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1. Einleitung

1.1 Der Glaskorper — Gestalt und Funktion

Der Glaskérper (Corpus vitreum) gehort zu den mengenmalRig dominierenden
Strukturen des menschlichen Auges. Seine etwa 4 ml Volumen stellen 2 /3 des
Gesamtvolumens dar [Lang GK, Amann J et al. 2000]. Vereinzelt finden sich
sogenannte Hyalozyten, aber insgesamt gilt der physiologische Glaskorper als
weitgehend zellfrei [Eisner G. 1975, Yasukawa T et al. 2004]. Bei den
Hyalozyten handelt es sich um mononukledre Phagozyten, welche in der
Glaskorperrinde einen einschichtigen Zellverband bilden. Die hochste Zelldichte
findet sich im Bereich der Glaskorperbasis, gefolgt vom hinteren Pol, die
geringste in der Aquatorebene [Sebag J et al. 2015].

Den Grol3teil macht jedoch die gelartige Extrazellularsubstanz aus. Diese
besteht zu 98% aus Wasser. 15 — 20% hiervon ist an Glucosaminoglykanen,
v.a. Hyaluronsaure (HA) und Proteinen gebunden. Die Zusammensetzung der
Proteine variiert. Losliche Proteine sind vor allem Albumin und Eisen —bindende
Proteine. Das vorherrschende unlésliche Protein ist Kollagen. Hierbei handelt
es sich in 60 — 75% um Kollagen Typ Il. [Eisner G. 1975; Sebag J. 2014]. Es
ergibt sich ein Gewicht von etwa 4 g.

Der gelartige Charakter des Glaskorpers entsteht durch die dreidimensionale
netzwerkartige  Struktur  der  Kollagenfibrillen,  welche von  den
Hyaluronsauremolekilen verbunden werden [Sebag J. 2014]. Diese
stabilisieren seine Form durch ihr hohes negatives elektrostatisches Potential
[Lang GK, Amann J et al. 2000]. Die Glaskdrperrinde, eine 100 — 110 um dicke
transparente Grenzschicht aus dichten lamellaren Kollagenfibrillen, unterstitzt
die Glaskdrperstruktur zusatzlich [Sebag J. 2015]. Aufgrund des Fehlens von
Nerven und GefalRen und die damit verbundene schlechte Immunabwehr ist der
Glaskorper besonders anfallig fir Infektionen [Lang GK, Amann J et al. 2000].
Andererseits hat dies den Vorteil, dass er durchgehend transparent ist. Um ein
sekundares Einsprossen von Gefal3en zu verhindern, besitzt der Glaskorper

einen antiangiogenen Faktor [Hockwin O. 1985; Sebag J. 2014].




Zu seinen wichtigsten Funktionen gehort, besonders in der Entwicklung, die
Bulbusstabilisierung und somit Formgebung des Auges. Spater dient er vor
allem der StoRdampfung sowie als Filter fir Zellen [Hockwin O. 1985; Sebag J.
2014]. Da der Glaskérper mit seiner ganzen Ruckflache der Netzhaut anliegt,
wirkt er aul3erdem einer Netzhautablésung entgegen [Eisner G. 1989].

Fur diese und andere umgebende Gewebe wirkt er als extrazellulares Medium

und sorgt fur die Aufrechterhaltung des retinalen Milieus [Hockwin O. 1985].

1.2 Die Vitrektomie und ihre Indikationen

Als Vitrektomie bezeichnet man die operative Entfernung des Glaskorpers. Oft
wird im Anschluss eine Ersatzsubstanz injiziert, um die Stabilitaét des Bulbus
aufrechtzuerhalten. Eine Vitrektomie wird durchgefiihrt, wenn entweder der
Glaskaorper selbst oder die dahinter liegende Netzhaut operativ versorgt werden
muss. Zu den Erkrankungen des Glaskorpers, die eine chirurgische Intervention
notwendig machen, gehdren die persistierende Glaskorperblutung oder
schwere Entziindungen [Eisner G. 1989]. Mdgliche Erkrankungen der Netzhaut
welche nach einer Vitrektomie versorgt werden sind zum Beispiel die
Netzhautablésung oder Netzhautforamen. Diese entstehen zum Beispiel wenn
sich die vitreoretinalen Adhasionen bei einer Glaskérperabhebung nicht
ausreichend |I6sen oder bei der proliferativen Vitreoretinopathie (PVR) [Eisner
G. 1989; Cheema RA et al. 2007; Zhang X et al. 2015; Arroyo JG et al. 2015;
Sebag J. 2015]. Hier kommt es zum Beispiel nach einer Verletzung der Retina
zu einer Entzindungsreaktion mit Einwanderung von Zellen wie Retinale
Pigmentepithelzellen (RPE), Astrozyten, Fibroblasten und Makrophagen,
Ausschittung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren und Produktion von
Matrixproteinen. In der zweiten proliferativen Phase bilden sich fibrotische
Membranen auf, unter oder innerhalb der Netzhaut. So kann es bei
Augenbewegungen zu einem Zug auf die Netzhaut und somit zu Faltenbildung
bis hin zur Abldsung oder Rissen bzw. Léchern, sogenannten Netzhautforamen,
kommen [Eisner G. 1989; Xi L et al. 2014; Zhang X et al. 2015; Sebag J. 2015].




