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ZEITUNG FUR DIE AUGENHEILKUNDE

BLutein™ — komplettes Portfolio ophthalmologischer Farbemittel fiir die intraokulare Anwendung

Intraokulare Farbemittel auf Luteinbasis fiir
Vorder- und Hinterabschnitt

Vitalfarbstoffe werden heute in der Ophthalmochirurgie stan-
dardmaBig als Hilfsmittel eingesetzt, um (semi-)transparente
Strukturen besser darzustellen und so préazise chirurgische
Manéver zu erleichtern. Wesentlich fir eine erfolgreiche
Anwendung von intraokularen Farbemitteln ist ein gutes
Sicherheitsprofil, die selektive und zuverlassige Anfarbung der
gewilinschten, spezifischen Strukturen sowie eine rasche Eli-
minierung aus dem Auge.

Da fur den friher haufig eingesetzten Farbstoff Indocyaningriin
(ICG) Hinweise auf phototoxische Effekte auf die Netzhaut
beschrieben wurden, werden heute im klinischen Alltag vorwie-
gend andere Vitalfarbstoffe wie unter anderem Trypanblau oder
Brillantblau G eingesetzt'S.

Nun steht mit dem BLutein™ Sortiment von Bausch +Lomb
ein komplettes Portfolio an Farbemitteln auf Luteinbasis zur Ver-
fuigung — sowohl fir die vitreoretinale Chirurgie zur Anfarbung von
Strukturen im Hinterabschnitt als auch zum Anfarben der Vorder-
kapsel im Rahmen der Kataraktchirurgie. Alle Farbemittel des Sor-
timentes enthalten natlrlich gewonnenes Lutein (in kristalliner
oder I6slicher Form) und — je nach anzuférbender Struktur — gege-
benenfalls zusétzlich ein neues Brillant-Blue-G-Derivat, das Pure-
Benzyl-Brillant Blue G (PBB®) und/oder Trypanblau (Tab. 1).

BLutein™ DYE300

BLutein™ DYE200

Natiirlich gewonnenes Lutein

Bei Lutein handelt es sich um ein lipophiles Pigment aus der
Gruppe der Karotinoide, das natirlicherweise zum Beispiel in
grinem Gemuse vorkommt. In der Netzhaut liegt es als integra-
ler Bestandteil im Bereich der Makula hochselektiv angereichert
vor und ist wesentlich fir die allgemeine Augengesundheit®'.
Aufgrund seiner beiden Wirkmechanismen kann Lutein auch int-
raoperativ zum Schutz der Netzhaut beitragen: So kénnen dank
seiner antioxidativen Wirkung fir die Netzhaut schadliche freie
Radikale neutralisiert werden'2-'4. Zudem absorbiert Lutein ener-
giereiches blaues Licht und trégt so dazu bei, Photorezeptoren
vor photooxidativen Schaden zu schiitzen''6.

Sowohl im Rahmen von In-vitro-als auch In-vivo-Experimen-
ten im Kaninchenmodell ergab sich fur luteinbasierte Farbemittel
ein gunstiges Sicherheitsprofil*: Anzeichen von intraokularer
Toxizitét gegenliber den luteinbasierten Farbemitteln traten nicht
auf. Auch signifikante morphologische und ultrastrukturelle Ver-
anderungen wurden nicht beobachtet. Dies lasse darauf schlie-
Ben, so die Autoren, dass die Integritat der neurosensorischen
Netzhaut, des RPE oder des Choriocapillaris-Aderhaut-Komple-
xes nicht beeintrachtigt werde. Eine weitere Untersuchung ergab
anhand von Membranmodellen verschiedener intraokularer
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Tab. 1: Luteinbasierte Farbemittel fiir den Vorder- und Hinterabschnitt im Uberblick.

Umfangreiche Untersuchungen in In-vitro-Modellen zur Zelltoxizitidt, Ex-vivo- sowie In-vivo Tiermodellen, Computer-
simulationen und klinischen Studien zeigen, dass luteinbasierte Farbemittel sowie auch das neue Brillant Blue-G Derivat

PBB® sicher und effektiv angewendet werden kénnen*=:.
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Strukturen (u.a. interne limitierende Membran [ILM], epiretinale
Membran [ERM] und Vorderkapsel), dass luteinbasierte Farbe-
mittel Gber einen rein physikalischen Mechanismus mit intra-
okularen Strukturen interagieren und keine Verénderungen in
den Membranmodellen hervorriefen, wohingegen Triamcinolon
(TA) oder ICG chemisch interagieren und Veradnderungen
induzierten®.

