikationen bei
Intraokularlinsen (Abb. 83).[1%]

Abb. 83: Von RAUNER et al. erzeugte Kalzifikationen aus Kalziumcarbonat in einem PHEMA-Hydrogel.'>")
Ahnliche Experimente wurden auch im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt, jedoch zeigten sich
hier keinerlei Kalzifikationen, was auf die stark unterschiedlichen Quellfaktoren der Polymere
und damit die Permeabilitédt des Polymers fiir lonen zuriickzufiihren sein muss. Der Quellfaktor
der bei RAUNER et al. verwendeten Hydrogele betrug 3, wihrend das in diesen Studien
verwendete Polymer einen Quellfaktor von 1.26 besall und somit das pordse Netzwerk deutlich
feinmaschiger ist, wodurch die Diffusion von Ionen deutlich gehemmt ist. Durch die TED-
Analysen aus Kapitel 4.1.8 ldsst sich jedoch beweisen, dass die vorliegende

Kalziumphosphatmodifikation Hydroxylapatit ist.
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Hantelformige Klasse

Das Hauptmerkmal dieser Klasse ist die abweichende Form der Mikropartikel, die bei zwei
Intraokularlinsen dieser Studie zu beobachten ist (E3 und E6). Hier findet im Gegensatz zu der

sphérischen Klasse kein kugelformiges Wachstum statt, sondern das Partikelwachstum beginnt

in Form eines Stiabchens und im weiteren Verlauf bilden sich Hanteln aus (Abb. 84).

Abb. 84: FIB-SEM 3D-Rekonstruktion der in dieser Klasse beobachten hantelformigen Mikropartikel.
Dieser Klasse sind in der vorliegenden Studie nur zwei Linsen zuzuordnen. Mit dem Wissen
um die Partikelmorphologie gibt es in der Literatur aber weitere Berichte iiber diese Art von
Kalzifikation,!'!'%°1 50 dass diese Variante als eigene Klasse angesehen werden kann. Typisch
fiir diese Klasse ist neben den verhéltnismaBig kleinen Mikropartikeln, dass sich diese immer
in einer Schicht parallel zur Oberflidche finden, jedoch zwischen Oberfldche und Partikelschicht
ein Bereich existiert, in dem das Polymer unbeschidigt ist. Wieso die Ausbildung der Partikel
bevorzugt in diesen Bereichen stattfindet, ist ungeklart. Eine weitere Besonderheit zeigt sich in

der PartikelgroBe: In dem rekonstruierten Volumen finden sich innerhalb einer Schicht parallel
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zur Oberfliche alle Wachstumsstadien der Mikropartikel. Dies zeigt, dass es sich bei der
Ausbildung der Kristallisationskeime nicht um einen einmaligen Prozess handelt, der
beispielsweise durch den Zusammenbruch der Blut-Kammerwasser-Schranke ausgelost wird.
In diesem Fall miissten alle Mikropartikel innerhalb einer Schicht in etwa dieselbe Grof3e haben.
Hier lassen sich jedoch alle Stadien des Partikelwachstums nachweislich parallel finden. Dies
spricht dafiir, dass die Entstehung der Kristallisationskeime ein kontinuierlicher Prozess sein
muss. Weiterhin ist hier die Frage, wieso sich bei diesen Kalzifikationen das
Mikropartikelwachstum in Form von Hanteln &uBlert, von gréfftem Interesse. Unter

Bertiicksichtigung der Literatur zeigt sich, dass diese Art von Mikropartikelwachstum schon

einmal von PRYMAK et al. in Kristallisationsstudien mit Fluorapatit in vitro beobachtet und

studiert werden konnte (Abb. 85).1157)

Abb. 85: Von PRYMAK et al. beschriebenes hantelformiges Wachstum von Fluorapatite-Mikrokristallen. Die bei
den explantierten Linsen beobachteten Wachstumsstadien gleichen exakt denen der in vitro Experimente.
Abbildung entnommen in modifizierter Form.['>"]

Der Vergleich des in der Literatur beschriebenen Partikelwachstums mit den in dieser Arbeit
beobachteten Stadien des Mikropartikelwachstums zeigt, dass diese identisch sind. Das
Wachstum geht von einem Kristallisationskeim in Form eines Stdbchens aus, dessen Enden
sich mit der Zeit immer mehr auffachern, bis letztendlich eine fast vollstindige Kugel vorliegt.
In der Studie von PRYMAK ef al. wurde jedoch Fluorapatit verwendet. Das Vorliegen von Fluor
konnte bei den explantierten Linsen mittels EDX nicht nachgewiesen werden, jedoch gleichen
sich die kristallographischen Daten der beiden Minerale Hydroxylapatit und Fluorapatit nahezu

(Tab. 4).

89



4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Tab. 4: Kristallographische Parameter von Hydroxylapatit und Fluorapatit. 1551

Hydroxylapatit Fluorapatit
Klasse hexagonal-dipyramidal hexagonal-dipyramidal
Raumgruppe P63/m P63/m
a 9.432 A 9.367 A
b 9.432 A 9.367 A
c 6.881 A 6.884A

Beide Minerale kristallisieren in der hexagonal-dipyramidalen Raumgruppe P63/m und auch
die Gitterparameter sind sehr dhnlich. Jedoch konnte in Experimenten von PRYMAK et al. das
hantelféormige Wachstum nicht beobachtet werden, wenn reines Kalziumphosphat zur
Kristallisation verwendet wurde. Weiterhin ist fiir die Entwicklung dieser Art von Partikeln in
der Studie von PRYMAK et al. essentiell, dass bei einem pH-Wert zwischen 5 und 6 gearbeitet
wurde. Sowohl bei niedrigerem, als auch bei hoherem pH-Wert konnten nur sphérische
Mikropartikel gefunden werden. Der pH-Wert des Auges liegt hingegen normalerweise
zwischen 7.32 und 7.60 und damit deutlich hoher als der Bereich in den Studien, in denen das
hantelformige Kristallwachstum wie bei den kalzifizierten Linsen beobachtet werden

konnte.[160]

Bei den hantelformigen Mikrokristallen handelt es sich ebenfalls um ein sphérolithisches
Wachstum, jedoch um eine andere Form im Vergleich zum Wachstum sphérischer

Mikropartikel (Abb. 86).[134

Abb. 86: Vergleich des sphdrolithischen Wachstums ausgehend von einem punktformigen Kristallisationskeim
und einem Wachstum ausgehend von einem Stiibchen.l>*

Ausgehend von einem punktformigen Mikrokristallisationskeim kann sich ein stark
verzweigtes, astformiges Gebilde ausformen. Erfolgt dieses Wachstum in alle Raumrichtungen,

erhdlt man die auch in dieser Studie beobachteten runden Mikropartikel.
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Startet das Wachstum jedoch ausgehend von einem Stébchen, bilden sich die beobachteten
hantelformigen Mikrokristalle aus. Dabei gibt es fiir die Entstehung dieser Form zwei
verschiedene Ansédtze zur Erkldrung: FEinerseits kann sie in Folge der ,nicht-
kristallographischen* Kristallverzweigung erklart werden, wobei die Ausbildung der Form
Folge von schnellem Kristallwachstum und damit verbundenen inneren Kristallspannungen
sein kann. Als zweiter Mechanismus wird ein ,,Nanokomposit-kontrollierter Mechanismus
vorgeschlagen, bei dem die Auffiacherung die Folge eines Komposits mit einem Polymer ist,

durch das mechanischer Stress auf die Mikrokristalle iibertragen wird.[!>4

4.1.9.2. Zusammensetzung und Stabilitit der Mikrokristalle

Im menschlichen Auge beziehungsweise im Kammerwasser liegen mit 1.7 mm Kalzium (Ca*")
und 0.62 mM Phosphat (H2PO4") nur sehr geringe Konzentrationen der an der Ausbildung von
Kalzifikationen beteiligten Ionen vor.['!! Die Konzentration dieser lonen im Blutplasma ist im

Vergleich mit 2.5 mM (Ca*") und 1.0 mm (H2PO4") deutlich hoher. 16!

Trotz dieser geringen Konzentrationen bilden sich Kalzifikationen aus, bei denen Mikropartikel
bis zu einer GroBe heranwachsen, dass sie den Visus betroffener Patienten beeintrichtigen.
Dass dieser Prozess sehr langsam erfolgt, zeigt der durchschnittliche Zeitraum bis zur

2] Ein essentieller

Explantation einer kalzifizierten Intraokularlinse, der 5.8 Jahre betrigt.!
Aspekt der die Entwicklung von Kalzifikationen bei Intraokularlinsen moglich macht, ist das
geringe Loslichkeitsprodukt der dabei entstehenden Kalziumphosphate. Eine Ubersicht der bei
Kalzifikationen in Frage kommenden kristallographischen Modifikationen von

Kalziumphosphat inklusive des Loslichkeitsprodukts ist in Tab. 5 dargestellt.

Tab. 5: Verschiedene bekannte Kalziumphosphate mit zugehérigen Elementverhdltnissen und den
Ldslichkeitsprodukten K, 150151

Verbindung Strukturformel Ca/P Ky @?25°C
Monokalziumphosphat dihydrat Ca(H2POs4): x H2O 0.5 16slich

Dikalziumphosphat dihydrat CaHPO4 x 2H>0 1.0 2.57x 1077
Oktakalziumphosphat CagH2(PO4)s 1.33 3.67x 108
o -Trikalziumphosphat a-Ca3(PO4)2 1.5 3.16 x 102
B -Trikalziumphosphat B-Ca3(POa)2 1.5 1.26 x 10%
Hydroxyapatit Cas(PO4);0H 1.67  3.98x10%
Fluorapatit Cas(POq)sF 1.67 3.16 x 10!

Das Loslichkeitsprodukt Ks, beschreibt die Loslichkeit einer Substanz und berechnet sich iiber

das Produkt der einzelnen Ionenkonzentrationen. Je hoher dieser Wert ist, desto besser ist die
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Substanz 16slich. Insbesondere Oktakalziumphosphat, Hydroxylapatit und Fluorapatit besitzen
besonders geringe Loslichkeiten, wobei sich Fluorapatit nicht natiirlicherweise im
menschlichen Kdérper bildet. Sobald sich im Kammerwasser bzw. in der IOL durch eine lokale
Ubersittigung ein Kristallkeim aus diesen Modifikationen gebildet hat, 15st sich dieser nicht
wieder auf, sondern wichst durch den kontinuierlichen, wenn auch in geringen Konzentrationen
vorliegenden, Nachschub an Ionen zu einem groBeren Partikel heran. Die durchgefiihrten
Analysen konnten zeigen, dass die Triibungen der Linsen durch kalziumphosphathaltige
Mikropartikel ausgelost wurden. Daneben findet sich auch ein hoher Kohlenstoffanteil. Die
STEM-Analysen konnten bestitigen, dass das Polymer in feinen Strukturen in den Partikel
eingeschlossen wird und bestétigen somit die Ergebnisse der EDX-Analysen. Weiterhin zeigte
die quantitative Auswertung der EDX-Analysen ein Kalzium zu Phosphor Verhiltnis von 1.73,
was nahe an dem Literaturwert von Hydroxylapatit von 1.67 liegt. Die Abweichung ist mit der
begrenzten Genauigkeit der EDX-Methode zu erkliren.!'>?! Daneben konnten mittels EDX bei
manchen Linsen Spuren von Natrium detektiert werden. Die STED-Analysen aus Kapitel 4.1.8
konnten zudem bestitigen, dass es sich bei der vorliegenden Kalziumphosphat-Modifikation
um Hydroxylapatit handelt. Nur durch beispielsweise starke Sduren konnten die entstehenden
Minerale wieder gelost werden, was im Auge nicht moglich ist. Daher ist die einzig mogliche

Behandlung einer kalzifizierten Linse deren Austausch.

4.1.9.3. Lage und Groflenverteilung der Kristalle

Zusammenfassend muss auf Basis der durchgefiihrten Analysen bei Kalzifikationen von
Intraokularlinsen  beziiglich der Morphologie zwischen drei  unterschiedlichen
Mikropartikelformen unterschieden werden: Sphérische, ufo-formige und hantel-formige
Mikropartikel. Fiir die analysierten Kalzifikationen wurden die Durchmesser der Mikropartikel

ausgehend von der Oberflache sowie von den erstellten Querschnitten ermittelt (Tab. 6).
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Tab. 6: Ermittelte Partikelgrofier der analysierten Kalzifikationen an Hand der Oberflichen- und
Querschnittsansichten.