Die PVR tritt auch hé&ufiger postoperativ auf und verhindert dann eine
chirurgische Wiederanlage der Retina. Literaturangaben zur Haufigkeit
schwanken zwischen 7 und 55%. Neueste Studien sprechen von etwa 8 — 10%
postoperativer PVR [Cheema RA et al. 2007; Sadaka A, Giuliari GP. 2012;
Feltgen N, Walter P. 2014; Xi L et al. 2014; Zhang X et al. 2015].

Am haufigsten wird die Pars — Plana — Vitrektomie durchgefiihrt, da hierbei die
Gefahr einer artifiziellen Netzhautabldsung am geringsten ist [Lang GK, Amann
J et al. 2000]. Dabei werden Uber drei Zugange das Saugschneidegeréat, das
sogenannte Vitrektom zur stickweisen Entfernung des Glaskorpers, die
Infusion zur Aufrechterhaltung des intraokuldren Drucks und die Lichtquelle in
das Auge gefuhrt. Nachdem der Glaskdrper entfernt worden ist kann die
Netzhaut behandelt werden [Lang GK, Amann J et al. 2000; Arroyo JG et al.
2015]. Nach der therapeutischen Intervention wird ein Glaskorperersatz ins
Auge gegeben [Joussen AM, Kirchhof B et al. 2007]. Die unerwinschten Folgen
des Eingriffs sind vor allem die Linsentriibung. Diese tritt innerhalb eines Jahres
in 77% der Falle auf. Seltener kann es in bis zu 17% zur Bildung von
Netzhautforamen, bei etwa 1% zu Blutung, Druckverdnderungen oder einer
Endophthalmitis kommen [Lang GK, Amann J et al. 2000; Feltgen N, Walter P.
2014; Arroyo JG et al. 2015].

1.3 Der Glaskdrperersatz — Erwartungen und Anspriiche

Grundsatzlich ist der Glaskoérper nicht lebensnotwendig und das Auge erfillt
auch ohne ihn seine Funktion. Nach einer Vitrektomie ohne Glaskoérperersatz
wird der Bulbus im Laufe einiger Wochen vom Kd&rper mit Kammerwasser
gefullt. Um die Zeit dazwischen zu uberbriicken und die Heilung sowie das
Sehen zu verbessern, werden am Ende der Operation stabilisierende
Materialien eingesetzt [Lang GK, Amann J et al. 2000].

Die Vielfaltigkeit des Glaskorpers wird durch die Anspriche, die an einen
Glaskorperersatz gestellt werden, deutlich. Sehr wichtig ist eine gute

Endotamponade mit starker Andruckkraft der Netzhaut und Reduktion des




Blutungsrisikos durch Kompression. Wichtige Eigenschaften hierfiir sind neben
der Materialviskositat die Oberflachen — bzw. Grenzflachenspannung sowie der
Auftriebsvektor. Zusatzlich soll der Glaskorperersatz gunstige rheologische
Eigenschaften in Bezug auf Viskositat und Plastizitat haben [Szurman P, Frank
C et al. 2009].

Um eine erneute Operation zur Entfernung zu umgehen, wéare ein inertes,
biovertragliches, abbaubares Material, welches eine lange Verweildauer
ermdglicht, erstrebenswert. Eine gute Kohasivitat, natirlich die Transparenz,
Refraktionsstabilitdt und eine metabolische Zirkulation mit Kompartimentierung
sind Voraussetzungen [Szurman P, Frank C et al. 2009]. Praktische Aspekte
wie eine leichte Verflugbarkeit, Sterilitdt und die Mdglichkeit der Lagerung sollen
nicht vernachlassigt werden [Hockwin O. 1985]. Aus chirurgischer Sicht perfekt
ware ein Glaskorperersatz anzusehen, der zusatzlich als Medikamententrager
fur neuroprotektive und antiproliferative Substanzen fungiert.

Diese Eigenschaft ist besonders erstrebenswert, da in 75% der Falle, bei
welchen die Therapie durch primare Vitrektomie nicht gelingt, traktive
Proliferationen, welche wie in 1.2 beschrieben zu PVR fuhren, Probleme
machen [Wu WC, Kao YH, Hu DN. 2002; Szurman P, Frank C et al. 2009;
Sadaka A, Giuliari GP 2012].

Die ideale Substanz wurde noch nicht gefunden. Bei unkomplizierten
Indikationen wie einer Glaskoérperblutung gentgt es, das Auge nach der
Vitrektomie mit Ringerldsung zu fullen. Bei schwerwiegenderen Erkrankungen,
insbesondere bei Netzhautablésungen, benétigt man jedoch Materialien mit
besserer Endotamponade. Hierzu gehdren synthetische expansive
Gasgemische bestehend aus Luft und Schwefelhexafluorid, Perfluorkarbone
und Silikonél, das am haufigsten verwendete Material [Lang GK, Amann J et al.
2000; Spitzer MS et al. 2009].
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1.4 Der Medikamentenrelease

Besonders zur Behandlung der PVR erscheint eine Kombination aus
chirurgischer Vitrektomie und adjuvanter antiproliferativer Therapie z.B. mit
Kortison erstrebenswert [Szurman P, Frank C et al. 2009].

Hierbei besitzt die orale Therapie einen geringen Stellenwert, da durch die Blut
— Retina — Schranke nur geringe Mengen an Wirksubstanz zur Retina gelangen
und daneben systemische Nebenwirkungen der antiproliferativen Medikamente
wie Cushing — Symptome, Knochenmarksuppression, Infektionen, avaskulare
Nekrosen, peptische Ulzera, Psychosen, arterielle Hypertonie, Hyperglykamie
und Osteopenie auftreten kdnnen [Cheng CK et al. 1995; Brumm MV, Nguyen
QD. 2007].