Darliber hinaus liefert eine prospektive Studie (s. u.) erste Hin-
weise, dass luteinbasierte Farbstoffe intraoperativ flr reduzier-
ten iatrogenen Stress sorgen kdnnen und zur rascheren funktio-
nellen Erholung beitragen kénnenS.

FAZIT: Umfangreiche Ergebnisse aus In-vitro-, In-vivo-
und klinischen Studien zeigen, dass luteinbasierte Farbe-
mittel ein glinstiges Sicherheitsprofil aufweisen. Anders
als bei Triamcinolon ist der Wirkmechanismus rein physi-
kalischer Natur und rief keine Veréanderungen in Memb-
ranmodellen hervor. Dies kann dazu beitragen, iatro-
genen Stress zu reduzieren und eine raschere visuelle
Rehabilitation férdern.

Gut vertréglich — Luteinbasiertes Farbemittel zur
Glaskorperanfarbung

In der vitreoretinalen Chirurgie tragen Anfarbungen des Glas-
kérpers zu seiner besseren Visualisierung bei und erleichtern so
zum Beispiel eine sorgféltige Entfernung kortikaler Glaskorper-
reste oder die umfassende Entfernung der Glaskorperbasis.
Derzeit wird dazu h&ufig das Kortikosteroid Triamcinolonaceto-
nid (TA) intravitral injiziert, das sich in kristallinen Partikeln auf
den Strukturen des Glaskorpers niederschlagt und diese so bes-
ser sichtbar macht'”. Allerdings handelt es sich dabei meist um
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eine Off-label-Anwendung des Kortikosteroides, zudem wurden
in experimentellen Studien bereits zytotoxische Effekte von TA
auf neurosensorische Zellen der Netzhaut sowie auf retinale Pig-
mentepithelzellen (RPE-Zellen) beschrieben2°. So kénnte der
direkte physische Kontakt mit kristallinen TA-Partikeln eine
lokale, schnell fortschreitende Zytotoxizitat verursachen, die die
Induktion der apoptotischen Kaskade beinhaltet. Epiretinale
Ablagerungen nach intravitrealer TA-Verabreichung kdnnten
daher im Hinblick auf die langfristige Biokompatibilitat kritisch
sein?0,

Dies bestéatigt auch eine aktuelle experimentelle Studie?.
Diese verglich luteinbasierte Farbemittel zur Glaskorper-
anfarbung mit verschiedenen TA-Formulierungen hinsichtlich
ihrer moglichen zytotoxischen Effekte — und dies sowohl mit als
auch ohne eine anschlieBende Perfluorodecalin-Exposition.
Dazu wurden adulte RPE-Zellen (ARPE-19) fiir eine Minute, finf
Minuten und 30 Minuten den verschiedenen Farbemitteln
ausgesetzt. AnschlieBend wurde die Lebensfahigkeit der Zellen
mithilfe anerkannter Tests (MTT-, LDH- und ATPlite-Assay)
beurteilt.

Das luteinbasierte Farbemittel erwies sich als einzige der
untersuchten Substanzen zu allen Zeitpunkten als nicht zytoto-
xisch (gemaB 1ISO 10993-5, 2009)?!, wahrend die TA-basierten
Formulierungen bereits nach einminitiger Anwendung zytotoxi-
sche Effekte auf ARPE-19-Zellen zeigten (Abb. 1). Unabhangig
von der Expositionsdauer hatte das luteinbasierte Farbemittel
eine signifikant geringere Zellsterblichkeit im Vergleich zu allen
TA-basierten Formulierungen zur Folge (p<0,05). Eine zusatzli-
che Anwendung von Perflurodecalin fuhrte generell zu einer
Reduktion der Zelllebensfahigkeit. Bei Kombination mit dem
luteinbasierten Farbstoff war die Abnahme allerdings nicht signi-
fikant, in Kombination mit den TA-basierten Formulierungen hin-
gegen schon.
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ARPE-19 (adulte retinale Pigmentepithelzellen), D-TA-BA (verdunntes konserviertes Triamcinolonacetonid), LB-VD (Glaskorperfarbstoff auf Luteinbasis),
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid), TA (Triamcinolon Acetonid), TA-BA (unverdinntes konserviertes Triamcinolonacetonid),

TA-PF (konservierungsmittelfreies Triamcinolonacetonid)

