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Hintergrund

Die Anzahl der Kataraktoperationen in
Europa und der westlichen Welt hat in den
letzten Jahrzehnten stark zugenommen 1,
10]. Die operative Entfernung der grauen
Stars gehort zu den am haufigsten durch-
gefiihrten operativen Eingriffe in der Me-
dizin iiberhaupt, durch den Millionen von
Menschen vor Erblindung bewahrt wer-
den konnen [10]. Nicht erst seit der Ein-
fithrung minimal-invasiver Operations-
techniken ist die Kataraktoperation sicher
und die Komplikationsraten sind duflerst
gering [10]. Dennoch besteht immer ein
geringes, aber nicht zu unterschitzendes
Restrisiko fiir Komplikationen.

Die bakterielle Endophthalmitis ist ei-
ne der schwerwiegendsten Komplikati-
onen nach Intraokularchirurgie [4, 35].
Wenn es zu einer Infektion im Augenin-
neren gekommen ist, kann ein Verlust von
Sehkraft nur durch friihzeitige und effek-
tive Therapie minimiert werden [19]. Die
Inzidenz der bakteriellen Endophthalmi-
tis ist zwar seit den soer Jahren von 0,5%
auf 0,1% in den goer Jahren abgesunken
[20], sie scheint aber in den letzten Jahren
wieder leicht anzusteigen [43]. Eine pro-
phylaktische Anwendung von Antibioti-
ka zur Vorbeugung der bakteriellen Endo-
phthalmitis ist daher sinnvoll.

In einer jiingst veroffentlichten Studie
der European Society of Cataract and Re-
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Moxifloxacin intrakameral:
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Endophthalmitisprophylaxe?

In-vitro-Sicherheitsprofil zur
intraokularen Anwendung

fractive Surgeons (ESCRS) wurde der Ein-
fluss einer prophylaktischen Anwendung
von Antibiotika auf die Inzidenz der post-
operativen Endophthalmitis untersucht
[1]. Hierbei wurde die Wirksamkeit ei-
ner einmaligen intrakameralen Injektion
von Cefuroxim (Cephalosporinantibioti-
kum der 2. Generation) mit der fiinfma-
ligen perioperativen topischen Gabe von
Levofloxacin Augentropfen als Prophy-
laxe der postoperativen Endophthalmi-
tis nach Kataraktoperation verglichen. Im
Ergebnis lie3 sich durch die intrakamerale
Antibiotikaeingabe am Ende des Eingriffs
das Risiko fiir das Entstehen einer posto-
perativen Endophthalmitis auf ein Viertel
reduzieren [1]. Im Gegensatz dazu fithrte
die perioperative topische Anwendung
von antibiotischen Augentropfen nicht zu
einer Reduktion der Endophthalmitisin-
zidenz [1].

Derzeit werden vorwiegend Peptid-
und Cephalosporinantibiotika wie Van-
comycin und Cefuroxim intrakameral
angewandt [31]. Die dafiir angewendeten
Antibiotika erscheinen in therapeutischen
Konzentrationen sicher [25], aber da auch
Wirkstoffe aus diesen beiden genannten
Antibiotikagruppen in der Akuttherapie
der bakteriellen Endophthalmitis intravi-
treal angewendet werden und hierfiir den
therapeutischen Standard darstellen [2,
3, 4], sollten diese als ,,Reserveantibioti-
ka“ dienen und nicht zur Prophylaxe ein-

gesetzt werden. AufSerdem sind fiir beide
Antibiotikagruppen nach intraokularer
Anwendung teils schwerwiegende Ne-
benwirkungen wie anaphylaktische Reak-
tionen, aber auch die postoperative Aus-
bildung eines zystoiden Makulagdems be-
schrieben und ihre therapeutische Breite
erscheint als gering [s, 42, 44].

Fluorchinolone werden als Antibiotika
seit vielen Jahren zur Behandlung von In-
fektionen am Auge erfolgreich eingesetzt
[40]. Insbesondere die Vertreter der 3.
und 4 Generation, Levofloxacin und Mo-
xifloxacin, bieten ein sehr breites Wirk-
spektrum, das auch die hiufigsten Endo-
phthalmitiserreger sicher erreicht [9]. Seit
kurzem ist mit Moxifloxacin (Vigamox®
AT, 0,5% Moxifloxacin-Hydrochlorid, pH
6,5-6,8, 200-400 mOsm/kg, Alcon Phar-
ma, Freiburg) erstmals ein Fluorchinolon
der 4. Generation zur Behandlung bakte-
rieller Infektionen am Auge in Deutsch-
land zugelassen.

Moxifloxacin ist durch sein erweitertes
Wirkspektrum sowohl gegen gramnega-
tive als auch gegen grampositive Erreger
wirksam und erreicht selbst atypische Er-
reger und Anaerobier [27, 32].