Linse | O auf Oberfliiche /pm | O in Querschnitt/ pm
E1l 2.7-177 1.8—-3.8
E2 - 1.9-55
E3 - 0.7-2.8
E4 56-17.8 -

E5 3.5-8.7 20-6.8
E6 - 0.5-2.5
E7 2.6-11.7 1.0-33
E8 45-11.2 3.7-6.8
E9 16.9 —40.8 1.1-8.0
E10 3.1-20.0 1.2-35
E1l1 4.7 -26.2 1.9-64
E12 20-7.0 0.6-2.1

Die hier dargestellten Informationen zur PartikelgroBe im Querschnitt muss jedoch unter
Vorbehalt betrachtet werden. Da nur ein kleiner Anteil der Mikropartikel direkt in der Mitte
durchgeschnitten wurde, muss davon ausgegangen werden, dass die Grofe der Mikropartikel
generell im Schnitt groBer ausfillt, als es die GroBenverteilung angibt. Hiufig nimmt bei den
der sphérischen Klasse zugeordneten Kalzifikationen die GroBe der Mikropartikel mit

zunehmender Entfernung von der Oberflidche ab (Abb. 87).

Abb. 87: Abnahme der Mikropartikelgréfie mit steigender Entfernung von der Oberfliche.
Diese Abnahme der Partikelgrofle mit zunehmendem Abstand von der Oberfliche ldsst sich
durch Diffusionseffekte erkldren. Ausgehend von der Annahme, dass das gequollene,

hydrophile Polymer als einfacher pordser Schwamm angesehen werden kann, in den ausgehend
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vom Kammerwasser Kalzium- und Phosphationen eindiffundieren konnen, liegt nach dem
zweiten FICKSCHEN Gesetz ein Konzentrationsgefille der beiden Ionen ausgehend von der

Oberfldche vor (Abb. 88).

Lésung Polymer

lonenkonzentration

Abb. 88: Schematische Darstellung des Konzentrationsverlaufs der Ionen im Polymer.
Durch die schon vorliegenden Mikrokristalle bzw. Mikrokristallisationskeime findet durch das
Auskristallisieren von Kalziumphosphat jedoch eine kontinuierliche Verarmung an Ionen in der
entsprechenden Schicht statt, so dass das Konzentrationsgefille vergrofert wird. Von diesem
Effekt profitieren Mikropartikel, die nahe an der Oberfliche lokalisiert sind, und wachsen
deutlich schneller als solche, die sich in tieferen Regionen befinden. Da es sich bei
Kristallisationen um exergonische Prozesse handelt, findet ein kontinuierliches Wachstum der

Partikel statt.

Zum Verstindnis der Entstehung von Kalzifikationen ist es essentiell, den Beginn des
Kristallwachstums zu verstehen. In der Klasse der sphirischen Mikropartikel scheint das
Entstehen dieser Mikrokristallisationskeime auf einem einmaligen ,,Ereignis® zu fundieren. Bei
der hantelformigen Klasse konnten hingegen innerhalb einer parallelen Schicht zur Oberfldche
alle Wachstumsstadien an Partikeln gleichzeitig gefunden werden, was in diesem Fall fiir einen
kontinuierlichen Prozess spricht. In der Literatur ist beschrieben, dass beispielsweise diverse
Verunreinigungen Kalzifikationen begiinstigen konnten. Um dies genauer zu analysieren,
wurde an Hand der Bilderstapel, die fiir die 3D-Rekonstruktionen in Kapitel 4.1.7 genutzt
wurden, nach Indizien fiir das Vorliegen von sich morphologisch und kompositorisch
unterscheidenden Bereichen im Zentrum der Mikropartikel gesucht. Zwei exemplarische

Querschnitte dieser Analysen sind in Abb. 89 gezeigt.
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Abb. 89: Darstellung zweier Querschnitte aus den zur Rekonstruktion genutzten Bilderstapeln aus Kapitel 4.1.7.

Es konnten jedoch keine Anzeichen dafiir identifiziert werden, dass die Kristallisation von
einem Fremdkdrper ausgeht. Die in Kapitel 4.1.5 beschriebene auffillige zentrale Struktur muss
somit als Artefakt der Praparation mittels des Mikrotoms angesehen werden. Daher muss davon
ausgegangen werden, dass das Wachstum der Mikropartikel ausgehend von
Kristallisationskeimen aus Kalziumphosphat erfolgt. Hinweise auf die Ursache fiir die
Entstehung dieser Kristallisationskeime konnten im Rahmen der Analysen nicht gefunden
werden. In der Literatur werden jedoch verschiedene Zusammenhénge diskutiert, die alle in

Verbindung mit der Verschiebung der lonenverhéltnisse im Kammerwasser stehen (siche

Kapitel 2.2.3)

4.1.94. Auswirkungen auf die Oberfliche

Kalzifikationen bei Intraokularlinsen stellen eine ernsthafte Komplikation bei Intraokularlinsen
dar, da der Visus betroffener Personen sich verschlechtert und in Folge dessen das Implantat
ausgewechselt werden muss, um diesen wiederherzustellen. Dabei kommen zwei
unterschiedliche Effekte bei dem Verlust des Visus zum Tragen. Einerseits erfolgt eine
Streuung des einfallenden Lichts durch die bei der Kalzifikation entstandenen Mikropartikel an
sich. Andererseits konnte gezeigt werden, dass in Folge des Partikelwachstums die Oberfldche
der kalzifizierten Linsen so stark geschidigt wird, dass die hoch prizise, geschliffene Optik
zerstort wird und keine ausreichende Fokussierung des einfallenden Lichts mehr mdglich ist,

so dass damit kein scharfes Bild mehr auf der Netzhaut erzeugt werden kann.

Physikalisch betrachtet spielen bei der Lichtstreuung an Nano- und Mikropartikeln die
Rayleigh, Mie- und die optische Streuung eine grof3e Rolle (Abb. 90).
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1 1
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<50 nm 50-500 nm >1 um
Rayleigh- Mie- optische
Streuung Streuung Streuung

RN ol n/%/»
e S = ﬂ\\\“i

Abb. 90: Verschiedene physikalische Arten von Lichtstreuungen.'63164
Wihrend die Rayleigh-Streuung zum Tragen kommt, wenn die PartikelgroBe kleiner als 10%
der eingestrahlten Wellenlidnge ist, kommt die Mie-Streuung bei Partikeln bis zur Grof3e der
Wellenlénge des eingestrahlten Lichts zum Tragen. Sofern die Partikel deutlich groBer als die
Wellenlénge des Lichts sind, ist die reine optische Streuung der dominierende Effekt. Mit
zunehmender PartikelgroBe verstirkt sich somit die Lichtstreuung mit der Richtung des
einfallenden Lichts. Das menschliche Auge ist sensitiv fiir Wellenldngen zwischen 380 und
780 nm. Damit wird ein erster optische Streueffekt theoretisch frithestens bei einer
PartikelgroBBe von 38 nm wahrgenommen und wird mit zunechmender Partikelgrofe immer
starker. Betrachtet man die GroBen der Mikropartikel bei den analysierten explantierten
Intraokularlinsen, liegen die kleinsten Mikropartikel immer im Bereich von wenigen
Mikrometern, also in einer deutlich groBBeren GroBenordnung als der, bei der physikalisch
gesehen die Mie-Streuung zum Tragen kommt. Da es sich bei dem Partikelwachstum auf Grund
der niedrigen lonenkonzentrationen im Kammerwasser um einen schleichenden Prozess
handelt, kann dieser in Bezug auf die Entwicklung des Sehverlusts mit dem Grauen Star, dem
urspriinglichen Grund fiir den Ersatz der natiirlichen Augenlinse durch eine synthetische
Intraokularlinse, verglichen werden. Kalzifizierte Linsen werden im Durchschnitt erst 5.8 Jahre
nach der Implantation wieder explantiert!!'?] wobei dies nicht zwangsweise mit der
Entwicklungsdauer der eigentlichen Kalzifikation gleichzusetzten ist, die auch kiirzer sein
konnte. Jedoch fiihrt die schleichende Beeintriachtigung der optischen Qualitédt der Linse nicht
zu einer sofortigen Verschlechterung des Sehvermogens, da das Gehirn den visuellen Verlust
bis zu einem gewissen Grad kompensieren kann, so dass der Patient eine Kalzifikation im
Anfangsstadium nicht visuell wahrnimmt.!'6%-166] Erst mit dem Fortschreiten der Kalzifikation
treten die typischen Symptome, wie ein Verschwimmen des Sichtfeldes, das Erblassen von
Farben und die Erhéhung der Blendempfindlichkeit auf, die vergleichbar mit den

urspriinglichen Symptomen des Grauen Stars sind.
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4.1.9.5. Zwischenfazit

Auf Basis der Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit und unter Beachtung der Literatur miissen
Kalzifikationen bei hydrophilen Intraokularlinsen morphologisch in zwei Klassen eingeteilt

werden:

Sphiérische Klasse: Kombinationen von ufo-formigen und ellipsoiden Mikropartikeln an der
Oberfliche und sphdrischen  Mikropartikeln  unterhalb der  Oberfliche. Die
Kristallisationskeime entstehen zu einem bestimmten Zeitpunkt und die GroBe der
Mikropartikel ist diffusionskontrolliert und sinkt mit zunehmendem Abstand zu Oberfldche.

Dieser Klasse gehorten 10 der in dieser Studie analysierten explantierten Linsen an.

Hantelformige Klasse: Hantelformige Mikropartikel, die ausschlieflich unterhalb der
Oberfliche auftreten. Es liegen innerhalb derselben Schicht alle Wachstumsstadien der
Mikropartikel gleichzeitig vor, was auf einen kontinuierlichen Entstehungsprozess schlieBen

lasst. Dieser Klasse gehorten 2 der in dieser Studie analysierten explantierten Linsen an.

Diese Unterteilung liefert eine Erweiterung zu der von NEUHANN et al. eingefiihrten
Klassifizierung von Kalzifikationen, nach der eine primére Kalzifikation auf das Material der
verwendete IOL an sich zuriickzufiihren ist und eine sekundére Kalzifikation auf Faktoren, die
im Zusammenhang mit der Patientenphysiologie stehen.!”®! Der kontinuierliche

Entstehungsprozess bei der hier etablierten hantelférmigen Klasse koénnte durch den

kontinuierlichen Entstehungsprozess mit der materialabhéngigen primédren Kalzifikation in

Verbindung gebracht werden, die sphérischen Klasse mit der sekundiren Kalzifikation in

Bezug auf die Patientenphysiologie, beispielsweise den Zusammenbruch der Blut-
Kammerwasser-Schranke durch Vorerkrankungen am Auge oder Traumata, wie
Hornhauttransplantationen. Auf Grund der in dieser Studie nicht vorliegenden Anamnesen der
Patienten sowie der genauen Kenntnis der Polymere (insbesondere Reinheitsgrade,
Abwesenheit von Restmonomeren, Vernetzungsgrad, etc.) aller analysierten Intraokularlinsen
und keiner statistisch aussagekriftigen Stichprobe stellt dieser Zusammenhang jedoch nur eine

Hypothese dar, die im Rahmen dieser Arbeit nicht abschlie8end verifiziert werden kann.