Bei der lokalen Behandlung, beispielsweise durch Augentropfen gibt es
ebenfalls Barrieren wie die Kornea oder die Sklera. Zusatzlich wird hier das
Medikament durch den andauernden Tranenfilm teilweise ohne oder mit nur
geringem Effekt abtransportiert [Yasukawa T et al. 2005].

Eine direkte Platzierung im Bereich der Retina, zum Beispiel im Glaskérper,
ware deshalb von Vorteil. Fir Erkrankungen wie die Cytomegalovirusretinitis
oder die posteriore Uveitis wird eine Therapie mit Hilfe von intraokularen
Injektionen eingesetzt [Yasukawa T et al. 2005]. Die Halbwertszeit der meisten
Medikamente im Auge ist jedoch mit einigen Stunden viel zu kurz, sodass keine
ausreichende Wirkung erzielt werden kann. Vor allem bei einer direkten
Injektion stellt diese geringe Halbwertszeit ein Problem dar [Guidetti B et al.
2008]. Zusatzlich kann es bei wiederholter Injektion zu Nebenwirkungen wie
Linsenverletzungen, Glaskoérperblutung, Netzhautablésung oder
Endophthalmitis kommen [Wang C et al. 2014].

Dies ist ein erhoffter Vorteil des Release — Ansatzes. Hierbei geben
Medikamententrager Uber einen l&ngeren Zeitraum kleinere
Medikamentenmengen in einer anndhernd konstanten Konzentration an die
Umgebung ab, auf welche sie wirken sollen. Diese Medikamententrager werden
im Auge subretinal, intraskleral, im Glaskorperraum, peribulbdr oder an der

Pars Plana deponiert [Yasukawa T et al. 2005].
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Im Glaskdrperraum

Pars plana

Abb. 1: Mogliche Positionen zur Platzierung von Medikamententragern.
[Bildgrundlage Schematischer Glaskérper Hofer R. UKT Tubingen]

Recht neu ist die Nutzung des Glaskorperersatzes als Depotmedium. Vorteile
sind, dass nach einer Vitrektomie keine zusatzliche Operation bzw. Intervention
notwendig ist, eine gleichmallige Verteilung stattfindet, eventuell toxische
Wirkungen wie beispielsweise von 5 — Fluoruracil (5-FU) durch die geringen
abgegebenen Mengen stark reduziert werden und diese Mengen relativ gut
steuerbar sind [Szurman P, Frank C et al. 2009]. Auch kann nach der
Vitrektomie von einer sehr zeithahen Wirkung ausgegangen werden [Berger
AS, Cheng CK et al. 1996]. Mdoglich und sinnvoll ist der Einsatz als
Medikamententrager bei allen Ersatzsubstanzen. Die Fahigkeit zur langsamen
Abgabe ist jedoch unterschiedlich ausgepragt [Szurman P, Frank C et al. 2009].
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Zwischen Silikondl und den meisten Medikamenten besteht eine schlechte
Affinitat [Araiz JJ et al. 1993].

Es findet eine Kumulation unter der Olblase statt, wodurch an dieser Stelle die
Konzentration und somit auch die Toxizitat erhoht werden, da die meisten
antiproliferativen Medikamente intraokular eine geringe therapeutische Breite
haben [Araiz JJ et al. 1993; Szurman P, Frank C et al. 2009]. Als Beispiel wird
eine Triamcinolon — Suspension beim Einbringen in Silikondl durch Kumulation
Uber die Loslichkeitsgrenze aufkonzentriert. Hierdurch bilden sich Kristalle,
welche bei Kontakt mit der Netzhaut die apikalen Mikrovilli und die Zellmembran
der retinalen Ganglienzellen zerstoren [Spitzer MS et al. 2009]. Eine Ausnahme
bilden dabei lipophile Medikamente wie Retinolsaure. Diese I6st sich sehr gut in
Silikondl und verliert dadurch ihre toxische Wirkung [Araiz JJ et al. 1993].

Da viele Medikamente, die in der Augenheilkunde zum Einsatz kommen,
wasserloslich  sind, ware ein  hydrophiler  Glaskorperersatz  als
Medikamentenreleasesystem besser geeignet. Hier gibt es Versuche mit
sogenannten Hydrogelen. Von Vorteil ist vor allem, dass sie sich sehr
erfolgreich mit Medikamenten wie Gentamycinsulfat oder Dexamethason
beladen lassen [Kelly RM et al. 1999; Spitzer MS et al. 2008].

Zu moglichen Ansatzen der Medikamentenwirkung zahlen Modulation der Blut —
Retina — Schrankenstérung, der Zellaktivierung, der Zellproliferation, der
Fibrinbildung, der Bildung der Extrazellularmatrix und der Membrankontraktion
[Szurman P, Frank C et al. 2009]. Zu den Medikamenten, die bei der
Behandlung der diabetischen Retinopathie eingesetzt werden, zahlen unter
anderem Kortikosteroide und Antagonisten des vaskularen endothelialen
Wachstumsfaktors (VEGF) [Schwartz SG, Flynn HW Jr. 2007].
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1.5 Hyaluronséure und Hydrogele

Zur Herstellung der in 1.4 erwdhnten Hydrogele eignet sich als naturliches
Material Hyaluronsédure (HA), da sie wie in 1.1 beschrieben ein wichtiger
Bestandteil des physiologischen Glaskdrpers ist [Lang GK, Amann J et al. 2000;
Sebag J. 2014]. Zu den Vorteilen zahlen ihre Wasserloslichkeit sowie die
Mdoglichkeit des biologischen Abbaus [Miyazaki T et al. 2001; Hahn SK et al.
2004].