Zahlreiche mikrobiologische Untersu-
chungen deuten darauf hin, dass die pro-
phylaktische, intrakamerale Anwendung
von Moxifloxacin zur Vermeidung von
postoperativen intraokularen Infektionen
wirksam sein kann. Aber auch pharma-
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kokinetische Daten und Untersuchungen
am Tiermodell sprechen fiir eine intrao-
kulare Anwendung von Moxifloxacin zur
Vorbeugung und Therapie der bakteriel-
len Endophthalmitis [12, 13, 22, 27].

Vor einer solchen intraokularen An-
wendung des Wirkstoffs Moxifloxacin
und seiner ophthalmologischen Zuberei-
tungsform (Vigamox® AT) muss aber auch
die toxikologische Sicherheit im Bezug auf
eine intrakamerale Anwendung gepriift
werden. Dies ist v. a. auch deshalb be-
sonders wichtig, da bisher kein Antibioti-
kum fiir die intraokulare Anwendung zu-
gelassen ist und es sich bei jeder prophy-
laktischen oder therapeutischen intraoku-
laren Antibiotikaeingabe immer um eine
»Off-Lable“- Anwendung handelt.

Jungst veroffentlichte Untersu-
chungen und Fallbeobachtungen deuten
darauf hin, dass die intrakamerale An-
wendung von Moxifloxacin und seiner
ophthalmologischen Zubereitungsform
Vigamox® AT sicher ist [6, 12, 14, 16, 22,
27], jedoch gibt es bisher keine umfas-
sende Untersuchung an menschlichen
Zellen des vorderen und hinteren Au-
genabschnitts, in der die Sicherheit von
Vigamox” fiir die intrakamerale Anwen-
dung untersucht wurde.

Ziel dieser Studie war es deshalb, die Si-
cherheit von Vigamox® und seinem Wirk-
stoff Moxifloxacin in vitro an humanen
Spenderhornhduten zur Transplantation
und menschlichen Zellen des vorderen
und hinteren Augenabschnitts zu unter-
suchen. Hierfiir wurden exemplarisch fiir
den vorderen Augenabschnitt mensch-
liche Spenderhornhéute, kultivierte hu-
mane Hornhautendothelzellen (CEC),
humane Linsenepithelzellen (LEC) so-
wie primdre humane Trabekelwerkzellen
(TMC) auf toxische Effekte von Moxiflo-
xacin untersucht. Als Modell fiir den hin-
teren Augenabschnitt kamen primére hu-
mane retinale Pigmentepithelzellen (RPE)
zum Einsatz.

Um zu tberpriifen, ob die Sicherheit
des Wirkstoffs auch unter den extremen
Bedingungen einer schweren intraoku-
laren Entziindung wie der Endophthalmi-
tis gewdhrleistet ist, wurde die mogliche
Toxizitdt von Vigamox® zusitzlich unter
den Bedingungen von Entziindungsstress
untersucht. Die Zellen wurden dazu oxi-
dativem Stress und infammatorischen Zy-
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tokinen ausgesetzt. Verwendung fand Li-
popolysaccharid (LPS), ein in pharma-
kologischen Untersuchungen héufig an-
gewandter Entziindungsmediator, sowie
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und In-
terleukin-6 (IL-6) als zwei weitere fiir das
entziindliche Geschehen bei einer bakte-
riellen Endophthalmitis typische proin-
fammatorische Zytokine [15, 17, 36, 38, 41].
Es wurde hierbei darauf geachtet, dass die
Zytokinkonzentrationen den Konzentra-
tionen, die bei einer akuten intraokularen
Entziindung auftreten, vergleichbar wa-
ren. Mogliche toxische Wirkungen von
Vigamox® (Moxifloxacin) unter diesen
Bedingungen wurden untersucht.

Methoden

Untersuchung auf
Hornhautendotheltoxizitat

Zur Beurteilung einer moglichen Toxizitat
von Moxifloxacin auf Endothelzellen wur-
den 6 Paare humaner, seropositiver Spen-
derhornhéute in Organkultur untersucht.
Hierzu wurde jeweils eine Hornhaut aus
einem Paar mit Moxifloxacin behandelt
(250 pg/ml oder 500 pg/ml). Es wurden
dazu 2500 pl oder 5000 pl der gebrauchs-
fertigen Vigamox® Augentropflosung (Vi-
gamox® AT, 0,5% Moxifloxacin-Hydro-
chlorid, Alcon Pharma, Freiburg) auf ein
Gesamtvolumen von 50 ml Hornhautor-
gankulturmedium zugegeben. Die ande-
re Hornhaut diente als Kontrolle. Das Or-
gankulturmedium wurde bei allen unter-
suchten Hornhéuten wochentlich gewech-
selt und bei den mit Vigamox® behandel-
ten Hornhéuten auch die entsprechnende
Moxifloxacinkonzentration erneut mitzu-
gegeben. Die Endothelzellzahl wurde wo-
chentlich, im Verlauf von 30 Tagen, be-
stimmt.