Abb. 1: Lebensfahigkeit von ARPE-19-Zellen nach Behandlung mit LB-VD, TA-PF, D-TA-BA und TA-BA (ctr/+). *p < 0,05 gegeniiber Kontrolle; 'p < 0,05
gegeniiber LB-VD; #p<0,05 gegeniiber TA-BA (ctr/+). Jede Séule reprisentiert die Mittelwerte + Standardabweichung (n=6; jeder Lauf in Dreifach-

ausbildung).
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FAZIT: Insgesamt zeichnete sich der luteinbasierte Farb-
stoff somit im Vergleich zu allen untersuchten TA-basier-
ten Formulierungen durch eine bessere Zellvertraglich-
keit aus — und dies selbst bei nachfolgender Anwendung
von PFD. Die Autoren der Studie schlussfolgern, dass der
luteinbasierte Farbstoff aufgrund seines giinstigeren
Sicherheitsprofils den TA-basierten Formulierungen zur
Anfarbung des Glaskorpers vorgezogen werden kann.

PBB® - neues, patentiertes Brillant Blue-G-Derivat

Gerade die ILM ist als sehr zarte und transparente Struktur int-
raoperativ allenfalls aufgrund des Oberflachenreflexes der Netz-
haut identifizierbar. Ein prazises ILM-Peeling stellt daher einen
hohen Anspruch an das manuelle Geschick des Operateurs und
ist oftmals mit Mikrotraumata unmittelbar benachbarter retinaler
Strukturen verbunden, wie mikroperimetrische Studien des
Makulabereichs zeigten?. Gleichzeitig ist allerdings der positive
Einfluss des ILM-Peelings auf die Verschlussrate bei Makula-
foramina insgesamt gut belegt — und die intraoperative Anfar-
bung der ILM mit Vitalfarbstoffen erleichtert das Membran-
Peelings und erhéht so die Chance auf Therapieerfolg, wie in der
aktuellen S1-Leitlinie ,,Makulaforamen und vitreomakulare Trak-
tion“ der Fachgesellschaften festgehalten wird'. Wesentlich
dabei ist eine méglichst selektive Anfarbung der ILM bei gleich-
zeitig geringstmaoglicher Diffusion in darunterliegende Netzhaut-
schichten, um iatrogene Schaden zu minimieren.

In den Farbemitteln BLutein™DYE400 und BLutein™DYE500
fir die Hinterabschnittschirurgie kommt daher - zusatz-
lich zu Lutein- mit PBB® (Pure-Benzyl-Brillant Blue-G) ein
neuer, patentierter Farbstoff zum Einsatz, der in 99-pro-
zentiger Reinheit hergestellt wird. Ziel bei dessen Ent-
wicklung war es, auf Basis des bewahrten Brillant-Blue-G
einen neuen Farbstoff bereitzustellen, der eine héhere
Affinitat zu Proteinen der ILM aufweist und daher nur
begrenzt in tiefere retinale Schichten vordringt (Abb. 2)&.

Zur selektiven Anfarbung der ILM

Der Wirkmechanismus, die Proteinbindungsaffinitdt und die
Selektivitat dieses neuen Farbstoffs zur selektiven Anfarbung
der ILM wurden mithilfe von In-vitro- und Ex-vivo-Tests sowie
Computersimulationen umfassend untersucht®. Die zellfreien In-
vitro-Tests ergaben fiir PBB® im Vergleich zu den anderen getes-
teten Brillant-Blue-Farbstoffen eine signifikant héhere Protein-
bindungsaffinitat unter anderem gegentiber Fibronektin, einem
wesentlichen Bestandteil der ILM (p<0,05).

In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigen Compu-
tersimulationen, dass die héhere Lipophilitdt von PBB® im Ver
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Abb. 2: Passive Diffusion der Molekiile von der internen limitierenden
Membran (ILM) bis zur Retina (RET). (A) Diffusion eines Molekiils mit
gerimger Bindungsaffinitét zu Proteinen der ILM. (B) Diffusion eines
Molekiils mit hoher Bindungsaffinitit zu Proteinen der ILM. BBG (Brillant-
Blue_G); ME-BBG (Methyl-Brilliant-Blue_G); PBB® (Pure-Benzyl-Brilliant
Blue-G).

gleich zu den anderen Brillant-Blue-Farbstoffen die Protein-
bindungsaffinitdt und die hydrophoben Wechselwirkungen im
Farbstoff-Fibronektin-Komplex steigert.

Darliber hinaus bestétigen auch Ex-vivo-Untersuchungen am
Schweineaugenmodell, mit dem bereits in der Vergangenheit die
Farbeeigenschaften anderer Farbstoffe beurteilt wurden, dass
die erhohte Lipophilitat von PBB® zu einer hohen Selektivitat fur
die ILM flhrt und das Eindringen des Farbstoffs in darunter-
liegende Netzhautschichten minimiert.