Aufgrund ihres verbreiteten nattrlichen Vorkommens ist die extern zugegebene
HA gut biokompatibel und wird sehr wenig von Zellen besiedelt [Hahn SK et al.
2004]. HA ist ein natlrliches lineares Polysaccharid aus der Gruppe der
Glycosaminoglycane, bestehend aus abwechselnd D — glucuronsaure und N —
acetyl — D — glucosamin mit einer 3 (1->4) Bindung [Hockwin O. 1985; Fraser
JR et al. 1997].

COOH CH_OH
1 P L L O
e I:I e L |III H l:l.- T I:ill
Ho—ar T e
HO NHCOCH, | n
Abb. 2: Strukturformel des Polysaccharids Hyaluronséaure

Das Hyaluronsauremolekil besitzt drei physiologisch  bedeutsame
Bindungsstellen. Die Erste ist eine Verbindung mit der Zelloberflache, wodurch
es zu Zellveranderungen wie Zelldifferenzierung, Proliferation, Aggregation und
Verbesserung der Zellbeweglichkeit kommen kann [Fraser JR et al. 1997;
Miyazaki T et al. 2001; Hahn SK et al. 2004]. Des Weiteren besitzt es eine
Bindungsstelle zu anderen Matrixkomponenten, vor allem zu Proteoglykanen.
Dies tragt zur Stabilisation der Gewebe bei und dient der Verteilung der
Plasmaproteine. Die Dritte ist eine variable Bindungsstelle [Fraser JR et al.
1997]. Trotz der Bindungsmoglichkeiten bleibt die HA in Gewebsflissigkeiten
frei. In der Haut und im Glaskdrper ist sie an Matrixfaden gebunden. Dort hilft

sie beispielsweise bei der Wundheilung und durch ihre Filtereigenschaften
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[Fraser JR et al. 1997]. Im Glaskorper hat HA durch die hohe Viskositat und
Viskoelastizitat  zusatzlich  eine  schitzende, stoRdampfende  und
strukturstabilisierende Wirkung [Hockwin O. 1985; Sebag J. 2014]. Diese ist
auch fir einen Glaskorperersatz wichtig. Hierzu werden aus Hyaluronsauren
und Hyaluronsaurederivaten Gelldsungen mit unterschiedlicher Viskositat und
Schwere hergestellt. Enzymreaktionen fiuhren zur Verflissigung und somit zu
einem schnellen biologischen Abbau innerhalb von 7 — 14 Tagen [Spitzer MS,
Yoeruek E et al. 2008].

Dadurch wird dem Patienten ein zweiter Eingriff zur Entfernung des
verabreichten Glaskoérperersatzes erspart [Kiernan DF, Mieler WF. 2009].

Die Tamponade wird bei diesen Hydrogelen durch das Zusammenwirken von
Viskositat, Kohasivitat und osmotischem Quelldruck erzielt. Da es sich um
einen hydrophilen Glaskorperersatz handelt, ist eine homogene Andruckkraft im
oberen und unteren Bereich der Netzhaut gewéhrleistet [Szurman P, Frank C et
al. 2009]. Auch bietet der hydrophile Charakter eine gute Voraussetzung zum
Einsatz als Medikamententrager. Hydrophile Substanzen wie Dexamethason
konnen diesem Glaskérperersatz zugegeben werden. Hydrogel besitzt einen
wasserahnlichen refraktiven Index sowie eine gute optische Transparenz. Den
erforderlichen Quelldruck gewéhrleistet die starke Wasserbindung der
polyanionischen Makromolekile, ahnlich den natirlichen Verhaltnissen im
Glaskdrper [Szurman P, Frank C et al. 2009].

Zwei Gele, das Healon aus 1% und das Healon 5 aus 2,3% Natriumhyaluronat
werden bereits kommerziell hergestellt. Das Auftreten von Nebenwirkungen
durch Hydrogele beschrankt sich bis jetzt auf Druckspitzen. Sonst konnten noch
keine nennenswerten unerwinschten Wirkungen beobachtet werden [Spitzer
MS, Yoeruek E et al. 2008].

Im Gegenteil, es besteht eine gute Toleranz und im Regelfall keinerlei
Entziindungsreaktion [Spitzer MS, Yoeruek E et al. 2008]. Es konnte sogar eine
Reduktion der sterilen Endophthalmitis beobachtet werden [Lee SS, Robinson
MR. 2009]. Durch Bestrahlung mit UV — Licht lasst sich HA quervernetzen.
Dadurch kann ein stabiles quervernetztes klares Gel hergestellt werden [Frank
C. 2010].
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1.6 Dexamethason

Dexamethason ist ein hydrophiles Glukokortikoid, welches eine 75-mal héhere
antiproliferative Wirkung besitzt als Kortikosteron [Machemer R et al. 1979].

Sie wird als hochste bekannte relative Wirkung betrachtet [Kiernan DF, Mieler
WEF. 2009].

,OH

o]y

New

Abb. 3: Strukturformel des Glukokortikoids Dexamethason. Man erkennt an
den doppelt gebundenen Sauerstoffatomen und den OH — Gruppen
den hydrophilen Charakter.