In-vitro-Toxizitdtsuntersuchung
an Zellen des vorderen und
hinteren Augenabschnitts

Bei der intrakameralen Anwendung wird
die Substanz direkt in die Vorderkammer
injiziert. Um den Einfluss von Moxifloxa-
cin auf das Hornhautendothel, das Tra-
bekelmaschenwerk und die menschliche
Linse zu untersuchen, wurden primare,
humane TMC und zwei etablierte okulare

Zellinien (humane CEC und LEC) mit un-
terschiedlichen Konzentrationen Moxiflo-
xacin behandelt. Exemplarisch fiir den
hinteren Augenabschnitt und die mensch-
liche Netzhaut wurden zusétzlich prima-
re RPE-Zellen auf mogliche toxische Ef-
fekte von Moxifloxacin untersucht. Hier-
zu wurden durch entsprechende Verdiin-
nung der handelsiiblichen Vigamox® Au-
gentropflosung (Vigamox® AT, 0,5% Mo-
xifloxacin-Hydrochlorid, Alcon Pharma,
Freiburg) 10 unterschiedlichen Konzent-
rationen Moxifloxacin (10 pg/ml, 25 pg/
ml, 50 ug/ml, 75 pg/ml, 100 pug/ml, 150 pg/
ml, 250 pg/ml, 350 pg/ml, 500 pg/ml und
750 pg/ml) getestet und zwei etablierte to-
xikologische Testverfahren, der MTT-As-
say und der Live-Dead-Assay, durchge-
fihrt [21, 22, 24].

Als Kontrollen dienten unbehandel-
te Zellen der entsprechenden Zellkultur.
Die priméren RPE-Zellen und TMC wur-
den von 5 Spenderaugen aus der Horn-
hautbank der Augenklinik der LMU ge-
wonnen und wie bereits beschrieben kul-
tiviert [22, 23, 24].

Alle Untersuchungen erfolgten an sta-
tiondren Zellkulturen. Untersuchungen
an stationdren Zellkulturen erleichtern,
besonders im MTT-Assay, die Abgren-
zung von zytotoxischen gegeniiber anti-
proliferativen Effekten eines Wirkstoffs.

Hierzu wurden ca. 2x10° Zellen (CEC,
LEC und RPE) und ca. 4x10° Zellen
(TMC) pro Well auf 6 Well-Platten aus-
gesdt und bis zur Konfluenz kultiviert.
Dann wurden die Zellen fiir 24 h unter
serumfreien Kulturbedingungen gehalten,
um dann fiir weitere 24 h mit den unter-
schiedlichen Wirkstoffkonzentrationen
behandelt zu werden. Im Anschluss da-
ran wurde der MTT-Assay und der Live-
Dead-Assay durchgefiihrt. Die Versuche
mit primaren, humanen Zellen wurden
mit Zellen von je 3 unterschiedlichen
Spendern durchgefiithrt und alle Versuche
jeweils dreimal wiederholt.

Toxizitatstestung von Moxifloxacin
im Entziindungsmodell

Es sollte untersucht werden, ob eine mog-
liche intrakamerale Anwendung von Mo-
xifloxacin auch unter Bedingungen, wie
sie bei einer akuten intaokularen Entziin-
dung vorherrschen, sicher ist.
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Zusammenfassung

Hintergrund. Die Wirksamkeit von Moxi-
floxacin (Vigamox®) umfasst die meisten fiir
bakterielle Endophthalmitiden verantwort-
lichen Keime. Die systemische und topische
Anwendung von Moxifloxacin ist erprobt, es
gibt aber bisher nur wenig Erfahrung tiber
die Sicherheit bei der intrakameralen Anwen-
dung zur Vorbeugung der bakteriellen Endo-
phthalmitis.

Methoden. Die Endotheltoxizitat von Moxi-
floxacin (Vigamox®) wurde an humanen, kul-
tivierten Spenderhornhduten untersucht. Pri-
mare humane retinale Pigmentepithelzellen
(RPE), Trabekelmaschenwerkzellen (TMC), hu-
mane Linsenepithelzellen (LEC) und korneale
Endothelzellen (CEC) wurden mit Vigamox®
in unterschiedlichen Konzentrationen (10-
750 pug/ml Moxifloxacin) behandelt. Mdgliche

toxische Effekte wurden nach 24 h untersucht
(MTT-Assay, Live-Dead-Assay). Um die Sicher-
heit von Vigamox® im entziindeten Auge zu
untersuchen, wurden die Zellen zusatzlich
oxidativem Stress und proinflammatorischen
Zytokinen (TNF-q, LPS und IL-6) ausgesetzt.
Ergebnisse. Nach 30 Tagen Behandlung mit
500 ug/ml Moxifloxacin zeigte sich kein Hin-
weis auf endotheliale Toxizitat an Spender-
hornhduten. Bis zu einer Konzentration von
150 ug/ml Moxifloxacin zeigten sich bei kei-
ner der untersuchten Zelllinien Hinweise auf
Toxizitat. Auch in Anwesenheit von oxida-
tivem Stress und proinflammtorischen Zyto-
kinen wurde bis zu einer Konzentration von
150 pg/ml Moxifloxacin keine signifikante Zu-
nahme der toxischen Effekte beobachtet.