In den durchgefiihrten Analysen konnten weiterhin durch das schichtweise Abtragen der
Mikropartikel in deren Zentren keine Hinweise auf Mikrokristallisationskeime gefunden
werden, die sich morphologisch oder kompositorisch von dem Rest der Mikropartikel
unterscheiden. Damit muss ein Mikrokristallisationskeim aus Kalziumphosphat als Start fiir die

Ausbildung von Kalzifikationen dienen. Die Analysen ergaben keine Hinweise auf die
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Entstehung dieser. Jedoch zeigte sich, dass in den meisten Fillen dieser Prozess auf ein
einmaliges Event zuriickzufiihren ist (sphérische Klasse), jedoch auch unter der Ausbildung

einer anderen Partikelmorphologie kontinuierlich erfolgen kann (hantelféormige Klasse).
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4.2. Diffusionsverhalten an Kalzifikationen beteiligter Ionen im

Modellsystem

Kalzifikationen treten bei hydrophilen Intraokularlinsen, wie in Kapitel 4.1 ausfiihrlich
dargestellt, nicht nur an der Oberflache, sondern hdufig auch unterhalb der Oberflache von IOLs
in Tiefen von bis zu 70 um auf. Zum Verstdndnis des Mechanismus der Entstehung von
Kalzifikationen ist daher das grundsitzliche Verstindnis des Ionendiffusionsverhaltens in
hydrophilen Polymeren, die fiir Intraokularlinsen verwendet werden, von besonderem
Interesse. Das in dieser Arbeit verwendete Modellpolymer H26R1 wird kommerziell bei der
Herstellung von 1OLs verwendet. Es besitzt eine Wasseraufnahme von 26% und quillt damit
vergleichbar wie ein Schwamm. Durch den Einsatz eines Quervernetzers erreicht das Polymer
bei dieser Wasseraufnahme ein Gleichgewicht und bietet in gequollenem Zustand ausreichend
groB3e Poren, damit auch andere Ionen eindiffundieren kdnnen. Da das eingesetzte Acrylat-
Copolymer zum Grofiteil aus HEMA besteht, finden sich viele Ester-Gruppen und in den
endstdndigen Seitenketten meistens Hydroxy-Funktionen. Damit erscheint eine elektrostatische
Wechselwirkung mit Kationen sehr wahrscheinlich. Die primér im Polymer vorkommenden

Strukturmotive sind in Abb. 91 dargestellt.
;H/;i C:ﬂj;

OH

pHEMA pMMA

Abb. 91: Strukturmotive von pHEMA und pMMA, die in dem hydrophilen Modellpolymer primdr vorkommen.
Da Kalzifikationen bei hydrophilen Intraokularlinsen nicht nur auf der Oberfldche, sondern
auch im bulk stattfinden, miissen die Ionen Kalzium und Phosphat eine gewisse Beweglichkeit
im Polymer besitzen. Zu dem Verstindnis der Entstehungsmechanismen und der Lokalisation
von Kalzifikationen ist daher das Verhalten beteiligter Ionen in der Polymermatrix von

besonderem Interesse.
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4.2.1. Quellverhalten des Modellpolymers

Zunichst wurde das Quellverhalten des Polymers in Wasser sowie in unterschiedlich
konzentrierten Salzlosungen untersucht. Dabei wurde zur pH-Stabilitit in einem gepufferten

Tris-HCI System bei pH 7.0 gearbeitet.

Zur Bestimmung der Wasseraufnahme des Polymers wurde die Gewichtszunahme durch

Quellung in einem Tis-HCI gepufferten System bei 21 °C bis zur vollstdndigen Quellung
verfolgt (Abb. 92).
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Abb. 92: Relative Wasseraufnahme der Polymerproben bei 21 °C in gepufferter Tris-HCI Lésung bei pH 7.
Es wird deutlich, dass die Wasseraufnahme kontinuierlich iber mehrere Tage erfolgt. Der
Gleichgewichtszustand wird nach ca. 130 h erreicht. Das Polymer zeigt nach der vollstdndigen

Versuchsdauer eine Wasseraufnahme von 26.25%.

Der Nachweis, wie Kalzium in dem Polymer diffundiert, gestaltet sich im Gegensatz zum
Nachweis der Wasseraufnahme schwieriger. Es kann gravimetrisch die Wasseraufnahme in
Abhingigkeit einer bestimmten lonenkonzentration an Kalzium bestimmt werden, jedoch wird
in diesem Experiment nur der Einfluss von Kalziumionen auf den Diffusions- bzw.
Quellungsprozess im Vergleich zu Wasser untersucht. Die Konzentration von Kalzium im
Kammerwasser betriigt 1.7 mm.1'%1 Da es sich hier um eine sehr geringe Konzentration handelt,

wurden die Analysen bei einem Kalziumgehalt von 1, 5 und 25 mMm, ebenfalls in Tris-HCI
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4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

gepufferten Losungen bei pH 7.0 und bei Raumtemperatur, durchgefiihrt, um Einfliisse auf das
Quellverhalten des Polymers zu identifizieren (Abb. 93).
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Abb. 93: Relative Wasseraufnahme bei einem Kalziumchloridgehalt von 1, 5 und 25 mM in Tris-HCI gepufferter
Losung.

Die Messungen der Wasseraufnahme bei unterschiedlichen Kalziumchloridkonzentrationen
zeigen, dass die Wasseraufnahme im Gleichgewicht von der Salzkonzentration abhéngig ist.
Wihrend ohne Kalzium die maximale Wasseraufnahme 26.25% betrégt, liegt diese bei 1 mMm
Kalziumchlorid nach 250 h bei 26.11%, bei 5 mM bei 25.76% und bei 25 mM bei 25.23%. Die
Wasseraufnahme sinkt in Anwesenheit von Kalziumchlorid somit ab. Damit zeigt sich, dass die
Ionenkonzentration an Kalzium einen messbaren Einfluss auf die maximale Wasseraufnahme
des Polymers hat. Dies ist hochstwahrscheinlich auf ionische Wechselwirkungen des
zweiwertigen Kalziums mit den hydrophilen Hydroxylgruppen von HEMA sowie mit den

carbonylischen Sauerstoffen der Acrylate zuriickzufiihren.[!67-168]

Die bei Anwesenheit von Kalzium verringerte Wasseraufnahme 1dsst sich ebenfalls durch
mikromechanische Messungen tiberpriifen. Fiir diese Messungen wurde die VLRH-Hérte (very

low rubber hardness) nach DIN ISO 27588 bei 21 °C bestimmt (Abb. 94).
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Abb. 94: Messung der VLRH-Hdrte des Polymers bei unterschiedlichen Konzentrationen an Kalziumchlorid in
Tris-HCI gepufferter Losung.

Mit ansteigender Konzentration an Kalziumchlorid steigt die VLRH-Hérte von 90.2° auf 91.7°
an. Das Polymer wird demnach durch das Vorhandensein von Kalziumchlorid hérter. Dies
bestdtigt die Beobachtungen aus den zuvor durchgefiihrten Messungen zur Wasseraufnahme,
aus denen hervorgeht, dass das Polymer bei steigender Kalziumchloridkonzentration weniger
Wasser aufnimmt und somit hérter wird. Diesen Effekt konnte man in der Polymersynthese
durch den Einsatz eines hoheren Anteils an Quervernetzer ebenfalls erreichen. Die
Anwesenheit von Kalzium hat somit einen Einfluss als ,,elektrostatischer Quervernetzer* und
damit muss eine elektrostatische Interaktion zwischen dem Kalzium und den Estergruppen bzw.

den Seitenketten des Polymers vorliegen.

Analog zu der Bestimmung der Wasseraufnahme in Anwesenheit von Kalzium wurde auch der
Einfluss von verschiedenen Konzentrationen an Phosphat auf die Wasseraufnahme des

Polymers untersucht (Abb. 95).
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Abb. 95: Einfluss der Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen an Dinatriumhydrogenphosphat auf die
Wasseraufnahme des Polymers.

Zu Beginn der Quellung scheinen die Proben in Anwesenheit von Phosphat leicht schneller zu
quellen, jedoch liegt die Wasseraufnahme am Ende des Beobachtungszeitraums innerhalb der
Standardabweichung. Somit zeigt sich keine Abhéngigkeit der maximalen Wasseraufnahme
des Polymers von der Phosphatkonzentration. Dariiber, ob das Phosphat in dem Polymer eine

Beweglichkeit im Polymer besitzt oder gar nicht aufgenommen wird, kann hier keine Aussage

getatigt werden.
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4.2.2. Diffusion von Kalziumionen im Modellpolymer

Die Ergebnisse zur Quellung des Polymers in Anwesenheit von Kalzium bzw. Phosphat zeigen
das Problem, dass keine Verteilung von Kalzium im Sinne eines Diffusionsprofils unabhéngig
von dem Einfluss der Quellung durch Wasser bestimmbar ist. Um dies zu untersuchen, wurde
ein Verfahren entwickelt, bei dem die Diffusion von Ca®-lonen in das Polymer iiber den
Farbstoff Alizarinrot S sichtbar gemacht werden kann. Damit kénnen Diffusionsstrecken in
zeitlicher Abhéngigkeit ausgewertet werden. Alizarinrot S bildet mit zweiwertigem Kalzium
einen Komplex aus, wobei sich die Absorption so dndert, dass ein Farbumschlag von gelb auf
rot stattfindet. Im Bereich der Mikrobiologie ist Alizarinrot S daher in der Kalziumanfarbung
weit verbreitet.!!'®”) Auch bei dem Nachweis von Kalzifikationen bei IOLs wird diese
Farbreaktion hiiufig eingesetzt.''') Jedoch ist der Farbstoff nicht nur sensitiv gegeniiber
Kalziumionen, auch mit einer groBen Anzahl weiterer Kationen der Oxidationsstufen +I1,+III
oder +1V bilden sich farbige Komplexe aus.['”" Daneben zeigt Alizarinrot S auch einen pH-
Wert-abhdngigen Farbumschlag, weshalb auch hier das Arbeiten unter gepufferten
Bedingungen nétig ist. Zur Durchfiihrung wurden die Polymere in der reinen, gepufferten
Farbstofflosung vorgequollen und anschlieend in verschieden konzentrierte und gepufferte
Kalziumchloridlésungen gegeben. Das Verfolgen der Eindringtiefe von Kalzium erfolgte an

Hand von mikroskopischen Aufnahmen iiber angefertigte Querschnitte.

Auf Grund des Farbumschlags von Alizarinrot in Anwesenheit von Kationen wurde sich zur
Auswertung die Anderung der RGB-Farbwerte zu Nutze gemacht, an Hand deren sich der
Farbverlauf in einer Aufnahme als Graph darstellen ldsst. Die Auswertung der
Diffusionsstrecke erfolgte final anhand der Anderung der RGB-Farbwerte der Aufnahme. Als
Beispiel ist in Abb. 96 eine Messung gezeigt, bei der partiell schon Kalziumionen eindiffundiert

sind, wodurch es in den entsprechenden Regionen zu einer Rotfarbung des Alizarinrots kommt.
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Abb. 96: Beispielhafie Auswertung eines RGB-Bildes iiber die Farbwerte der einzelnen Pixel. Ubergang
schwarz-rot: Oberfldche des Polymers; Ubergang rot-gelb. Diffusionstiefe von Kalzium, gelb: verbleibendes
Alizarin.

Der Bereich auerhalb des Polymers erscheint im linken Bereich in schwarz. Dann folgt der
Teil des Polymers in rot, in dem bereits Kalzium eindiffundiert ist. Bei dem gelben Bereich
handelt es sich hingegen um das zuvor eindiffundierte Alizarinrot S, der weille Bereich stellt
das restliche Polymer dar. Es wird deutlich, dass der Farbstoff an sich gut in die Probe
diffundieren kann und daher fiir die Untersuchung der Kalziumdiffusion geeignet ist.
Vereinfacht wird hier ein FICK’sches Diffusionsverhalten angenommen. Was auffallt ist, dass
bis zu einem gewissen Punkt eine homogene Schicht der Rotfarbung vorzuliegen scheint, was
einem FICK’schen Diffusionsprofil eher widerspricht. Hier kann interpretiert werden, dass die
Gleichgewichtskonzentration an Kalzium, die das Polymer aufnehmen kann, in diesem Bereich
schon erreicht ist. Im Ubergang von Rot auf Gelb ist dann auch der Farbverlauf zu erkennen,

den man nach den FICK’schen Gesetzen erwarten wiirde.

Daher wurden 1im Anschluss mit dieser Methode an dem Modellpolymer
Diffusionsuntersuchungen in das Polymer bei Konzentrationen von 1, 5 und 25 mMm

Kalziumchlorid durchgefiihrt (Abb. 97).
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Abb. 97: Zeitabhiingige Eindringtiefen von Ca®* in H26R1 in unterschiedlich konzentrierten Losungen. Kalzium
dringt gut in das Polymer ein, schon bei 1 mM Kalziumchlorid betrdigt die Eindringtiefe nach 20 h 100 um.