Haufig wird Dexamethason in Verbindungen als Dexamethasonphosphat oder
Dexamethasonalkohol verwendet. Die Vertraglichkeit fir das Auge scheint sehr
gut zu sein. Nebenwirkungen wie Glaukom und Katarakt treten seltener auf als
bei anderen Kortikosteroiden [Kiernan DF, Mieler WF. 2009]. Die biologische
Halbwertszeit im Auge ist mit 3,48- 5,5 Stunden sehr kurz [Cheng Ck et al.
1995; Wang C et al. 2014].

Neben der antiproliferativen Wirkung hat Dexamethason auch Uber die
Beeinflussung von VEGF und des Gefallwachstumsfaktor (Angiogenetic
Growth Factor) eine entzindungshemmende Wirkung [Kiernan DF, Mieler WF.
2009; Medeiros MD, Postorino M et al. 2014]. Dies ist eine Eigenschaft, die es
mit allen Kortikosteroiden teilt, genau wie die Fahigkeit, die Blut — Retina —
Schranke zu stabilisieren. [Cheng Ck et al. 1995].
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1.6.1 Dexamethason im Vergleich mit Triamcinolonacetonid

Wegen seines geringen Ldslichkeitsgleichgewichts von 82 uM (36 pg/ml) wurde
Triamcinolonacetonid in den 1990 gern als sogenanntes Kenalog 40™ im off —
label Gebrauch nach einer Operation der PVR als Depotpraparat injiziert.
Dadurch wurden postoperative Komplikationen, vor allem das Makuladdem,
reduziert [Szurman P, Frank C et al. 2009]. Triamcinolonacetonid ist ein
weiteres wichtiges Glukokortikoid und gleichzeitig Mineralkortikoid.

Hierbei handelt es sich um ein lipophiles Derivat von Triamcinolon, welches
meist in Form von Kristallen vorliegt. Im Auge zeigt die kristalline Form eine

verlangerte Halbwertszeit [Kiernan DF, Mieler WF. 2009].

OH OH OoH aH
3N 3
O 'i____ -- O: — —— 3
\=( { " OH (N Ton
"/J\OH Y OH o
Abb. 4: Triamcinolon (li) und sein lipophiles Derivat Triamcinolonacetonid

(re). Durch den Verlust der freien OH — Gruppen ist es so gut wie

nicht wasserldslich. In wassrigem Milieu bildet es Kristalle.

Nach einer Injektion von 0,3 mg/0,1 ml Triamcinolonacetonid im Versuch mit
Kaninchenaugen betrug die Halbwertszeit nach Vitrektomie 1,57 Tage und
ohne Vitrektomie 2,89 Tage, was ein Vielfaches der Verweildauer von
Dexamethason bedeutet [Guidetti B et al. 2008]. Triamcinolon wirkt ebenfalls
antiproliferativ, wenn auch etwa flinfmal geringer als Dexamethason [Szurman
P, Frank C et al. 2009; Kiernan DF, Mieler WF. 2009; Wang C et al. 2014].
Triamcinolonacetonid ist nicht zytotoxisch, solange die Kristalle keinen direkten
Kontakt mit den Zellen haben. Besteht jedoch ein direkter Kontakt, kommt es
bereits ab einer Konzentration von 57,9 ug/ml zu einem schnell

voranschreitenden, dosisabhangigen Zelltod der Gliazellen [Szurman P et al.
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2006]. Da die Toxizitat in vivo weniger zu beobachten ist als in vitro, wurde
geschlossen, dass es einen Schutzmechanismus geben muss. Eine
Bestatigung hierflr zeigte der Versuch mit einer Bedeckung der Zellen mit
Glaskorper, bei dem keine Zellen abstarben [Szurman P et al. 2007]. Dieser
Schutz des Glaskorpers fehlt jedoch nach einer Vitrektomie, weshalb man
hierbei zuriickhaltend mit Triamcinolon und seinen Derivaten sein sollte.
Insgesamt ist Dexamethason vor allem auf langere Sicht deutlich besser
biokompatibel, was auch mit seiner besseren Wasserl6slichkeit zusammen
hangt [Szurman P et al. 2006]. Bei der Behandlung mit Triamcinolonacetonid
treten Nebenwirkungen wie Hypertonie mit sekundéarem Offenwinkelglaukom,
Netzhautablésungen, Linsenverletzungen und Glaskdrperblutungen auf
[Schwartz SG, Flynn HW Jr. 2007].

Durch Zugabe von Dexamethason zu Healon, einem Hydrogel, konnten Spitzer
et. al. keine Anderung der Klarheit und Viskositat feststellen, wahrend
Triamcinolon darin Kristalle bildete, welche zu einer Tribung fahrten. Aufgrund
der schlechten Wasserloslichkeit lag die maximale Konzentration des
Triamcinolon im Steady State nur bei 30 pg/ml. Vom wasserloslichen
Dexamethason konnten dagegen hohere Konzentrationen von 4 — 20 mg/ml in
BSS (balanced salt saline) und phosphatgepufferter Salzlésung (PBS)
eingesetzt werden. Die antiproliferative Wirkung war bei dem Gel mit
Dexamethason signifikant, wahrend Triamcinolon nur schwach die Proliferation
der Fibroblasten unterdriickte [Spitzer MS et al. 2008].