Dazu wurden die zu untersuchenden Farbstoffe in post-mor-
tem Schweinegaugen nach Core-Vitrektomie und hinterer
Glaskorper-Abhebung appliziert, nach 30-sekindiger Einwirkzeit
entfernt und die Netzhautoberfliche mit BSS abgesplilt.
AnschlieBend wurde ein ILM-Peeling (23-Gauge-Pinzette)
durchgefiihrt und eine Probe aus dem darunterliegenden
Netzhautareal entnommen. Die Konzentrationen der jeweiligen
Farbstoffe in den Gewebeproben wurden mithilfe einer
HPLC-Analyse (Hochleistungsflissigkeitschromatographie)
quantifiziert.

Fur PBB® zeigte sich eine hohe Selektivitat fir die ILM bei
gleichzeitig geringer Migration in darunter liegende Netzhaut-
schichten. Dabei wies PBB® eine signifikant hdhere Selektivitat
fur die ILM auf als die Brillant-Blue-Farbstoffe ILM Blue und View
ILM (p<0,05), gleichzeitig war die passive Diffusion von PBB® in
darunterliegende Netzhautschichten nahezu vernachlassigbar
und signifikant geringer als bei allen anderen getesteten Farb-
stoffen (p<0,05) (Abb. 3).
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FAZIT: Insgesamt zeichnete sich PBB® somit durch eine bessere Interaktion mit ILM-Proteinen aus, so die Autoren, was
zu hochselektiver Anfarbung der ILM und reduzierte Diffusion in tiefere Netzhautschichten fiihrte. Dies kann zur prazise-
ren Entfernung der ILM im Rahmen der vitreoretinalen Chirurgie beitragen und gleichzeitig aufgrund des geringeren
Eindringens in tiefere Netzhautschichten das Risiko einer iatrogenen Netzhautschadigung verringern, so die Autoren.
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Abbildung 3: Verteilung des Farbstoffs in der inneren Grenzmembran (ILM) und den darunterliegenden retinalen Schichten im Schweineauge. Brilliant Peel (BBG),
ILM Blue (BBG), View ILM (Me-BBG) und PBB®. *p < 0,05 gegen Brilliant Peel, ILM Blue und View ILM; Tp < 0,05 gegen ILM Blue und View ILM. BBG (Brilliant Blue G),
ILM (innere Grenzmembran), Me-BBG (Methyl-Brilliant Blue G), PBB® (Pure Benzyl-Brilliant Blue G).

Abb. 3: Verteilung des Farbstoffs in der inneren Grenzmembran (ILM) und den darunterliegenden retinalen Schichten im Schweineauge. Brilliant Peel
(BBG), ILM Blue (BBG), View ILM (Me-BBG) und PBB®. *p < 0,05 gegen Brilliant Peel, ILM Blue und View ILM; p < 0,05 gegen ILM Blue und View ILM. BBG
(Brilliant Blue G), ILM (innere Grenzmembran), Me-BBG (Methyl-Brilliant Blue G), PBB® (Pure Benzyl-Brilliant Blue G).

Hinweise auf raschere visuelle Erholung nach ILM/ERM-
Peeling

Das Farbemittel BLutein™DYES500 enthélt neben Lutein und PBB®
zusétzlich noch Trypanblau, um so eine prazise Differenzierung
von ILM und ERM und deren effiziente Entfernung im Rahmen
der vitreoretinalen Chirurgie zu ermdglichen.

Im Rahmen einer prospektiven, randomisierten, interventio-
nellen Vergleichsstudie wurde bei 45 Patienten (45 Augen) mit
idiopathischer ERM eine Pars-plana-Vitrektomie mit ILM-Peeling
und ERM-Peeling unter Zuhilfenahme verschiedener Farbstoffe
durchgefihrt und histologische sowie funktionelle Ergebnisse
verglichen. Je nach eigesetztem Farbemittel wurden drei Grup-
pen (jeweils n=15) unterschieden®:

e Gruppe 1: Lutein 2 %, Brillant-Blau (0,05 %) und Trypanblau
(0,15%)

e Gruppe 2: Trypanblau (0,15 %), Brillant-Blau (0,025 %) und
Polyethylenglykol 3350 (4 %)

e Gruppe 3: ICG (0,05 %)

Praoperativ sowie ein, drei und sechs Monate nach der Ope-
ration wurden die bestkorrigierte Sehscharfe (BCVA) sowie die
makuldre Sensitivitat (gemessen mittels Mikroperimetrie) beur-
teilt. Zudem wurde immunhistochemisch das Vorliegen von
GFAP (gliales fibrillares saures Protein) und NF (Neurofilament-
protein) auf den entfernten ILM beurteilt. GFAP und NF sind indi-
rekte Marker fur eine retinale Schadigung: Ihr Vorliegen stellt
einen Marker zur Quantifizierung der durch das ILM-Peeling ver-
ursachten iatrogenen mechanischen retinalen Schaden dar.