Die Messungen zeigen, dass Kalzium generell gut von dem Polymer aufgenommen werden
kann. Speziell in Bezug auf Kalzifikationen bei hydrophilen IOLs sind die ersten 100 um
unterhalb der Polymeroberfliche von Bedeutung, da dort die Ausbildung der Mikropartikel
stattfindet. Die Dauer, bis Kalzium in diesen Bereich vollstindig eindiffundiert, liegt bei einer
duBeren Konzentration von 1 mM Kalziumchlorid bei 20 h bei Raumtemperatur. Kalzium
reichert sich in den obersten Schichten des Polymers sehr schnell an und ist nach 100 h
Inkubationszeit auch noch in deutlich tieferen Schichten nachzuweisen. Diese gewéhlte
Kalziumkonzentration befindet sich im Bereich des Kammerwassers von 1.45 mM.[*%) Bei den
verwendeten hoheren Konzentrationen findet die Eindiffusion schneller statt, jedoch nicht
proportional zu der Erh6hung der Konzentration an Kalziumchlorid. Weiterhin fillt auf, dass
zu Beginn die Standardabweichungen der Messungen sehr klein sind und die Methode sehr gut
funktioniert. Mit steigender Versuchsdauer werden die Fehlerbalken jedoch immer grof3er, was
an einer steigenden Urschérfe der Bereiche liegt. Auf den Effekt, der zu dieser Beobachtung

fiihrt, wird im Folgenden genauer eingegangen.

Durch den stirkeren Konzentrationsgradienten bei erhohten Konzentrationen an
Kalziumchlorid wére eine deutlich hohere Teilchenstromdichte zu erwarten, die sich jedoch
nicht zeigt. Zu dem Verstindnis dieses Effekts muss der Aufbau des Polymers genauer
betrachtet werden, das anschaulich mit einem Schwamm verglichen werden kann. Das

hydrophile Modellpolymer ist im gequollenen Zustand eine pordse 3D-Struktur, deren
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Zwischenrdume mit Wasser gefiillt sind. Die Beweglichkeit von Wassermolekiilen und generell
Substanzen ist somit durch das umgebende Polymernetzwerk und die Interaktion mit den
hydrophilen Seitenketten beschrénkt. Da es sich bei dem Modellpolymer um ein mit EGDMA
quervernetztes Polymer handelt, ist die maximale Quellfdhigkeit durch den Grad der
Quervernetzung limitiert. Der zweite Faktor, der einen starken Einfluss auf die Quellfahigkeit
hat, ist das Verhiltnis zwischen der hydrophilen Komponente des Polymers HEMA und der
hydrophoben Komponente MMA, die jedoch materialspezifisch ist. Die Dichte dieses pordsen
Netzwerkes hat daher einen Einfluss auf die Teilchenstromdichte. Durch die schnelle Sattigung
der oberflichlichen pordsen Struktur mit Ca®" wird die Teilchenstromdichte selbst bei einer

hoheren duBeren Konzentration an Kalziumchlorid beschrinkt.

Das Problem, dass die Methodik bei ldangerer Inkubationsdauer zu sehr hohen
Standardabweichungen fiihrt, ist dem geschuldet, dass mit zunehmender Dauer keine
homogenen Diffusionsprofile mehr zu beobachten sind, sondern dass eine Agglomeration des

Kalzium-Alizarins in Form von Mikropartikeln auftritt (Abb. 98).

Abb. 98: Links: Abbildung eines homogenen Profils einer Probe nach 1 h Inkubationszeit. Rechts: Zu
beobachtende Agglomeration des Farbstoffs nach 168 h.

Wihrend zu Beginn eine homogen gefdrbte Schicht zu erkennen ist, ist nach 168 h
Inkubationsdauer ein deutliches Fortschreiten der Partikelbildung zu beobachten. Diese
ausgebildeten Partikel scheinen sich in Schichten anzuordnen. Um diese Partikelausbildung zu
verstehen, muss der verwendete Farbstoff Alizarinrot S genauer betrachtet werden. Wéhrend
Alizarinrot S (ARS) als Natriumsalz gut wasserldslich ist, bildet es in Anwesenheit von
Kalzium das Pigment Ca(ARS), das in Wasser nur sehr schlecht 16slich ist, wie auch das bei

(171 Dieses liegt zunichst fein verteilt vor und

den Kalzifikationen ausgebildete Hydroxylapatit.
scheint mit fortschreitender zeitlicher Skala zu Mikropartikeln zu agglomerieren. Dies
geschieht analog zu dem Verhalten in Losung. Gibt man zu einer Alizarinrot S Ldsung
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Kalziumchlorid, bildet sich sofort eine einheitlich rote Triibbung aus. Uber die Zeit
agglomerieren die Nanopartikel und fallen als roter, flockiger Niederschlag aus. Bezogen auf
den Prozess innerhalb des Polymers weist dies darauf hin, dass es neben einzelnen Ionen bzw.
Molekiilen auch Nanopartikeln bis zu einer gewissen Grofle moglich sein muss, durch die

pordse Struktur des gequollenen Polymers zu diffundieren.

Die ausgebildeten Partikelschichten sind in Bezug auf Kalzifikationen bei Intraokularlinsen ein
duflerst interessanter Aspekt, da die dort ausgebildeten Partikel hdufig auch in einer definierten
Schicht unterhalb der Oberfldche angeordnet sind (vgl. Kapitel 4.1.9.3). Die Ursachen fiir die
Ausbildung dieser Schichten sind bisher ungeklirt. Daher wurde dieser Prozess mit dem
Kalzium-Alizarin-System, das fiir die Diffusionsuntersuchungen verwendet wurde, genauer
untersucht. Um optische Uberlagerungen durch die Transparenz des Polymers zu vermeiden,
die auf Grund der Dicke des préiparierten Querschnitts auftreten konnen, wurden EDX-

Elementkarten einer solchen Probe erstellt (Abb. 99).
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Abb. 99: EDX-Analyse einer Probe mit Alizarin-Partikeln mit SE-Ubersichtsbild und den Elementkarten fiir
Kalzium und Schwefel. Ebenfalls ist ein Intensitdtsprofil dargestellt, das iiber die Zeilenmittelwerte der Farben
der Kalzium-Elementkarte erstellt wurde. Die Strukturformel verdeutlicht die gewdhliten Elementkarten.
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Es wird deutlich, dass sich definierte und klar voneinander trennbare Schichten an Alizarin-
Kalzium-Partikeln ausbilden. Ebenfalls bestétigt sich, dass die Mikropartikel aus Kalzium und
Schwefel bestehen. Der Schwefel stammt aus dem Sulfonat des Alizarinrots. Dies erinnert stark
an die Schichtbildung der Mikropartikel, die in vivo bei Kalzifikationen beobachtet werden. Die
tabellarische Darstellung der Lage der Schichten aus Abb. 99 ist in Tab. 7 dargestellt.

Tab. 7: Tabellarische Ansicht der Lage und Breite der Schichten aus Abb. 99.

Mittelpunkt von Breite der
Schicht
Oberfliche /pm | Schicht/pm
1 6.60 13.33
2 30.5 14.09
3 66.29 27.50
4 116.25 42.76

Zum Vergleichen der Lage der Mikropartikel aus den Kalzium-Alizarin-Versuchen und der
Lage der Mikropartikel, die bei den Analysen der in vivo kalzifizierten IOLs aus Kapitel 4.1

vorliegen, sind diese in Tab. 8 zusammengefasst.

Tab. 8: Mittlere Entfernung der Partikelschichten von der Oberfliche der analysierten explantierten Linsen aus

Kapitel 4.1.
Linse Mittelpunkt von Linse. Mittelpunkt von
Oberfliche / pm Oberfliche / pm
E1l 17.1 E7 =
E2 12.3 E8 .
E3 26.2 E9 15.4
E4 . E10
ES 10.8 E11 9.24
E6 23 E12 .
I Mikropartikel liegen ausschlieBlich auf der Oberfliche vor. 2 Mikropartikel liegen homogen verteilt unterhalb der Oberfliche vor.

Es zeigt sich, dass die Lage der Schichten bei den kalzifizierten IOLs in variierenden Abstéinden
zwischen 9 bis 26 um unterhalb der Oberfliche angeordnet sind. Die absolute Lage der
Partikelschichten der explantierten Linsen und der Alizarin-Kalzium-Experimente stimmt
somit nicht {iberein. Dabei muss an diesem Punkt jedoch beachtet werden, dass es sich bei dem
in dieser Arbeit verwendeten Modellpolymer nicht um das exakt identische Material handelt,
aus dem die analysierten Intraokularlinsen hergestellt wurden und dass die

Umgebungsbedingungen im Kammerwasser sich von den in vitro Bedingungen unterscheiden.
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Obwohl sich die hydrophilen IOL-Materialien im Allgemeinen sehr in ihren Edukten gleichen,
konnen selbst bei identischer Wasseraufnahme unterschiedliche Anteile der einzelnen
Komponenten vorliegen und beispielsweise der Vernetzungsgrad, und damit auch die
Porengrofle, variieren. Weiterhin muss beachtet werden, dass das Kalzium-Alizarin-System
chemisch nicht mit Kalziumphosphat-Partikeln gleichgesetzt werden kann und daher

Unterschiede in der Lage der Schichten auftreten kdnnen.

Davon unabhéngig wirft es jedoch die Frage auf, warum definierte Bereiche fiir die Anordnung
der Mikropartikel bevorzugt sind und keine homogene Verteilung der Mikropartikel unterhalb
der Oberflache stattfindet. Zur Interpretation dieses Phidnomens muss genauer darauf
eingegangen werden, dass es sich bei Intraokularlinsen um hochprizise gearbeitete Korper
handelt, die damit eine sehr hohe Oberflichengiite haben.!'*”] Die zuvor gezeigten Experimente
wurden an Polymerronden durchgefiihrt, die diese Oberflachengiite nicht besitzen. Zusétzlich
handelt es sich bei den dufleren Flichen der Ronden um Grenzfldchen zur Polymerisationsform,
so dass sich die Grenzfldche chemisch von dem Inneren des Polymers unterscheiden kann. Um
dies zu tberpriifen, wurden daher die Experimente an Planscheiben verifiziert, die dieselbe

Oberflachengiite wie IOLs, aber keine gekriimmte Optik besitzen.

Die Durchfiithrung des Diffusionsexperimentes an diesen Planscheiben ergibt folgendes Bild

(Abb. 100).
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Abb. 100: Alizarin-Kalzium-Mikropartikelanordnung bei einer H26R1 Planscheibe, die fiir 3 w in 25 mm CaCl,-
Lésung inkubiert wurde. Links: Lichtmikroskopische Aufnahme eines Querschnitts inkl. RGB-Farbprofil. Rechts:
Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Grenzfliche inkl. RGB-Farbprofil.

Die Analyse der Probe erfolgte hier nicht kontinuierlich, sondern einmalig nach einer
Inkubationsdauer von 3 Wochen in der Kalziumchlorid-Losung. Es sticht ins Auge, dass die
Ausbildung der Schichten symmetrisch von beiden Seiten der Planscheibe aus erfolgt ist.
Weiterhin scheint sich die Dicke der Partikelschichten mit zunehmender Tiefe etwa zu
verdoppeln. Die erweiterte Analyse mittels SEM reduziert die optischen Uberlagerungen aus
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der lichtmikroskopischen Darstellung und macht auch die Gréenverteilung der Mikropartikel
deutlich. Wéhrend diese in der ersten Schicht ausgehend von der Oberflache sehr klein sind,
steigt deren Grofe mit zunehmender Tiefe der Schicht an. Die Auswertung der Lage der

Partikelschichten fiihrt zu folgendem Ergebnis (Tab. 9).

Tab. 9: Auswertung der mittleren Lage der Partikelschichten aus Abb. 100 ausgehend von der Oberfldche.

Schicht Lichtmikroskop SEM
von links / pm von rechts / pm von Oberfliche / pm
1 20 23 22
2 50 67 64
3 125 135 120
4 250 231 n.b.
5 437 403 n.b.

Auch hier sind leichte Diskrepanzen der absoluten Lage, gemessen von beiden Seiten aus, zu
beobachten, jedoch sind die Grofenordnungen der Regionen auch hier identisch zu den
vorherigen Experimenten. Damit bestétigt sich, dass der beobachtete Effekt unabhidngig von

der Oberflichenqualitit ist (Ronde vs. Planscheibe).

Es stellt sich folglich die Frage, wieso es innerhalb des Polymers diese bevorzugten Zonen zur
Anordnung der Alizarin-Kalzium-Mikropartikel (CaARS) gibt, die starke Ahnlichkeiten zu der
Lokalisation der Mikropartikel mancher in vivo kalzifizierten Intraokularlinsen zeigen. Eine
mogliche Erkldrung fiir dieses Phdnomen konnte eine ungleiche Porengrofenverteilung in
Folge der radikalischen Polymerisation des Polymers sein. Da der Effekt jedoch sowohl bei
Ronden, bei denen die Grenzfliche zur Polymerisationsform vorhanden ist, als auch bei
Planscheiben auftritt, bei denen nur der ,,Kern* des Polymers vorhanden ist, kann diese
Hypothese ausgeschlossen werden, da das Material im zweiten Fall eine vollstindige

Homogenitdt aufweisen sollte.