Zusammenfassung. Diese Studie zeigt, dass
Vigamox® (Moxifloxacin) bis zu einer Kon-
zentration von 150 pg/ml keine toxische Wir-
kung auf CEC-, TMC-, LEC- und RPE-Zellen
hat. Die MIC90 von Moxifloxacin fiir die hdu-
figsten Erreger der bakteriellen Endophthal-
mitis liegt zwischen 0,25 mg/ml und 2,5 ug/
ml. Daher erscheint die intrakamerale Injek-
tion von Vigamox® zur Vorbeugung der bak-
teriellen Endophthalmitis in therapeutischen
Konzentrationen sicher.

Schliisselworter

Endophthalmitis - Antibiotika - Intrakamerale
Medikamenteneingabe - Fluorchinolone -
Moxifloxacin

Intracameral moxifloxacin: a safe option for endophthalmitis prophylaxis?
In vitro safety profile for intraocular application

Abstract

Background. Moxifloxacin (Vigamox®), a
4th-generation fluoroquinolone, covers most
isolates causing endophthalmitis. It is safe
and effective for systemic and topical use;
however, only very limited data are available
on prophylactic intracameral administration
to prevent endophthalmitis. This study inves-
tigated the safety of Vigamox® for intracam-
eral application in a cell-culture model.
Methods. The endothelial toxicity of mox-
ifloxacin (Vigamox®) was evaluated in cul-
tured human corneas. Primary human retinal
pigment epithelium cells (RPEs), trabecular
meshwork cells (TMCs), lens epithelium cells
(LECs), and corneal endothelial cells (CECs)
were treated with concentrations of Vigamox.
Toxic effects were evaluated after 24 h

(MTT assay and live—dead assay). By treating

TMC, CEC, and RPE cells either with oxidative
stress or tumor necrosis factor-alpha (TNF-
a), lipopolysaccharide (LPS), and interleukin-
6 (IL-6), the effects of moxifloxacin on cellu-
lar viability under conditions of inflammation
were investigated.

Results. No corneal endothelial toxicity
could be detected after 30 days of treatment
with moxifloxacin 500 pg/ml. Primary RPEs,
TMCs, LECs, and CECs showed adverse effects
on proliferation and viability only at concen-
trations higher than 150 pg/ml moxifloxacin.
After preincubation with TNF-a, LPS, and IL-6
for 24 h and subsequent treatment with mox-
ifloxacin at concentrations of 10-150 ug/ml
for 24 h, no significant decrease in prolifera-
tion or viability was observed. H,0, exposure
did not increase cellular toxicity

Conclusion. Vigamox® did not show signifi-
cant toxicity on primary RPEs, TMCs, LECs, CE-
Cs, or human corneal endothelium at concen-
trations up to 150 ug/ml. The MIC90 of mox-
ifloxacin for pathogens commonly encoun-
tered in endophthalmitis is known to be in
the range of 0.25-2.5 pg/ml. Therefore, in-
tracameral use of Vigamox® at concentrations
up to 150 pg/ml may be safe and effective for
preventing endophthalmitis after intraocu-
lar surgery.

Keywords

Endophthalmitis - Antibiotics - Intracameral
drug delivery - Fluoroquinolones - Moxiflo-
xacin
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Untersuchung der Sicherheit

von Moxifloxacin unter

den Bedingungen des

oxidativen Stresses

Akute intraokulare Entziindungen sind
unter anderem durch die Bildung freier
Sauerstoffradikale und damit oxidativem
Stress gekennzeichnet. Um zu untersu-
chen, ob die intrakamerale Anwendung
von Moxifloxacin auch unter solchen
Bedingungen sicher ist, wurden die Zel-
len fiir 4 h mit 400 uM Wasserstoffpero-
xid (H,O,) behandelt. Danach wurde das
H,O, durch dreimaliges sorgfiltiges Spii-
len mit serumfreiem Medium entfernt
und die Zellen wurden den unterschied-
lichen Konzentrationen Moxifloxacin be-
handelt. Dann wurde der MTT-Assay
durchgefiihrt.