1.6.2 Dexamethason in der Augenheilkunde

Schon frih wurden Kortikosteroide am Auge angewandt [Machemer R, Sugita
G, Tano Y. 1979]. Sie werden eingesetzt, um Entzindungen zu unterdriicken,
Makulabdeme zu reduzieren und Gefél3neubildungen zu verhindern. Des
Weiteren kommt es durch ihre Anwendung zur Verbesserung der Sehscharfe
und Verringerung der Makuladicke in der OCT — Messung bei Patienten mit
diabetischem Makuladdem [Kiernan DF, Mieler WF. 2009]. Durch Machemers
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Publikation wurde 1979 zum ersten Mal der Glaskorper als Reservoir fur
intravitreale Kortikosteroide beschrieben [Machemer R, Sugita G, Tano Y.
1979]. Daraufhin begann man, Medikamente direkt in den Glaskdrperraum zu
injizieren und erreichte so eine hohe lokale Konzentration bei niedrigen bis
fehlenden systemischen Nebenwirkungen [Szurman P, Frank C et al. 2009].
Dafur traten lokale Nebenwirkungen wie Ptosis, Lidodem, Konjunktivablutung,
Hornhautédem, Glaskérperblutung, Makulaédem, Retinablutung, Hypotonie,
Chemosis oder Glaskérpertribung auf [Kiernan DF, Mieler WF. 2009].

In spéateren Versuchen mit Kaninchen konnte gezeigt werden, dass durch den
Einsatz von Dexamethason die Zahl der Membranen, die Zug auf die Retina
ausuben, reduziert und so die traktionsbedingten Netzhautablésungen seltener
wurden [Joussen AM et al. 2007]. Durch den Einsatz einer Spullésung
bestehend aus 500 ml BSS, 500 Einheiten Heparin und 2 mg Dexamethason,
die wahrend der Vitrektomie eingesetzt wurde, konnte in einer kontrollierten
randomisierten Pilotstudie eine Reduktion der Proliferationsrate und eine
Verringerung der Hypotonie erreicht werden. Die Wahrscheinlichkeit einer
erneuten Ablosung der Netzhaut wurde, verglichen mit der Referenzgruppe, um
etwa 30% gesenkt [Williams RG et al. 1996]. Glaskérperblutungen traten dabei
vermehrt auf, was jedoch keinen Einfluss auf das Endergebnis in Bezug auf
Netzhautanlage und Visus hatte [Williams RG et al. 1996].

Auch in einem weiteren Versuch fihrte die Injektion einer Lésung mit 1 mg
Dexamethasonalkohol in Kaninchenaugen mit provozierter Proliferation durch
injizierte Fibroblasten zu einer deutlich geringeren Zahl an Netzhautablésungen
(24% vs. 57% bei nur mit Fibroblasten infizierten Augen) [Machemer R, Sugita
G, Tano Y. 1979]. Ein weiterer Vorteil in der Nutzung von Kortikoiden wahrend
einer Pars — Plana — Vitrektomie ist ihre Fahigkeit, die Glaskorperbasis sichtbar
zu machen und so bei der Entfernung von epiretinalen Membranen hilfreich zu
sein [Kiernan DF, Mieler WF. 2009].

Erprobte Formen fir postoperativ eingesetzte Medikamententrager sind
Stabchen, Kugeln, Scheiben oder aufgesetzte Pfropfen [Yasukawa T et al.
2004; Guidetti B, et al. 2008]. Auch ist eine Verbindung mit Komedikamenten (=

konjugierte Medikamente), bei der die festen Kristalle des einen Medikaments
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als Reservoir fur das l6sliche Medikament dienen mdglich [Guidetti B et al.
2008]. Es werden stets beide Medikamente in konstanten Konzentrationen
abgegeben, was den toxischen Effekt der einzelnen Medikamente bei einer
additiven Wirkung reduziert [Berger AS et al. 1996]. Es gibt bereits Ansatze mit
einer Kombination von Triamcinolonsaure und 5-FU, bei der beide unabhéngig
voneinander Uber einen Monat abgegeben werden. Im Tiermodell konnte
dadurch das Voranschreiten einer proliferativen Retinopathie verhindert, sowie
die Inzidenz der Netzhautablésung von 89% auf 30% an Tag 14 nach der
Injektion reduziert werden [Mansoor S et al. 2009]. Auch Dexamethason wurde
mit 5-FU kombiniert, was eine Inhibition der traktiven Netzhautablosung von
70% auf 20% an Tag 13 nach der Injektion bewirkte [Berger AS et al. 1996].

Kuppermann et al. versuchten bereits 2007 ein intravitreales Release-System
mit Dexamethason herzustellen. In einer randomisierten Studie mit Patienten
mit persistierenden Makulaédemen unterschiedlicher Genese und daraus
resultierendem Visusverlust zeigten sie nach 90 Tagen eine Besserung der
Sehscharfe um 10 Buchstaben bei 35% der Patienten mit einem Release von
700 pg Dexamethason, bei 24% der Patienten mit 350 pug und nur 13% bei der
Kontrollgruppe, die mit Laser Photokoagulation, dem Standard, behandelt
wurden. Signifikant war leider auch der vermehrte Anstieg des intraokularen
Drucks in der Medikamentengruppe (11% hatten einen Anstieg von mind. 10
mmHg gegen 2% der Kontrollen). Meist handelte es sich aber um
vorubergehende Prozesse ohne Langzeitwirkung [Kuppermann BD et al. 2007].
Ein Vorteil beim Einsatz des Implantats besteht darin, dass es hierbei nicht, wie
bei der Standardbehandlung mit Laser, zur Retinazerstérung ohne
Verbesserung der Sehscharfe kommen kann [Lee SS, Robinson MR. 2009].