Ebenfalls konnte ein Zusammenhang zwischen der Ausbildung des schwer 16slichen Alizarin-
Kalzium-Salzes und der Ausbildung der Partikelschichten besteht. Alizarinrot S kann auf
verschiedene Arten mit Kalzium Komplexe bilden.!'7*"172] Es gibt den Salz-Typ und den Chelat-
Typ (Abb. 101).
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Salz-Form Chelat-Form
Abb. 101: Verschiedene in der Literatur beschriebene Komplexbildungen zwischen Alizarinrot S und einem
Kalziumion. Die Koordination erfolgt bevorzugt in der salzartigen Form.!'70-17]
Dabei tritt die Bildung der salzartigen Form im Vergleich zur Chelat-Form bevorzugt auf. Das
Sulfonat nimmt hingegen nicht an der Komplexbildung teil.l'”? Studien zeigen, dass in Lésung
mit Kalzium eine 1:1 Stéchiometrie vorliegt; das Loslichkeitsprodukt betrigt ca. 107.1173! In
Losung fillt Alizarin in Gegenwart von Kalzium in einem pH-Bereich von 4<pH<8§ als
ziegelsteinroter, schwerldslicher Farbstoff aus. LIEVREMONT et al. schlagen folgenden pH-

Wert-abhingigen Mechanismus vor (Abb. 102).117]

3 + YHy YHy"
-Ca?||+Ca?"
5 +Ca®*
7 + YH _Ca2* (YHca)precip.
) +Ca?*
10 T Y? oot (YxCay)sal
pH

Abb. 102: Schematische Darstellung der Reaktion von Alizarinrot S (Y) mit Kalzium nach LIEVREMONT et al.l'7]
Auch hier wird im ausgefallenen Zustand eine Stochiometrie von 1:1 vorgeschlagen. Im
basischen Bereich geht der Farbstoff in eine 16sliche Form tiber, der saure Bereich fiihrt zu einer
Dissoziation der beiden Substanzen. Daneben wird in der Literatur ebenfalls die Ausbildung
von Strukturen beschrieben, deren Verhiltnis zwischen Kalzium und Alizarin nicht 1:1 ist.
LEMLIKCHI et al. schldgt in einfach deprotonierter Form einen Ca(ARS)> Komplex mit der

Stochiometrie 1:2 vor (Abb. 103).[171
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Abb. 103: Von LEMLIKCHI et al. vorgeschlagener Ca(ARS); Komplex.!'"

Eine mdogliche Hypothese konnte demnach sein, dass in den unterschiedlichen beobachteten
Schichten der im Polymer ausgebildeten Mikropartikel eine unterschiedliche Ca:ARS
Stochiometrie vorliegt. Weiterhin muss beachtet werden, dass die carbonylischen Sauerstoffe
und Hydroxylfunktionen ebenfalls einen Einfluss auf die Koordination des Kalziums durch

Alizarinrot S haben konnten.

Eine weitere Erkliarung fiir das Phdnomen konnen Diffusionseffekte sein. Wie zuvor
beschrieben, handelt es sich bei dem CaARS unter den gewéhlten Bedingungen um einen
schwerloslichen Feststoff. In der ersten Schicht, direkt an der Grenzfliche zwischen
Inkubationslésung und Polymer, steht dem Alizarinrot S eine sehr viel hohere Konzentration
an Kalziumionen gegeniiber, als in den unteren Schichten, da hier die Nachdiffusion der Ionen
auf Grund der geringen Strecke sehr schnell erfolgt. Dies fiihrt dazu, dass die ausgebildeten
Nanopartikel sehr schnell zu einer ausreichenden Grofle heranwachsen und nicht weiter im
Polymer diffundieren kénnen. Wéhrend eine Verarmung an Alizarinrot S in dieser ersten
Schicht stattfindet, diffundiert ein weiterer Teil der Kalziumionen in geringerer Konzentration
in tiefere Schichten ein, wodurch die geringere Konzentration die Kalzium-Alizarin-
Nanopartikel langsamer ausgebildet werden und die kritische Grofe, damit sich die
Nanopartikel im Polymer nicht mehr bewegen konnen, langsamer erreicht wird. Daher

agglomerieren die Nanopartikel zu grof3eren Strukturen zusammen.
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4.2.3. Gezieltes Herbeifiithren von Kalzifikationen

Um die Kristallisation von Kalziumphosphat im Inneren des Polymers zu erzwingen, wurde
eine Methode verwendet, bei der das Polymer als semipermeable Membran fungiert und zwei
Kammern mit kalzium- bzw. phosphathaltiger Losung voneinander trennt. Das Grundprinzip

des Versuchsaufbaus ist in Abb. 104 dargestellt.

Ca?*-
Lésung

PO,3-
Losung
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Abb. 104: Aufbau der zur Untersuchung der Partikelbildung verwendeten Kammer. Das Polymer trennt eine
Kammer mit kalzium- bzw. phosphathaltiger Losung voneinander.

Bei einer theoretisch identischen lonenbeweglichkeit der beiden Ionen im Polymer sollte es in
der Mitte zu einer Uberschneidung der Diffusionsfronten und bei der Uberschreitung des
Loslichkeitsprodukts zur Bildung von Kalziumphosphatkristallen kommen. Da die Loslichkeit
von Kalziumphosphaten stark pH-abhédngig ist, muss auch hier unter gepufferten Bedingungen
gearbeitet werden. Es wurde mit hohen Konzentrationen der eingesetzten Salze gearbeitet,
damit der Effekt nicht durch die Verfiigbarkeit der einzelnen Ionen limitiert wird. Ebenfalls
wurde bei 35 °C gearbeitet, um den Diffusionsprozess zu beschleunigen. Eine EDX-Analyse
eines Querschnitts einer Probe, die in dem Versuchsaufbau fiir 75 Tage inkubiert wurde und
fiir die Losungen mit jeweils 100 mM Kalziumchlorid bzw. Dinatrium-hydrogenphosphat

gewihlt wurden, ist in Abb. 105 dargestellt.
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Abb. 105: Beispielhafte EDX-Elementkarten des Querschnitts einer Diffusionsprobe nach 75 d bei in 100 mm
Ca?" bzw. PO/ -haltiger Losung. Phosphat diffundierte dabei von links in den Querschnitt ein, Kalzium von
rechts.

Schon in der Ubersichtsaufnahme zeigt sich, dass sich eine Schicht an Mikrokristallen innerhalb
des Polymers ausgebildet hat. Es sticht ebenfalls ins Auge, dass die Schicht der ausgebildeten
Mikrokristalle nicht mittig im Querschnitt, sondern nach rechts verschobenen ist. Weiterhin
macht das EDX deutlich, dass es sich um Kalziumphosphat-Mikrokristalle handelt. Eine
vergroferte Darstellung der Elementkarte fiir Kalzium inkl. des Farbwertprofils ist in Abb. 106

dargestellt.
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Abb. 106: Intensitdtsprofil iiber die Farbwerte der Kalzium-Elementkarte.
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Bei genauerer Betrachtung wird deutlich, dass sich in dem kalzifizierten Bereich, der 200 pm
breit ist, keine separierten Mikropartikel ausbilden, sondern sich mikrokristallin wachsendes
Kalziumphosphat durch das Polymer erstreckt. In der Mitte dieses Bereichs wird eine
vorzugsweise Wachstumsrichtung im Bild von links nach rechts, also zur Kalzium-Seite
deutlich. Dieser Bereich liegt nicht mittig im Polymer, was zeigt, dass die
Diffusionskoeffizienten von Phosphat und Kalzium unterschiedlich sind und der fiir Phosphat

hoher ist. Eine mogliche Erklarung fiir diese Beobachtung ist schematisch in Abb. 107 skizziert.
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Abb. 107: Schematische Skizze der Entstehung des beobachteten kalzifizierten Bereichs.
Von den Seiten diffundiert Phosphat bzw. Kalzium ein, wobei der Prozess bei Phosphat
schneller erfolgt, als bei Kalzium. Fiir das Modell wird angenommen, dass durch die pordse
Struktur des Polymers eine Limitierung der jeweiligen maximalen Ionenkonzentration vorliegt.
Wihrend zunéchst die Diffusion zu keiner Bildung von Kalziumphosphat fiihrt (t2>t1), findet
ab einem gewissen Zeitpunkt die Uberschneidung der beiden Diffusionsfronten (t3>ty) statt.
Dies fiihrt in diesem Bereich zur Uberschreitung des Loslichkeitsprodukts und damit durch das
Ausfallen von Kalziumphosphat zur Ausbildung von Mikrokristallisationskeimen. Diese
dienen dann als Ausgangspunkt fiir die weitere Kristallisation der nachdiffundierenden Ionen.
Da der Diffusionskoeffizient von Phosphat im Polymer hoher ist als der von Kalzium und es
schneller nachdiffundiert, fiihrt dies im weiteren Verlauf zur Verschiebung des
Mikrokristallwachstums zur Kalzium-Seite. Da Phosphat ein deutlich hoheres
Molekulargewicht (95 g/mol) hat als Kalzium (40 g/mol) hat, wére eigentlich zu erwarten, dass
die Diffusion im Polymer fiir das Phosphat langsamer als fiir das Kalziumion erfolgt. Durch die
gegenteilige Ladung der beiden Ionen scheint das Kalziumion {iiber seine positive Ladung
jedoch starker mit den carbonylischen Sauerstoffen und den hydroxylierten Seitenketten des
Polymers elektrostatisch zu wechselwirken und dadurch an der Diffusion durch das Polymer

gehindert zu werden.
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Die entstandene Schicht von Kalziumphosphatkristallen wurde im Anschluss mittels FIB

genauer untersucht. Teile der erhaltenen Querschnitte sind in Abb. 108 dargestellt.

Abb. 108: Verschiedene mittels FIB angefertigte Querschnitte in den markierten Regionen. In Region A sind nur
feine anorganische Strdinge sichtbar, in Bereich B hingegen auch grofie anorganische Kristalle. Von diesen geht
ein feines Wachstum in gebiindelten Stringen aus, was in C und D beobachtet werden kann.

Die Querschnitte an den verschiedenen Positionen A-D machen durch das iiberlagerte SE- und
RE-Signal deutlich, dass das Polymer an allen untersuchten Stellen von feinen und groberen
diffus wachsenden Stringen an Kalziumphosphat durchzogen ist, teils stirker und teils
schwécher. Im Bereich A durchziehen diinne Stringe das gesamte Polymer, wihrend in Region
B teils geometrische, monokristalline, bis zu 3 um grofe Kristalle vorliegen, die als
Kristallisationskeim fiir das feine, gebiindelte Mikrokristallwachstum zu fungieren scheinen.
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Von diesen geht im Weiteren das Wachstum von dicht gepackten Strangen an Mikrokristallen
in den Bereich C und D aus. Die Kristallisation von Kalziumphosphat erfolgt in diesem
Experiment somit nicht in Form von Mikropartikeln, sondern durchzieht das Polymer in feinen
Strangen. Die Wachstumsrichtung entfolgt entlang des Konzentrationsgradienten und erfolgt

bevorzugt in die Richtung der Seite, wo sich die Kalzium-Losung befindet.