Untersuchung der Sicherheit

von Moxifloxacin in Gegenwart

von 3 proinflammatorischen
Zytokinen (LPS; TNF-a und IL-6)

Um die Sicherheit von Moxifloxacin auch
unter dem Einfluss von proinflammato-
rischen Zytokinen zu testen, wurde der
Wirkstoff in einem etablierten Entziin-
dungsmodell untersucht [21, 22, 23]. Hier-
fir wurden die Zellen entweder mit LPS
(20 pg/ml), TNF-a (10 pg/ml) oder IL-6
(20 ng/ml) fiir 24 h vorbehandelt. Dann
wurde das zytokinhaltige Zellkulturmedi-
um durch dreimaliges Spiilen entfernt und
die Zellen wie beschrieben mit den unter-
schiedlichen Konzentrationen Moxifloxa-
cin behandelt und danach der MTT-As-
say durchgefiihrt. Die Zytokinkonzentra-
tionen wurden hierbei entsprechend den
Konzentrationen gewihlt, die bei einer in-
traokularen Entziindung in vivo auftreten
koénnen [15, 17, 36, 38, 41].

MTT-Assay

Der Tetrazolium-Farbreduktionsassay
(MTT; 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide) misst die
Aktivitat der mitochondrialen Dehyd-
rogenase und ist eine Standarduntersu-
chungstechnik von Substanzen in Zell-
kultur. Details des Untersuchungsganges
sind andernorts beschrieben [22, 23].
Prinzipiell werden die Zellen mit dem in-
itial gelben MTT-Farbstoff inkubiert. Der
Farbstoff wird entsprechend dem Vitali-
tatsgrad der Zellen verstoffwechselt und
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schldgt ins violette {iber. Diese Farbande-
rung wird photometrisch gemessen und
erlaubt Riickschliisse auf die Vitalitdt und
Proliferationsfihigkeit der untersuchten
Zellen.

Live-Dead-Assay

Im Live-Dead-Assay wird die Induktion
von Zelltod unter dem Einfluss bestimm-
ter Bedingungen untersucht. Die Zell-
kerne nicht lebensfahiger Zellen werden
durch den roten, nichtmembrangéingigen
Farbstoff Propidiumjodid angefirbt wer-
den. Gleichzeitig werden die Kerne aller
Zellen durch den blauen, membrangéin-
gigen Farbstoff Hoechst 33342 angefarbt
werden. Eine Zweifarben-Fluoreszenz-
untersuchung ermoglicht die Differenzie-
rung beider Farbungen, und die Anzahl
der lebenden und der toten Zellen lasst
sich bestimmen. Der Test wurde entspre-
chend vorangehender Beschreibung [22,
23, 24] und den Angaben des Herstellers
(Sigma-Aldrich) durchgefiihrt.

Ergebnisse

Seropositive Spenderhornhéute wurden
nach Behandlung mit Vigamox® im Ver-
lauf von 30 Tagen wochentlich untersucht.
Dabei wurde die Endothelzellzahl als das
mafigebliche Kriterium fiir die Aufrecht-
erhaltung der Klarheit und Vitalitdt der
Hornhaut im Phasenkontrast-Mikros-
kop bestimmt. Selbst die hochdosierte
Behandlung der Spenderhornhéute mit
250 pg/ml und 500 pg/ml Moxifloxacin
fithrte zu keinem Zeitpunkt und bei kei-
ner der untersuchten Konzentration von
Moxifloxacin zu einer signifikanten Ab-
nahme der Endothelzellzahl oder zu an-
dere Auffilligkeiten.

== Therapeutische Konzentrationen
von Moxifloxacin (Vigamox®)
haben keine toxische Wirkung
auf Hornhautendothel,
Trabekelmaschenwerk
und Linsenepithel.

In @ Abb. 1 ist die Endothelzellzahl der
untersuchten Hornhdute nach 30 Tagen
gezeigt.

In der Zellkultur zeigte sich nach 24 h
Inkubation von primdren TMC, CEC
und LEC bis zu einer Konzentration von

250 pg/ml Moxifloxacin keine Toxizitdt
von Vigamox®. Die behandelten Zellen
wurden weder im MTT-Assay, der die
Proliferationsfihigkeit der Zellen unter-
sucht, noch im Live-Dead-Assay in auf-
falliger Weise beeinflusst. (8 Abb. 2,
3a,b)

Die untersuchten priméren RPE-Zel-
len zeigten bis zu einer Konzentration von
250 pug/ml Moxifloxacin nach 24 h Inku-
bation keinerlei Beeinflussung durch Vi-
gamox, weder im Hinblick auf die Vitali-
tat noch im Bezug auf die Induktion von
Zelltod (B Abb. 2, 3b).

== Es zeigte sich keine Beeinflussung
der Vitalitat von RPE-Zellen
durch therapeutische Dosen
Moxifloxacin (Vigamox®).