Ein implantierbares Préparat mit 0,59 mg Fluocinolonacetonid, genannt Retisert
™(Bausch & Lomb, Rochester, NY), hat in den USA bereits eine Zulassung fiir
die Therapie der nicht infektiobsen posterioren Uveitis [Kuno N, Fujii S 2012;
Zhang X et al. 2014]. Es handelt sich um ein Implantat welches als
Tragersubstanz ein nicht abbaubares Silikonelastomer besitzt, das in der Pars —
Plana — Region festgendht wird. Das Medikament wird Gber ungefahr 30

Monate abgegeben, wobei die zugegebene Menge fur die Kinetik der Abgabe
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nicht von Bedeutung ist, sondern nur die jeweils abgegebene Gesamtmenge
beeinflusst. In der momentanen Konzentration betragt die Abgabe 0,5 pg pro
Tag [Brumm MV, Nguyen QD. 2007; Lee SS, Robinson MR.2009; Kiernan DF,
Mieler WF. 2009; Zhang X et al. 2014]. Ebenso wie bei lluvien™ (Alimera
Sciences, Alpharetta, GA), ein ebenfalls nicht abbaubares Stadbchen haben die
Patienten mit Uveitis weniger Rezidive und eine verbesserte Sehschéarfe,
jedoch kam es bei héheren Dosen zu einer Erhéhung des intraokularen Drucks
[Kiernan DF, Mieler WF. 2009; Zhang X et al. 2014]. Insgesamt war die
Wirksamkeit im Vergleich zu den Kosten und dem Nebenwirkungsprofil zu
gering.

Das Praparat Ozurdex'™ (Allergan INc, Irvine, CA) enthalt 700 g
Dexamethason, welches Uber einen Zeitraum von 1 — 6 Monaten abgegeben
wird, mit einem Peak nach etwa 2 Wochen [Kuppermann BD et al. 2007,
Banerjee PJ et al. 2013; Medeiros MD et al. 2014]. Der Trager ist ein
stabférmiges Kopolymer aus Milchsaure und Glycolsaure, welches vom Kérper
vollstdndig abbaubar ist Kuppermann BD et al. 2007; Kiernan DF, Mieler WF.
2009]. Es besitzt eine Zulassung zur Therapie des diabetischen Makuladdems,
wobei es den Uberzeugendsten Effekt aufweist und in den USA zur Therapie
des Maculabdem nach Retinalvenenthrombose und nicht infektioser posteriorer
Uveitis [Jonas JB, Sofker A. 2001; Banerjee PJ et al. 2013; Medeiros MD et al.
2014]. Lokale und systemische Nebenwirkungen sind selten und gut
beherrschbar [Banerjee PJ et al. 2013]. Es kann zu erh6htem Augeninnendruck
sowie zu subkonjunktivalen Blutungen kommen [Kiernan DF, Mieler WF. 2009].
In bis zu 50% bildet sich eine Katarakt [Wang c et al. 2014]. Aktuell findet die
Auswertung einer Phase Il Studie zur Zulassung von Ozurdex™ (Allergan INc,
Irvine, CA) zur Therapie der PVR statt [Banerjee PJ et al. 2013].

Auch Triamcinolonacetonid wird eingesetzt. I-vation™ (SurModics, Inc., Eden
Prairie, MN) besteht aus einer nicht abbaubaren Helix aus Titan, welche mit 925
Mg  Triamcinolonacetonid sowie einem  speziellen  Gemisch  aus
Polybutylmethacrylat und Polyethylenvinylacetat Polymeren, welche die Menge
und Dauer der Medikamentenabgabe beeinflussen, Uberzogen ist [Lee SS,
Robinson MR. 2009; Kuno N, Fujii S 2012].
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So ist durch Variation der Zusammensetzung eine Anpassung der
Abgabedauer zwischen 6 Monaten und 2 Jahren moglich [Lee SS, Robinson
MR. 2009; Kuno N, Fujii S 2012]. Hier zeigten sich ebenfalls frih eine
Reduktion der Retinalverdickung und eine Verbesserung der Sehscharfe. Diese
verlor sich jedoch uber langere Zeit wieder, vermutlich aufgrund einer
sekundaren Katarakt. Eine weitere Komplikation ist die Konjuktivalblutung
[Kiernan DF, Mieler WF. 2009]. Dies konnte ein Grund fir eine fehlende
Fortsetzung der klinischen Studien sein [Kuno N, Fujii S 2012].

Insgesamt kommt es noch recht haufig zu Nebenwirkungen beim Einsatz der
Implantate. Bei den neueren Dexamethasonimplantaten konnte die Entziindung
besser kontrolliert werden und es kam weniger zu Katarakt, Hypotonie und
Neovaskularisation der Hornhaut als friher. In einem Versuch von Cheng et al.
wurde ein Auge mit diesem Implantat und das andere Auge zur Kontrolle
konventionell behandelt. In dem mit Dexamethason behandelten Auge kam es

seltener als am Kontrollauge zu Nebenwirkungen [Cheng CK et al. 1995].