4.2.1. Zwischenfazit

Die dargestellten Analysen haben gezeigt, dass sowohl Kalziumionen als auch Phosphationen
unterschiedlich gut im verwendeten hydrophilen Modellpolymer diffundieren bzw. sich
bewegen konnen. Experimente zur Wasseraufnahme bei unterschiedlichen Kalzium- bzw.
Phosphatkonzentrationen zeigten, dass durch die Aufnahme von Kalzium abhingig von der
Konzentration die Wasseraufnahme des Polymers leicht gesenkt wird. Mikromechanische
Messungen ergaben, dass dadurch ein Anstieg der VLRH-Hérte des Polymers erfolgt. Das
spricht dafiir, dass das zweiwertige Kalziumion als elektrostatischer Quervernetzer im Polymer
wirkt und mit den negativ polarisierten carbonylischen Sauerstoffen und den Hydroxylgruppen
der Seitenketten des Polymers wechselwirkt. Der Zusatz von Phosphat zeigte keinen Einfluss
auf die Wasseraufnahme. Weitere Studien zur Eindiffusion von Kalzium unter der Verwendung
von Alizarinrot S als Nachweisfarbstoff konnten belegen, dass innerhalb von 20 Stunden bei
einer dulleren Konzentration von nur 1 mM Kalziumchlorid in den ersten 100 pum unterhalb der
Oberflache Kalzium nachzuweisen war. Innerhalb dieser Studien zeigte sich, dass sich
ausgebildeten Kalzium-Alizarin-Partikel in dem Polymer in Schichten anordnen, die stark an
die Lokalisation der Mikropartikel in den in vivo kalzifizierten Intraokularlinsen erinnern. Eine
detaillierte Analyse dieser Schichten ergab, dass diese nicht mit den absoluten Tiefen der
Partikel {ibereinstimmen, die bei IOL-Kalzifikationen beobachtet werden, dass die
GroBenordnungen jedoch vergleichbar sind. Da in den Analysen ein Alizarin-Kalzium-System
und kein Kalziumphosphatsystem verwendet wurde, ist dieses Ergebnis einerseits durch den
chemischen Unterschied der Mikropartikel zu erkldren. Andererseits besitzt das verwendete
Modellpolymer auch nicht die exakte Zusammensetzung wie die Intraokularlinsen, da die
Monomer- und Quervernetzeranteile zwischen verschiedenen Polymeren fiir Intraokularlinsen
leicht variieren und insbesondere der Anteil des Quervernetzers einen maf3geblichen Einfluss
auf die Maschenweite hat. Weitere Analysen zur Diffusion von Kalzium und Phosphat, bei
denen das Polymer als semipermeable Membran diente, zeigten, dass die Permeabilitit des

Polymers fiir Phosphat trotz dessen groflerem Molekulargewicht hoher ist als fiir Kalzium.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Das Ziel dieser Arbeit war der Aufbau einer libergreifenden Wissensbasis liber Kalzifikationen
bei hydrophilen Intraokularlinsen, um in vivo auftretende Kalzifikationen besser kategorisieren
zu konnen. Kalzifikationen treten bei hydrophilen Intraokularlinsen mit <1% der implantierten
Linsen nur selten auf, filhren jedoch zu einer zunehmenden Verdringung dieses Materials
zugunsten von Linsen aus hydrophobem Polymer. Dieses zeigt jedoch durch die geringere
Wasseraufnahme eine schlechtere Biokompatibilitdt. Daher ist die Erforschung der Ursachen
und Risikofaktoren fiir die Entstehung von Kalzifikationen essenziell, um Moglichkeiten zur
Vermeidung dieser aufzuzeigen und damit das Material kommerziell wieder attraktiver zu

machen.

Zur Evaluierung von Hinweisen auf Entstehungsmechanismen und um typische Charakteristika
zu definieren, wurden insgesamt 16 auf Grund von potentiellen Kalzifikationen explantierte
hydrophile Intraokularlinsen mit einer breiten Auswahl an Analysemethoden untersucht. Dies
umfasste mikroskopische und topographische Analysemethoden sowie die Durchfiihrung von
3D-Tomographien an ausgewihlten Linsen fiir die Charakterisierung der Morphologie der bei
Kalzifikationen ausgebildeten Mikropartikel. Die bei Kalzifikationen ausgebildeten Partikel
bestehen aus Kalziumphosphat, genauer aus der Phase Hydroxylapatit (Cas(PO4);OH). Diese
tiefgehende Analyse offenbarte, dass zwischen zwei verschiedenen Klassen an Kalzifikationen

unterschieden werden muss, der sphérischen und der hantelformigen Klasse.

Die sphirische Klasse umfasst in ihrer Grundstruktur sphérisch wachsende Mikropartikel. Der
Grofteil der analysierten explantierten IOLs (10 von 16) konnte dieser Klasse zugewiesen
werden. Abhédngig von der Lage des Kristallisationskeims relativ zur Polymeroberfldche
konnten hier drei verschiedene Wachstumsformen identifiziert werden. Liegt der
Kristallisationskeim sehr nahe an der Oberfliache, findet auf Grund der Oberflichennihe ein
scheibenformiges Wachstum entlang der Oberfldche statt. Ist der Kristallisationskeim etwas
weiter von der Oberfliche entfernt, erfolgt zunichst ein sphdrisches Wachstum, das
anschlieBend an der Oberfliche in das scheibenformige Wachstum iibergeht. Dies fiihrt relativ
zur Oberflache gesehen zum Wachstum von Mikropartikeln, die eine umgedrehte ufo-formige
Struktur besitzen. FEin besonderes Merkmal der oberflichlichen Mikropartikel ist die
Ausbildung von konzentrischen Ringstrukturen. Ist der Kristallisationskeim jedoch weit von
der Oberflidche entfernt, findet ein ungehemmtes sphirisches Wachstum statt. Durchgefiihrte

3D-Tomographien zeigten dabei, dass die ausgebildeten Mikropartikel auch leicht ellipsoide
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Strukturen annehmen kénnen. Die zuvor beschriebenen Unterstrukturen kommen auerdem bei
den in dieser Studie betrachteten explantierten Intraokularlinsen in unterschiedlichen
Kombinationen vor. Damit gibt es fiir diese Klasse keine vollstindig einheitliche Morphologie.
Alle zugehorigen Linsen zeigen jedoch mindestens eines der aufgezdhlten Charakteristika.
Diese konnen sich jedoch auch innerhalb der IOL in verschiedenen Zonen unterscheiden. Bei
dem Vorkommen der Mikropartikel in verschiedenen Bereichen unterhalb der Oberfléche zeigt
sich auBBerdem der Trend, dass die Grofe mit zunehmender Entfernung zur Oberflache geringer
ist. Dies kann mit der Limitierung der Diffusion der fiir das Partikelwachstum notwendigen
Ionen, Kalzium und Phosphat, durch das Polymernetzwerk erkldrt werden. Es findet ein
schnelleres Wachstum der Partikel statt, die ndher an der Oberfldche lokalisiert sind. Die
Studien lassen auf ein einmaliges Ereignis schlieBen, das zur Ausbildung von

Mikrokristallisationskeimen fiihrt, von denen aus die Kalzifikation ihren Lauf nimmt.

Die hantelformige Klasse umfasst Kalzifikationen, bei denen keine sphérischen, sondern
hantelformige Mikropartikel vorliegen. Diese Morphologie war bei den analysierten
Intraokularlinsen nur bei zwei IOLs zu beobachten. Basierend auf den durchgefiihrten Analysen
und unter Betrachtung der Literatur muss jedoch davon ausgegangen werden, dass es sich um

t HLI8I74I7S] Der  mafgebliche Unterschied zu der

eine eigenstindige Klasse handel
sphirischen Klasse ist abgesehen von der unterschiedlichen Partikelmorphologie auch das
parallele Vorliegen aller Wachstumsstadien der Mikropartikel innerhalb einer Schicht, was auf
einen kontinuierlichen Prozess der Ausbildung von Kristallisationskeimen hinweist. Mit Hilfe
einer 3D-Tomographie konnten alle Wachstumsstadien ausgehend von einem Stdbchen
nachgewiesen werden, deren Mechanismus schon zuvor von PRYMAK et al., jedoch bei in vitro
Kristallisationsstudien mit Fluorapatit, beschrieben werden konnte. Mit bis zu 5 um

Durchmesser in der ldngeren Achse war die Grofle der hier analysierten Mikropartikel auch

kleiner, als in der sphérischen Klasse.

Bei den restlichen vier analysierten Linsen konnten hingegen keine Anzeichen fiir eine
Kalzifikation nachgewiesen werden und diese miissen daher der Klasse der falsch-positiven

Kalzifikationen zugeordnet werden.

Eine bisher beliebte Klassifikation fiir Kalzifikationen fiir hydrophile Intraokularlinsen in der
Literatur wurde von NEUHANN et al. etabliert. Dabei wird zwischen primérer und sekundérer
Kalzifikation unterschieden, wobei primire Kalzifikationen auf materialspezifische Ursachen,
wie eine mangelnde Polymerqualitit, zuriickzufiihren sind und sekundére Kalzifikation auf
solche, die mit der Patientenphysiologie, beispielsweise dem Zusammenbruch der Blut-
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Kammerwasser-Schranke, in Verbindung gebracht werden.['?8] Die Ergebnisse dieser Studie
lassen den Schluss zu, dass die Klasse hantelféormiger Mikropartikel basierend auf der
kontinuierlichen Ausbildung von Kristallisationskeimen in Verbindung mit den priméren
Kalzifikationen gebracht werden konnte, die der sphirischen auf Grund des zeitlich und
rdumlich begrenzten Ereignisses zur Ausbildung der Kristallisationskeime mit sekundiren
Kalzifikationen. Angesichts der relativ kleinen Stichprobe (16 IOLs) dieser Studie sowie dem
Fehlen der patientenbezogenen Daten kann dies in dieser Arbeit jedoch nicht abschlieend
gekléart werden. Diese These muss daher in weiteren Studien mit grof8eren Fallzahlen verifiziert

werden.

Weiterhin ist zum Verstdndnis der Entstehungsursachen von Kalzifikationen auch der
Mechanismus der initialen Bildung des Kristallisationskeims von besonderem Interesse. Daher
wurde sowohl an priparierten Lamellen, als auch bei den durchgefiihrten 3D-Tomoraphien
nach auffilligen kompositorischen Merkmalen im Zentrum der Mikropartikel gesucht. Weder
mittels EDX noch im SEM-Materialkontrast konnten jedoch Fremdsubstanzen identifiziert
werden. Das Vorliegen solcher kann jedoch nicht abschlieBend ausgeschlossen werden, da die
Empfindlichkeit des EDX begrenzt ist. Denkbar wére die zukiinftige Analyse dieser
Mikropartikel mittels fibTOF,!!7®) bei dem die Detektionsempfindlichkeit im ppm-Bereich liegt,

als auch eine sehr hohe laterale- und Tiefenauflosung erreicht werden kann.

Neben der Analyse in vivo kalzifizierter Intraokularlinsen wurden in dieser Arbeit auch in vitro
Studien zum Diffusionsverhalten der bei Kalzifikationen beteiligten lonen, Kalzium und
Phosphat durchgefiihrt. Diese zeigten, dass in dem gewédhlten Modellpolymer mit 26%
Wasseraufnahme, das auch bei kommerziellen hydrophilen IOLs zum Einsatz kommt, die
Aufnahme in die bei Kalzifikationen interessanten Schichten von <100 um unterhalb der
Oberfliache selbst bei niedrigen lonenkonzentrationen innerhalb von 20 h erfolgt. Dies konnte
mit einer im Rahmen der Arbeit entwickelten Methode nachgewiesen werden, bei der
Alizarinrot S verwendet wurde, was auch bei Intraokularlinsen zum Farbnachweis von
Kalzifikationen eingesetzt wird. Die Aufnahme von Kalziumionen fithrt messbar zu einer
Reduktion der Wasseraufnahme und einer ansteigenden VLRH-Hirte des Polymers. Bei
Phosphat konnte dieser Effekt hingegen nicht nachgewiesen werden. Zusitzlich ist die
Permeabilitdt des Polymers fiir Phosphat hoher als fiir die Kalziumionen, was fiir eine
elektrostatische Interaktion des Polymers mit dem kationischen Kalzium spricht. Weiterhin trat
bei diesen Studien eine Selbstorganisation ausgefallener Kalzium-Alizarinrot-Partikel in

definierten Schichten im Inneren des Polymers auf, was stark an die Partikelanordnung in
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Schichten bei verschiedenen in vivo kalzifizierten Intraokularlinsen erinnert. Genauere
Analysen dieses Phdnomens zeigten, dass der Effekt unabhingig von der Oberflachengiite des
eingesetzten Polymers ist und die Anordnung der Schichten immer in denselben Zonen auftritt.
Da sich das hier verwendete Kalzium-Alizarin-System jedoch chemisch von den
Kalziumphosphatpartikeln bei Kalzifikationen unterscheidet und die Zusammensetzung
hydrophiler Polymere fiir Intraokularlinsen trotz héufig identischer Edukte im
Quervernetzungsgrad variiert, konnte nicht abschlieBend geklart werden, ob dieser Effekt so
auch bei Kalzifikationen zum Ausbilden dieser Partikelschichten fiihrt. Es erscheint jedoch
wahrscheinlich, dass der Effekt in Verbindung mit Diffusionsprozessen im Polymer, gekoppelt

mit der pordsen Struktur des hydrophilen Polymers, gebracht werden kann.
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6. Experimenteller Teil
6.1. Materialien