Nach zusitzlicher Behandlung der unter-
suchten Zelllinien (CEC, TMC, LEC und
RPE) mit 400 uM Wasserstoffperoxid fiir
4 h lief3 sich im MTT-Assay bei Konzent-
rationen iiber 150 pug/ml Moxifloxacin ei-
ne deutliche Abnahme der mitochond-
rialen Dehydrogenaseaktivitit, die uns
Riickschliisse tiber die Proliferationsfihig-
keit der Zellen erlaubt, zeigen. Bis 150 pg/
ml Moxifloxacin kam es aber bei keiner
der untersuchten Zellkulturen zu einer
signifikanten Abnahme der Enzymakti-
vitat. Im Live-Dead-Assay kam es durch
Vigamox® auch unter dem Einfluss von
H,0, erst bei Konzentration iiber 250 pg/
ml Moxifloxacin zu einer vermehrten In-
duktion von Zelltod (8 Abb. 4).

== Auch unter Bedingungen, wie
sie im Rahmen einer akuten
intraokularen Entziindung
auftreten konnen, kommt es zu
keiner Toxizitatszunahme von
therapeutischen Moxifloxacindosen.

Die Vorbehandlung der Zellen mit 3 pro-
inflammatorischen Zytokinen, LPS, TNF-
aund IL-6, fiihrte zu keiner Zunahme der
Toxizitit von Vigamox® (B Abb. 5).

Diskussion

Mit Moxifloxacin (Vigamox® AT, 0,5%
Moxifloxacin-Hydrochlorid, Alcon Phar-
ma, Freiburg) steht in Deutschland seit
kurzem erstmals ein Fluorchinolonantibi-



otikum der 4. Generation fiir die Anwen-
dung am Auge zur Verfiigung. Moxiflo-
xacin wurde urspriinglich fiir die syste-
mische Anwendung schwerwiegender
Atemwegsinfektionen entwickelt [37],
kommt aber in den USA bereits seit ei-
niger Zeit erfolgreich zur topischen The-
rapie von Infektionen am Auge zum Ein-
satz [40].

Ziel dieser In-vitro-Studie war es zu
untersuchen, ob eine intrakamerale An-
wendung von Moxifloxacin in Form von
Vigamox AT aus pharmakologisch/toxi-
kologischer Sicht sicher ist.

Durch In-vitro-Testung kann eine
Substanz toxikologisch standardisiert
evaluiert werden. Mogliche Nebenwir-
kungen auf einzelne Strukturen im Au-
ge lassen sich durch Untersuchung ein-
zelner Zellkulturen gut reproduzierbar
analysieren.

Um die Sicherheit von Moxifloxacin
im Hinblick auf wichtige Strukturen des
vorderen Augenabschnitts zu untersu-
chen, haben wir humane Spenderhorn-
héute, TMC und LEC untersucht. Auf3er-
dem wurden exemplarisch fiir den hin-
teren Augenabschnitt und die Netzhaut
RPE-Zellen, als etabliertes Modell grund-
legende Toxizititstestung am Augen [23,
24], beurteilt.

Der Wirkmechanismus der Fluorchi-
nolone beruht auf einer selektiven Hem-
mung zweier Enzyme, die an der bakteri-
ellen DNA Replikation beteiligt sind: die
bakterielle DNA-Gyrase und die Topoiso-
merase IV [8]. Im Gegensatz zu fritheren
Fluorchinolongenerationen hemmen Flu-
orchinolone der 4. Generation wie Mo-
xifloxacin beide Enzyme [8]. Dies fiihrt
zu einer verbesserten Wirksamkeit von
Moxifloxacin sowohl gegen gramnega-
tive als auch grampositive Keime [8]. Die
hiufigsten Erreger der bakteriellen En-
dophthalmitis wie S. epidermidis, S. au-
reus, S. pneumoniae, S. pyogenes, Propi-
onibacterium acnes, Haemophilus influ-
enza und Bacillus cereus werden erreicht
[7 28].

Aus verschieden Untersuchungen weif3
man, dass die minimale inhibitorische
Konzentration, bei der 9o% dieser Erre-
ger durch Moxifloxacin abgetotet werden
(MICgo0), im Bereich von 0,25 bis 2,5ug/
ml liegt [8, 32]. Moxifloxacin penetriert
wie alle Fluorchinolone gut in das Au-
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Abb. 1 A Die Toxizitdt von Vigamox wurde an paarigen humanen Spenderhornhduten untersucht.
Hierzu wurde jeweils eine der Hornhaute mit Vigamox in einer Konzentration von 250 pg/ml (dunkel-
und hellgelb) oder 500 ug/ml Moxifloxacin (rot/orange) behandelt. Die jeweils andere Hornhaut (hell-
und dunkelblau) eines Paares diente als Kontrolle und blieb unbehandelt. Die Endothelzellzahl wurde
im Verlauf von 30 Tagen beurteilt. Bei keiner der untersuchten Moxifloxacinkonzentration und zu kei-
nem Zeitpunkt (hier sind die Endothelzellzahlen der untersuchten Hornhdute nach 30 Tagen gezeigt)
kam es zu einer signifikanten Abnahme der Endothelzellzahl im Vergleich zu den Kontrollhornhaduten
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Abb. 2 A Mit einem Zellproliferationsassay (MTT-Assay) wurde die Proliferationsfahigkeit von huma-
nen Hornhautendothelzellen (CEC), Trabekelwerkzellen (TMC), Linsenepithelzellen (LEC) und retinalen
Pigmentepithelzellen (RPE) nach Behandlung mit Vigamox® untersucht. Erst ab einer Moxifloxacin-
konzentrationen >250 pg/ml zeigte sich eine signifikante Abnahme der Zellproliferation