Die histopathologische Untersuchung der entfernten ILM zeig-
te, dass in Gruppe 1, das heiBt bei Verwendung des luteinbasier-
ten Farbstoffes, GFAP und NF in signifikant geringerem Ausmaf
vorliegen als in den beiden anderen Gruppen (Abb. 4). Dies deu-
tet darauf hin, dass die iatrogenen retinalen Schaden unter Ver-
wendung eines luteinbasierten Farbstoffes geringer ausfallen.
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Abb. 4: Mittelwerte (SD) der Scorewerte fiir die beiden indirekten Marker
fiir eine retinale Schadigung je Gruppe. GFAP (gliales fibrillires saures
Protein), NF (Neurofilamentprotein).

Unterstitzt wird dieser immunhistochemische Nachweis fur
eine geringere mechanische Schadigung auch durch die rasche-
re funktionelle Erholung in Gruppe 1: Ausgehend von vergleich-
baren Baseline-Werten in allen Gruppen waren in Gruppe 1 im
Durchschnitt sowohl BCVA als auch die makulare Sensitivitat zu
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Monat eins und drei nach der Operation signifikant besser als in
den beiden anderen Gruppen (p<0,05) (Tab. 2). Zu Monat sechs
waren keine signifikanten Unterschiede mehr feststellbar.

FAZIT: Die Autoren schlussfolgern, dass die Verwendung
von luteinbasierten Farbstoffen die iatrogene Belastung
des Netzhautgewebes reduziert und eine schnellere funk-
tionelle Erholung in den ersten drei Monaten nach der
Operation ermoglicht.

Auf einen Blick:

e Insgesamt steht mit dem neu verfiigbaren BLutein™ Sortiment
von Bausch+Lomb ein komplettes Portfolio an Farbemitteln
fir den Vorder- und Hinterabschnitt auf Luteinbasis zur Ver-
figung.

angewendet werden kénnen. Sie ermdglichen eine prazise
Visualisierung definierter intraokularer Strukturen und erleich-
tern so die OP.

® Diverse Untersuchungen zeigen, dass luteinbasierte Farb-
stoffe — im Gegensatz zu TA - rein physikalisch wirken, keine
Verénderungen von Zellmembranen induzieren und sich durch
eine bessere Zellvertraglichkeit auszeichnen.

e Zusétzlich zu Lutein enthalten die Farbemittel BLutein™DYE400
und BLutein™DYE500 fiir die Hinterabschnittschirurgie mit PBB®
einen neu-patentierten Farbstoff in 99-prozentiger Reinheit.

e PBB® basiert auf dem bewahrten Brillant-Blue-G, dringt aber
aufgrund seiner hheren Bindungsaffinitat fur ILM-Proteine nur
begrenzt in tiefere retinale Schichten vor.

e Eine prospektive klinische Studie (45 Augen; Pars-Plana-Vitrek-
tomie mit ILM/ERM-Peeling) legt nahe, dass luteinbasierte
Farbstoffe die iatrogene Belastung des Netzhautgewebes
reduziert und in den ersten drei postoperativen Monaten eine
schnellere visuelle Rehabilitation ermdglicht.

e Umfangreiche Daten aus experimentellen Untersuchungen
und klinischen Studien zeigen, dass diese sicher und effektiv

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 P G1vs G2 P G1vs G3 P G2vs G3
Basisline Snellen | 20/62 20/68 20/66
logMAR 049(0,19) |0,553(0,18) |0,552(0,19) |9 0.69 0,84
1 Monat Snellen | 20/39 20/50 20/49
logMAR 029(0,13) |04(015  |039(013) |20 0.04 0,64
3 Monate Snellen | 20/38 20/50 20/49
logMAR 0,28(0,12) 0,4 (0,13) 0,39 (0,13) 0,02 0.03 0,75
6 Monate Snellen | 20/37 20/40 20/39
logMAR 027(013) |03(0,12) 029(012) |02 0.32 0,89
BCVA: beste korrigierte Sehscharfe, G1: Gruppe 1; G2: Gruppe 2; G3: Gruppe 3; logMAR: Logarithmus des minimalen Auflésungswinkels;
SD: Standardabweichung

Tab. 2: Ergebnisse der besten korrigierten Sehschérfe: Mittelwerte (SD).
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