6.1.1. Chemikalien

Zum Ansetzen von Losungen wurde in allen Experimenten Reinstwasser (Milli-Q, MILLIPORE,
0.054 uS/cm) eingesetzt. Verwendete Losungsmittel wurden von verschiedenen Herstellern
bezogen, jedoch immer in HPLC-Qualitét eingesetzt. Weiterhin wurden folgende Chemikalien

verwendet:

¢ Dinatriumhydrogenphosphat (99.9%, SIGMA-ALDRICH, CAS-Nr.: 7558-79-4)

e Kaliumdihydrogenphosphat (>=99%, SIGMA-ALDRICH, CAS-Nr.: 7778-77-0)

e Natriumchlorid (p.A., CHEMSOLUTE, CAS-Nr.: 7647-14-5)

e Kalziumchlorid-dihydrat (p.a., FLUKA, CAS-Nr.: 10035-04-8)

e Natriumazid (>99.5%, SIGMA-ALDRICH, CAS-Nr.: 26628-22-8)

e Bovine Serum Albumin Fraction V (fiir Biochemie, MERCK, CAS-Nr.: 90604-29-8)
e 2-Hydroxyethylmethacrylat (>99.6%, EVONIK, CAS-Nr.: 868-77-9)

e Methacrylsduremethylester (99.9%, EVONIK, CAS-Nr.: 80-62-6)

e Azobis(isobutyronitril) (98.1%, ACROS, CAS-Nr.: 78-67-1)

e 1,2-Ethandiol dimethacrylat (98.1%, ACROS, CAS-Nr.: 97-90-5)

e 2-(4-Benzoyl-3-hydroxyphenoxy)ethylacrylat (99.5, MELROB, CAS-Nr.: 16432-81-8)
e 2-(Methacryloyloxy)ethylphosphat (95%, SIGMA-ALDRICH, CAS-Nr.: 32435-46-4)
e Trizema-Base (>99.8%, SIGMA-ALDRICH, CAS-Nr.: 77-86-1)

e Alizarinrot S (C.I1. 58005, CARL ROTH, CAS-Nr.: 130-22-3)

6.2. Instrumentelle Methoden

6.2.1. Lichtmikroskopie

Die lichtmikroskopischen Analysen wurden mit verschiedenen optischen Mikroskopen
durchgefiihrt. Die Aufnahmen im Hellfeld wurden mit CARL ZEISS Imager.M1m Mikroskop
durchgefiihrt, wobei die Objektive Epiplan 5x/0.13 HD, A-Plan 20x/0.45, Epiplan 40x/0.65 und
Epiplan 50x/0.8 verwendet wurden. Weiterhin kam ein HUND H600/12 Mikroskop mit den
Objektiven Epi-A  4x/0.13, 10x/0.3, 20x/0.5 und 40x/0.65 insbesondere fiir die
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Dunkelfeldmikroskopie zum Einsatz. Die Aufnahme der Bilder erfolgte entweder mit der

Software Pascal, Axiovision oder PixelFox.

Die Belichtung wurde situationsabhidngig im Auf- oder Durchlicht gewihlt. Die Skalierung der
Aufnahmen ist durch Zuhilfenahme von zuvor vermessenen Grofenstandards direkt in den
Aufnahmen angegeben, so dass keine weitere Angabe der verwendeten Vergroflerung genutzt
wird. Zur tiefenscharfen Darstellung der hdufig gekriimmten Oberflichen von IOLs wurden
Bilderstapel aufgenommen und mittels der Software Hugin oder Helicon Focus von
HELICONSOFT tiefenscharfe Bilder erzeugt. Die weitere Optimierung der Kontraste, sowie das
Einfligen der GroBenskala erfolgte mit /mageJ und GIMP.

6.2.2. Laserscanningmikroskopie

Fiir die Laserscanningmikroskopie kam ebenfalls ein Carl Zeiss CARL ZEISS Imager.M1m mit
einem Pascal 5 LSM Aufsatz zur Anwendung. Es wurden die identischen Objektive, wie in
Kapitel 6.2.1 verwendet. Bei dem verwendeten Laser handelt es sich um einen HeNe-Laser mit
einer Maximalleistung von 1 mW. Die gewéhlte Transmission lag probenabhingig bei 5 bis
10%. Die Bilder wurden typischerweise im 12 bit Modus, sowie mit einer Scangeschwindigkeit
von 25.6 usec/Pixel aufgenommen. Die Messung und Berechnung der 3D-Topographien aus
den Bilderstapeln, sowie die Erstellung von Hohenprofilen erfolgte anschlieBend mit der

Software Pascal.

6.2.3. Rasterelektronenmikroskopie (SEM)

Die rasterelektronenmikroskopischen Analysen (scanning electron microscopy, SEM) wurden
entweder mit einem TESCAN Vega3, einem JEOL JSM-7500F oder einem CARL ZEISS

Crossbeam 550 durchgefiihrt.

Da es sich bei den verwendeten Proben meist um hydrophiles, gequollenes Polymer handelt,
wurden diese zunéchst in gequollener Form mit einer Mikrotomklinge pripariert. Im Anschluss
erfolgte ein Trocknungsprozess fiir 24-48 Stunden bei 35 °C. Dann wurden die Proben
entweder mit Leitkohlenstoff oder -silber auf Stiftprobentellern prépariert. Um Aufladungen
der Proben auf Grund der schlechten elektrischen Leitfdhigkeit zu verhindern, sowie um die
Strahlstabilitét zu erhéhen, wurden alle Proben vor der Analyse im Elektronenmikroskop mit
einer diinnen Schicht leitfadhigem Material beschichtet. Dafiir kam ein CRESINGTON /08 Auto
(Gold) oder ein LEiICA ACE600 (Kohlenstoff) zum Einsatz, wobei in beiden Féllen eine

Schichtdicke von 10 nm gewéhlt wurde.
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Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen sind in Fehlfarben dargestellt, da so die Signale
verschiedener Detektoren in einem Bild visualisiert werden konnen. Das Signal des Detektors
fiir Sekundérelektronen (SE), das Aufschluss tliber die Morphologie des Polymers gibt, wurde
in Griin dargestellt, das Signal des Riickstreuelektronendetektors (RE), das einen
Materialkontrast in Abhangigkeit der Ordnungszahl der vorliegenden Elemente erzeugt, in Rot.
Dies bietet sich bei den analysierten Intraokularlinsen insbesondere an, da das Polymer
hauptsichlich aus Kohlenstoff (Ordnungszahl Z = 6), Sauerstoff (Z = 8) und Wassersoff (Z = 1)
besteht, die Kalzifikation hingegen vornehmlich aus Kalzium (Z = 20) und Phosphor (Z = 15)
und Sauerstoftf (Z = 8), wodurch ein starker Materialkontrast zwischen den Mikropartikeln und
dem Polymer vorliegt. Die s/w Bilder wurden mit GIMP koloriert und anschlieend tiberlagert
und die Skalierungen mit /mage/ eingefligt. In Abb. 109 ist dieser Prozess beispielhaft
dargestellt.

Original

Koloriert

Uberlagert

Abb. 109: Beispielhafte Darstellung der Erzeugung einer elektronenmikroskopischen Aufnahme mit vereinigtem
SE und RE-Bildinformationen. Zundchst werden die urspriinglichen s/w Bilder beider Detektoren in griin bzw.
rot koloriert. Im Anschluss erfolgt die Uberlagerung der Bilder.
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Die Aufnahme der Bilder erfolgte bei einer Beschleunigungsspannung von 2 kV bis 10 kV.
Dabei muss beachtet werden, dass sich die Tiefe der erhaltenen Informationen zwischen SE

und RE-Signal unterscheidet (Abb. 110).

Primar-
elektronen

Probenoberflache

Auger-

. elektronen
Sekundar-

elektronen (SE)

Rlckstreu-
elektronen (RE)

Charakteristische
Réntgenstrahlung

Probentiefe

Transmittierte
Elektronen

Abb. 110: Physikalische Effekte, die beim Auftreten des Primdrelektronenstrahls des Elektronenmikroskops
auftreten.l'’]

Wihrend die SE-Elektronen primér im oberen Teil des Anregungsvolumens erzeugt werden,
stammen die RE-Elektronen aus einem deutlich tieferen Teil. Die Informationstiefe der
charakteristischen Rontgenstrahlung, die bei den EDX-Analysen verwendet wird stammt aus
nochmals tieferen Regionen. Die GroBe des Anregungsvolumens ist dabei stark von der

gewihlten Beschleunigungsspannung, sowie der Probenbeschaffenheit abhiangig.

6.2.4. EDX

Fir die kompositorische Analyse der Proben wurde die energiedispersive
Rontgenspektroskopie (EDX) genutzt. Dabei kam entweder ein EDAX Element, ein OXFORD
Ultim Maxx oder ein OXFORD Ultim Extreme Detektor zum Einsatz. Die Durchfithrung der
Analysen erfolgte entweder in Form von Elementkarten oder in einem Linienscan, wobei zur
Quantifizierung der einzelnen Elemente die Ka oder die La-Linien verwendet wurden. Um eine
ausreichend starke Anregung aller Ubergiéinge zu erzeugen, wurden die EDX-Analysen bei
10 kV durchgefiihrt. Sofern EDX-Analysen auf Grund der Empfindlichkeit der Proben nur bei
nur 2 kV durchgefiihrt wurden, wo beispielsweise keine Anregung der Ka-Linie von Kalzium

mehr erfolgt, wurden die entsprechenden La-Linien zur Quantifizierung verwendet.
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6.2.5. FIB-SEM

Zur Erstellung von Querschnitten, 3D-Tomographien und TEM-Lamellen wurde ein ZEISS
Crossbeam 550 verwendet, dass neben einer Elektronenoptik iiber einen fokussierten
Ionenstrahl (focused ion beam, FIB) auf Basis einer Gallium-Quelle verfiigt. Mit diesem
Ionenstrahl konnen gezielt Strukturen von Proben abgetragen werden. Die Probenpriparation
erfolgte wie in Kapitel 6.2.3 beschrieben. Weiterhin wurde auf die zu analysierenden Stellen
vor der Bearbeitung mit dem FIB eine schiitzende Schicht aus Kohlenstoff und/oder Platin mit
einem Gasinjektionssystem (GIS) aufgebracht. Als Software fiir die Préparation von TEM-
Lamellen kam SmartFIB von ZEISS zum Einsatz, fiir die 3D-Tomographien wurde Atlas 5 von

ZEISS/FIBICS verwendet.

Die grobe Vorpréparation der Region fiir die 3D-Tomographien erfolgte bei Stromen von 15
oder 30 nA bei 30kV, die Erstellung der einzelnen Schnitte bei 1.5 oder 3 nA. Zur
Schichtdickenmessung der einzelnen Schnitte wurde der aktive Trackingalgorithmus von
Atlas 5 verwendet, der sich an einem zuvor mittels FIB und GIS préparierten Muster auf der
Probenoberfliche orientiert. Die Aufnahmen erfolgten bei 2 kV und 300 pA unter Verwendung
des ESB-Detektors bei einer Spannung von 400V des vorgeschalteten Gitters. Die

aufgenommenen quadratischen Voxel hatten eine Kantenlédnge von 5 bis 20 nm.

Fiir die Erstellung von Querschnitten oder Lamellen, wurde zunichst auch die Vorpréparation
bei 15 oder 30 nA bei 30 kV durchgefiihrt. Die weiteren Schritte erfolgten bei variablen
Stromen zwischen 20 und 700 pA. Die Lamellen wurden bis auf <100 nm Dicke gediinnt, wobei

die letzten Schritte mit Strdémen von 10 bis 200 pA bei 2 kV erfolgten.