ge. Bei zweistiindlicher topischer Anwen-
dung lassen sich durchschnittliche Kam-
merwasserkonzentrationen von 2,3 pg/ml
erreichen. Im Glaskorperraum wird aber
nur ein Zehntel dieser Konzentration er-
reicht [18]. Durch systemische Gabe von
Moxifloxacin kénnen die Glaskorperkon-
zentrationen bis auf 2,5 ug/ml gesteigert
werden. Da aber in jiingster Zeit bei der
hochdosierten systemischen Therapie mit
Moxifloxacin {iber teils schwerwiegende
muskuloskelettale Nebenwirkungen be-
richtet worden ist (s. Deutsches Arzte-
blatt 25.07.08) und letztlich die durch sys-
temische Gabe im Auge erreichbaren
Konzentrationen fiir eine effektive Thera-

pie einer schwerwiegenden intraokularen
Infektion immer noch deutlich zu niedrig
sind [33], erscheint die lokale, intrakame-
rale Anwendung von Moxifloxacin als ei-
ne sinnvolle Alternative.

Unsere Untersuchung konnte zeigen,
dass Moxifloxacinkonzentrationen bis
150 pg/ml bei keiner der untersuchten
Zelllinien Toxizititsmerkmale zeigten.
Dies entspricht etwa dem 50-Fachen der
Konzentration, die fiir die effektive The-
rapie selbst wenig empfindlicher Keime
notwendig wire [32]. Bei den unter-
suchten humanen Spenderhornhéuten
lief3 sich selbst nach hochdosierter Lang-
zeitexposition (500 pg/ml Moxifloxacin
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Abb. 3 A a Live-Dead-Assay: Induktion von Zelltod nach Behandlung der Linsenepithelzellen (LEC) mit Vigamox®. Die
Gesamtzahl der Zellen ist blau dargestellt (4, B, E, G, /), die Anzahl toter Zellen rot (B, D, F, H, K). Bis zu eine Moxifloxacinkon-
zentration von 250 pg/ml I3sst sich keine signifikante Induktion von Zelltod bei den untersuchten LEC nachweisen (A-H). Erst
ab eine Konzentration von 500 pg/ml kommt es zu einer dosisabhangigen Zunahme von Zelltod (/und K). Die Behandlung
von TMC-, CEC- und RPE-Zellen mit Vigamox® erbrachte vergleichbare Ergebnisse im Live-Dead-Assay. b Der prozentuale
Anteil toter Zelle an der Gesamtzellzahl nach Behandlung mit den unterschiedlichen Moxifloxacinkonzentrationen wurde fiir
humane Hornhautendothelzellen (CEC), Trabekelwerkzellen (TMC), Linsenepithelzellen (LEC) und retinale Pigmentepithel-
zellen (RPE) mit einem Zweifarbenfluoreszenztest (Live-Dead-Assay) gemessen

tiber 30 Tage) keine Abnahme der En-
dothelzelldichte beobachten. Diese Er-
gebnisse deuten auf eine ausgesprochen
grof3e therapeutische Breite von Moxiflo-
xacin hin.

Wenn Antibiotika prophylaktisch an-
gewendet werden sollen, dringt sich im-
mer die Frage nach moglicher Resisten-
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zentwicklung durch Keimmutation auf.
Berichte iiber mogliche Resistenzent-
wicklung einzelner grampositiver Keime
nach prophylaktischer topischer Anwen-
dung von Fluorchinolonen der 3. Gene-
ration sind bekannt [11, 29]. Solche Be-
richte iiber mogliche Resistenzen miissen
ernst genommen werden, es ist jedoch an-

zumerken, dass es sich hierbei um In-vit-
ro-Untersuchungen handelt und sich die
Angaben auf Serum-Wirkstoffkonzent-
rationen (8 ug/ml) beziehen. Fiir Fluor-
chinolone wird die zur Vorbeugung von
Mutationen notwendige Wirkstoffkon-
zentration (MPC) mit dem 8- bis 10-Fa-
chen der MIC go angegeben [34, 39]. Eine



Abb. 4 » Auch nachdem die Zellen zusatzlich
mit 400 uM H,0, behandelt wurden, kam es im
Zellproliferationsassay (MTT-Assay) bei den un-
tersuchten Zellen (CEC, TMC, LEC und RPE) erst
ab Moxifloxacinkonzentrationen >150ug/ml zu

einer deutlichen Abnahme der mitochondrialen

Dehydrogenaseaktivitat. Die Behandlung mit

Vigamox® in niedrigeren Konzentrationen
beeinflusste die Zellen aber nicht signifikant
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Abb. 5 A Im Entziindungsmodell wurden die Zellen zusétzlich mit 3 proinflammatorischen Zytokinen behandelt. Hierbei
kam es bei keiner der Untersuchen Zelllinien zu einer Zunahme an Toxizitat durch Vigamox® (a CEC, b TMC, ¢ LEC und
d RPE-Zellen; LPS Lipopolysaccharid, TNF-a Tumornekrosefaktor-a, /L-6 Interleukin-6)

Konzentration von 150 pig/ml Moxifloxa-
cin wiirde selbst die MPC wenig empfind-
licher Keime um das 5-Fache iibersteigen,
sodass die Entwicklung resistenter Keime
hochst unwahrscheinlich ist [8, 32].
Zudem konnte eine kiirzlich veréffent-
lichte mikrobiologischen Studie, die 256
Bakterienstimme aus Bindehautabstri-
chen von 160 Patienten untersucht hat,
zeigen, dass die Resistenzraten gegen Mo-
xifloxacin sehr gering waren und selbst
Problemkeime wie S. aureus und mul-

tiresistente Stimme eine gute Empfind-
lichkeit gegeniiber Moxifloxacin aufwie-
sen [26].

Nicht nur eine intraokulare Infektion,
auch ein chirurgischer Eingriff als sol-
cher kann zu entziindlichen Reaktionen
im Auge fithren, die mit der Ausschiit-
tung von proinflammatorischen Zytoki-
nen, oxidativem Stress und dem Unter-
gang von Zellen einhergehen. Eine po-
tentielle Komplikation nach Katarakto-
peration ist das ,,toxic anterior segment

syndrom® (TASS). Es kann durch prima-
re Toxizitdt von in die Vorderkammer ein-
gebrachten Substanzen, aber auch durch
zu grofie pH-Wert- oder Osmolaritits-
schwankungen hervorgerufen werden
[30]. Schwere Fillen eines TASS gehen
nicht selten mit Endotheldekompensation
und akutem Glaukom einher [30]. In die-
sem Zusammenhang erscheint die Tatsa-
che, dass selbst in unserem Entziindungs-
modell, in dem die Zellen hochdosiertem
oxidativem Stress und 3 hochwirksamen
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proinflammatorischen Zytokinen ausge-
setzt wurden, bis zu einer Konzentration
von 150 pg/ml Moxifloxacin keine zusétz-
liche Toxizitét auftrat, besonders wichtig.
Zudem ist die Vigamox® Augentropfl6-
sung unkonserviert, isotonisch und liegt
mit einen pH-Wert von 6,8 und einer Os-
molaritit von 200-400 mOsm/kg (Anga-
ben des Herstellers) im physiologischen
Bereich. Die Galenik lsst somit die intra-
kamerale Anwendung von Vigamox® un-
bedenklich erscheinen.

Fazit fiir die Praxis

Ingesamt deuten die Ergebnisse unserer
In-vitro-Studie zur Sicherheit von Viga-
mox®/Moxifloxacin fiir die intrakamera-
le Anwendung auf eine gute Vertraglich-
keit des Medikaments und des Wirkstoffs
hin. Wir konnten zeigen, dass Moxifloxa-
cin in Konzentrationen von 10-150 pg/
ml an keiner der untersuchten Zelllinien
(CEC, TMC, LEC und RPE) und selbst im
Modell einer schweren Entziindung kei-
nerlei Hinweise auf Toxizitat oder nega-
tive Auswirkungen auf das Wachstums-
verhalten gezeigt hat. Diese Konzentrati-
onen liegen bis zu 50mal iiber der MIC90
der haufigsten Endophthalmitiserreger
[8, 32]. Unsere Ergebnisse stehen im Ein-
klang mit experimentellen In-vitro-Un-
tersuchungen, die die Sicherheit und
Wirksamkeit von Moxifloxacin in einem
Endophthalmitismodell untersucht ha-
ben[6, 12,13, 27].

Unsere Studie untersuchte nicht die
Wirksamkeit von Vigamox® und seinem
Wirkstoff Moxifloxacin. Es konnte jedoch
gezeigt werden, dass die direkte Appli-
kation von Vigamox® in therapeutischen
Konzentrationen in vitro keine toxischen
Effekte auf die untersuchten okuldren
Zellen hatte. Zur weiteren Evaluierung
dieser Daten sind klinische Studien not-
wendig. Unsere Ergebnisse unterstiitzen
aber vorangegangene Untersuchungen,
die daraufhin deuten, dass Vigamox®/
Moxifloxacin eine vielversprechende und
sichere Option zur Vorbeugung der bak-
teriellen Endophthalmitis ist.
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