Die Erstellung der 3D-Rekonstruktionen der 3D-Tomorahpien erfolgte mit Dragonfly von ORS.
Die zuvor mittels FIB-SEM erzeugten Bilderstapel wurden importiert und zunachst an Hand
der durch den Atlas Trackingalgorithmus vorhandenen Markern ausgerichtet. Der

Verarbeitungsprozess ist in Abb. 111 dargestellt.
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1. v. destriping
2. Glattung

3. Segmentation
4. Muli-ROI-Analyse

Abb. 111: Schematische Darstellung des Verarbeitungsprozesses der Bilderstapel
Im Anschluss wurde ein vertikales destriping durchgefiihrt (db20, Level 3), um das auf Grund
der pordsen Natur der Mikropartikel aufgetretene curtening zu kompensieren. Im Anschluss
erfolgte eine Gauss-Glittung (Modus 3D, GroB3e 3, Standardabweichung 1.2). Dann wurde eine
Separation iiber den Grauwert durchgefiihrt. Zur Analyse hinsichtlich der Grof3e bzw. Form der
einzelnen Mikropartikel wurde eine MultiROI-Analyse durchgefiihrt. Fiir die Darstellung der
Rekonstruktionen wurde am Ende ein 3D-Modell der Strukturen aus den Daten berechnet und

gerendert.

6.2.6. STEM

Das verwendete ZEISS Crossbeam 550 ist ebenfalls mit einem STEM-Detektor (scanning
transmission electron microscope) ausgestattet. Die mittels FIB préparierten Lamellen wurden
mit dem entsprechenden Halter positioniert und bei 150 pA und 30 kV analysiert. Der
verwendete 4-Kanal-aSTEM-Detektor!!”8 ermoglicht iiber die Aktivierung verschiedener
Segmente die Darstellung von unterschiedlichen Kontrasten. Fiir die Analysen wurde das
normale Hellfeld (bright field, BF), das hochwinklige ringférmige Dunkelfeld (high-angle
annular dark field, HAADF) und die Orientierungsdichteverteilungsfunktion (orientation
distribution function, ODF) gewdhlt. Die Intensitdt des HAADF-Signals ermdglicht auf Grund
der Abhéngigkeit des Signals von dem Quadrat der Ordnungszahl die Unterscheidung zwischen
chemischen Elementen. Das ODF-Signal liefert hingegen Hinweise auf die Orentierung und

Kristallinitdt von Korpern.

6.2.7. TEM

TEM- bzw. TED-Aufnahmen (transmission electron microscope) wurden an einem JEOL
2200FS bei einer Spannung von 200 keV durchgefiihrt. Zum Vergleich der Beugungsmuster

mit Literaturdaten wurde mit /mageJ ein radiales Profil iiber die Grauwerte erstellt. Die
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Préaparation der Proben erfolgte ebenfalls mittels FIB-SEM. Die Aufnahmen erfolgten durch
M. Hellwig (AG Volz, Philipps-Universitit Marburg).

6.2.8. Weillichtinterferometrie

Die WeiBlichtinterferometrie wurde mit einem C7/00 von CYBERTECHNOLOGIES durchgefiihrt.
Fiir die Messungen wurde typischerweise eine Doppelbelichtung mit je 0.5 ms und als
Auflosung in x- und y-Richtung wurde mit 1 bis 5 um gearbeitet, wéhrend die Auflosung z-
Richtung laut Spezifikation bei 0.1 um liegt. Die Auswertung der Messungen erfolgte mit der
zugehorigen Software ScanCT, wihrend die Darstellung mir Surfer von GOLDEN SOFTWARE

realisiert wurde.

6.2.9. Digitalfotografie

Ubersichtsaufnahmen wurden mit einer digitalen Kamera des Typs DMC-GXS8 von LUMIX und
entweder einem Olympus 60 mm 1:2.8 Makro-Objektiv oder einem 12-25 mm / F 2.8 LUMIX
H-HS12035 Objektiv aufgenommen. Zur Erstellung von tiefenscharfen Bildern wurde bei
Bedarf die Funktion ,,Post-Fokus*“ der Kamera verwendet und aus den aufgenommenen
Bilderstapeln anschlieBend mit Helicon Focus von HELICONSOFT tiefenscharfe Bilder erzeugt.

Die weitere Optimierung erfolgte auch hier mit /mageJ und GIMP.

6.2.10. Mikromechanische Messungen

Fiir mikromechanische Messungen wurden ein Mikroindenter des Typs LNP nano touch der
LubpwiG NANO PRAZISION GMBH genutzt. In den durchgefiihrten Versuchen wurde mit einem
Rubin-Indenter (r = 1.25 mm) gearbeitet. Die Messung der hydrophilen Polymere erfolgte unter
Wasser in einem temperierten Wasserbad bei 21 °C. Dabei wurden die nach DIN ISO 27588
vorgeschriebenen Werte der Vorlast von 8.3 mN fiir 5 s und der Hauptlast von 100 mN fiir 30s
verwendet. Die Berechnung der VLRH-Hérte erfolgte aus der Differenz der Eindringtiefe des

Indenters bei den beiden unterschiedlichen Kriften.

6.3. Experimentelle Methoden

6.3.1. Analyseprozess explantierter IOLs

Die fiir den Analysenprozess erhaltenen explantierten hydrophilen Intraokularlinsen wurden
aus der Transportlosung entnommen, zundchst mit Wasser gewaschen und anschlieend fiir
16 h bei 35°C getrocknet. In getrocknetem Zustand wurden die Ubersichtsaufnahme

angefertigt, sowie die lichtmikroskopischen, laserscanningmikroskopischen und weillicht-
129



6. EXPERIMENTELLER TEIL

interferometrischen Analysen durchgefiihrt. Im nichsten Schritt wurde die Linse fiir 16 h in
Wasser zum Quellen gelegt. In diesem gequollenen Zustand erfolgte dann die Priparation der
Proben mittels einer Mikrotomklinge. Die préparierten Proben wurden erneut fiir 16 h bei 35 °C
getrocknet. AnschlieBend fand die Priparation fiir die elektronenmikroskopischen

Untersuchungen statt.

6.3.2. Modellpolymer

Zur Untersuchung der Ionendiffusion in hydrophilen Polymeren wurde das Modellpolymer
H26R1 der Firma AcTIOL verwendet. Dieses wird kommerziell bei der Herstellung von
hydrophilen Intraokularlinsen eingesetzt und eignet sich damit als ideales Modellpolymer. Es
besitzt eine Wasseraufnahme von 26% und hat einen Brechungsindex von 1.47. Es wurden zwei

unterschiedliche Formen des Polymers verwendet:

Die Ronde, der Ausgangskdrper zur Herstellung von Intraokularlinsen, hat einen Durchmesser
von 16 mm und eine Dicke von 3.2 mm. Da es sich um die unbehandelten Rohkoérper zur
Herstellung von Intraokularlinsen handelt, haben diese nicht dieselbe Oberfldchengiite wie die

hoch prizise gefertigten Intraokularlinsen.

Daneben wurden Planscheiben verwendet, die einen Durchmesser von 16 mm und eine Dicke
von 1 mm besitzen. Planscheiben werden in der IOL Produktion hauptsédchlich zur Analytik
verwendet, beispielsweise fiir Transmissionsmessungen. Dafiir wird beidseitig die Oberflidche
die Ronde abgetragen und die Oberfliche anschlieBend, wie bei der Herstellung von IOLs,
poliert. Die Planscheibe besitzt somit dieselbe Oberfldchengiite wie eine IOL. Da sie jedoch

keine gewdlbte Optik besitzen, eignen sie sich ebenfalls ideal fiir Experimente.

6.3.3. Quellversuche

Fir die Quellversuche wurden Polymerzylinder aus H26R1 der Gréfe von 4 mm x 15 mm
(D x h) verwendet. Zur Bestimmung des Trockengewichts wurden die Proben fiir 16 h bei
100 °C und 15 mbar vorgetrocknet. Nach dem Abkiihlen erfolgte die Bestimmung des
Trockengewichts. Die Polymerzylinder wurden anschlieBend in Wasser bzw. die
entsprechenden Losungen gegeben. Basis fiir die Losungen ist ein 25 mM Tris-HCI-Puffer (pH
7.0) mit 100 ppm NaN3, in dem auch die Referenzmessungen durchgefiihrt wurden. Diesem
wurde entweder 1, 5 oder 25 mM Kalziumchlorid-dihydrat oder Dinatriumhydrogenphosphat

zugesetzt.
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Um bei stabilen pH-Bedingungen zu arbeiten, wurde in einem Tris-HCl Puffersystem
gearbeitet. Da die Experimente iiber mehrere Tage bei nicht-sterilen Bedingungen durchgefiihrt
wurden, wurde Natriumazid als Bakterizid zugesetzt. AbschlieBend erfolgte die Einstellung des
pH-Werts mit Natronlauge bzw. Salzsdure auf pH=7.0. Pro Losung wurden je drei
Polymerzylinder in je 100 mL der entsprechenden Losung bei Raumtemperatur und auf einer
Schiittelplatte bei 200 rpm inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden die
Polymerzylinder entnommen, vorsichtig mit fusselfreien Tiichern abgetrocknet und gewogen.

AnschlieBend wurden sie wieder zuriick in die Inkubationsldsung gegeben.

6.3.4. Diffusionsversuche mit Alizarinrot S

Fiir die Durchfiihrung der Diffusionsversuche in dem Modellpolymer wurde Alizarinrot S als
Farbindikator verwendet. Die Inkorporation von Alizarinrot S in das Polymer wurde ebenfalls
mittels Diffusion durchgefiihrt. Die Experimente wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.
Zunichst wurden die verwendeten H26R1 Ronden 5 Tage bei bis zur vollstandigen Quellung
in Wasser gegeben. AnschlieBend wurden die Ronden in eine 3%ige (w/v) Alizarinrot S Losung
gegeben und fiir 10 Tage inkubiert. Die Herstellung der Kalziumldsungen erfolgte analog zu

Kapitel 6.3.3, wobei nun als Salz Kalziumchlorid-dihydrat eingesetzt wurde.

Fiir die Durchfiihrung der Diffusionsexperimente wurden die Ronden aus der Alizarinrot S
Losung entnommen, griindlich mit Wasser gespiilt und dann in die entsprechende
Kalziumldsung gegeben. Durch die Eindiffusion von Kalzium findet ein Farbumschlag von
Gelb zu Rot statt, der detektiert wurde. Die Inkubation erfolgte fiir die Versuchsdauer in je
100 mL der entsprechenden Kalziuml6sung auf einer Schiittelplatte bei 200 rpm. Fiir die
Bestimmung der Eindringtiefe des Kalziums wurden die Ronden zu verschiedenen Zeiten aus
den Losungen entnommen, griindlich abgespiilt und ein erster Querschnitt von 1 mm Dicke
durchgefiihrt und verworfen. Anschlieend wurde ein zweiter Querschnitt angefertigt und
dieser sofort unter dem Mikroskop analysiert. Die Auswertung der Aufnahmen erfolgte mit
gwyddion an Hand der Spaltenmittelwerte der Summe der R, G und B-Werte in jedem Pixel
des Bildes.

6.3.5. Herbeifithrung von Kalzifikationen

Zur gezielten Herbeifilhrung von Kalzifikationen in der Polymermatrix wurde ein
Versuchsaufbau entwickelt, in dem das hydrophile Polymer als semimpermeable Membran
zwischen zwei voneinander getrennten Kammern fungiert, die jeweils mit einer phosphat- bzw.

kalziumhaltigen Losung gefiillt sind. Der schematische Aufbau ist in Abb. 112 gezeigt.
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Ca?*-
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Abb. 112: Schematischer Aufbau der verwendeten Kammer. Das Polymer (blau) dient als semipermeable
Membran zwischen den beiden Kammern, die mit kalzium- bzw. phosphathaltiger Losung gefiillt sind.

Fiir die Durchfiihrung wurden die Ronden fiir 5 d in Wasser vorgequollen und anschlieend in
die Versuchskammer eingespannt. Zunidchst wurden beide Kammern fiir einen weiteren Tag
mit Wasser gefiillt, damit Austrocknungseffekte, die durch die Montage der Ronde in der
Versuchsapparatur auftreten konnten, ausgeschlossen werden konnen. Im Anschluss wurden

die Kammern mit den entsprechenden Losungen befiillt, die in Tab. 10 dargestellt sind.

Tab. 10: Zusammensetzung der fiir die Experimente verwendeten Losungen.

Kalzium Phosphat
100 mM CaClz x 2H>O 100 mM NaxHPOg4
25 mM Tris-HC1 pH 7.0 25 mM Tris-HC1 pH 7.0
100 ppm NaNj3 100 ppm NaNj

Die Herstellung der Losungen erfolgte analog zu Kapitel 6.3.3. Nach der Inkubation fiir die
Analysendauer, wurden beide Kammern geleert und mit Wasser gespiilt. Es erfolgte die
Entnahme der Planscheibe und die Anfertigung eines Querschnitts, der nach der Trocknung

analysiert wurde.
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