1.7 Bevacizumab

Zunehmend werden zur Therapie von Krebserkrankungen Antikdrper gegen
den vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF) verwendet [Mason JO
3" et al. 2010]. VEGF ist ein Cytokin, welches der wichtigste Induktor der
Angiogenese ist [Mansoor S et al. 2009]. Diese ist besonders wichtig in der
embryonalen Entwicklung, aber auch fir das Knochenwachstum und die
Fortpflanzung [Ferrara N et al. 2003]. VEGF wird unter anderem von
Pigmentepithelzellen, GefalRendothelzellen, Neuronen, Millerzellen und
ausgewachsener Retina produziert [Sari A et al. 2009]. Problematisch wird die
Wirkung bei der pathologischen Angiogenese z.B. durch den Einfluss von
Tumoren. Diese neuen GefalRe haben eine hohere Durchlassigkeit, und auch
die schon bestehenden Gefal3e werden durch eine lokal hohe VEGF — Wirkung
durchlassiger [Spitzer MS et al. 2006; Weiss K et al. 2009].
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Wahrend das Isomer VEGF — A besonders die Angiogenese induziert,
stimulieren VEGF — C und VEGF — D zusatzlich die Lymphangiogenese
[Ferrara N et al. 2003; Yang H et al. 2010]. Rosenfeld hatte als erster die Idee,
durch Anti — VEGF - Antikérper die Neovaskularisation zu verhindern,
ursprunglich zur Unterdrickung von Tumorwachstum [Rosenfeld PJ et al.
2005]. In vielen Tumoren besteht eine Uberexpression von VEGF, das vom
Tumor selbst, als Reaktion des Immunsystems, oder von der durch den Tumor
auftretenden Hypoxie herrihrt. Wenn man es blockiert, fuhrt dies zu einem
geringeren Tumorwachstum und zu einer besseren Wirkung von
Chemotherapeutika [Jubb AM, Harris AL. 2010]. In Studien konnten eine
Tumorverkleinerung von bis zu 95% beobachtet werden [Nowosielski M et al.
2010]. Die BlutgefalRe normalisierten sich und waren nun nicht mehr
durchlassig [de Groot JF et al. 2010].

Vertreter der Anti — VEGF — Medikamente sind das Aptamer Pegaptanib
(Macugen, Eyetech/Pfizer) und die rekombinierten, humanisierten
Antikdrperfrabmente bzw. Antikdrper Ranibizumab (Lucentis,
Genentech/Novartis) und Bevacizumab (Avastin, Roche) [Ferrara N et al. 2004].
Bevacizumab ist ein rekombinanter, humanisierter monoklonaler 1gG1 -
Antikorper, der alle funf bekannten VEGF - Subtypen bindet und sie so
unterdrickt [Sari A et al. 2009]. Er blockiert das Aktivitdtszentrum und
verhindert so eine Reaktion mit anderen Antikorpern [Yang H et al. 2010].
Aufgebaut ist der Antikdrper aus 93% menschlichen und 7% Proteinsequenzen
der Maus [Yang H et al. 2010]. Im Kérper hat er eine Halbwertszeit von 17 bis
21 Tagen [Ferrara N et al. 2004]. Zu méglichen systemischen Nebenwirkungen
von Bevacizumab z&hlen vor allem thrombembolische Ereignisse oder Infarkte
[Jaissle GB et al. 2009; Arevalo JF et al. 2010]. Bei der Ublichen systemischen
Gabe von 5 — 15 mg/kg kann es zusatzlich zu Perforationen im
Gastrointestinaltrakt, verminderter Wundheilung, Hamorrhagien in vielen
Organen, Proteinurie, Fistelbildung auch aul3erhalb des Gastrointestinaltrakts,
arteriellen thrombemolischen Ereignissen und Hypertonie kommen [Ferrara N
et al. 2004; Yasukawa T et al. 2004; Tarantola RM et al. 2010].
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Wie die anderen VEGF — Antikorper ist Bevacizumab hydrophil und so in einer
klaren LOsung erhaltlich [Joussen AM et al.2007]. Er ist im Vergleich zu

anderen Therapeutika recht preiswert [Kiernan DF, Mieler WF. 2009].

1.7.1 Bevacizumab in der Augenheilkunde

Seit 2005 wird Bevacizumab als sogenanntes Off — Lable — Medikament zur
Therapie unterschiedlicher Augenerkrankungen mit einer Uberexpression von
VEGF eingesetzt [Rosenfeld PJ et al. 2005]. Diese pathologisch hohe
Konzentration fihrt zu einer erhdhten Gefal3durchlassigkeit, erniedrigter Blut —
Retina — Schranke, Gefal3proliferationen in das subretinale Pigmentepithel oder
in den subretinalen Raum, Retinaddem und Wachstum von Neuronen im
Sehzentrum. Zu den Erkrankungen gehoren unter anderen die neovaskular
altersbedingte Makuladegeneration, die proliferative diabetische Retinopathie
und das zystisches Makuladdem nach retinalen Verschlissen [Spitzer MS et al.
2006; Schwartz SG, Flynn HW Jr. 2007; Sari A et al. 2009; Tarantola RM et al.
2010; Mason JO 3" et al. 2010].

Erfolge der Therapie mit Bevacizumab sind ein stabiler oder verbesserter Visus,
geringere Makuladicke in der OCT, Reduktion der zystischen Makulopathie und
weniger Lecks im Angiogramm [Weiss K et al. 2009; Mansour AM et al. 2009;
Lee SS, Robinson MR.2009]. Jungere Patienten ohne grolRe
Entziindungsaktivitdt konnten sogar eine vollstdndige Regression erreichen
[Mansour AM et al. 2009]. Diese Ergebnisse waren nach zwei Jahren stabil
[Arevalo JF et al. 2010]. Desweiteren konnte ein geringeres Glaukom — und
Kataraktrisiko beobachtet werden [Lobo AM et al. 2010]. Jaissle et al. verfolgten
die Entwicklung der Therapiefolgen bei zentralem Retinalvenenverschluss fir
ein Jahr und fanden eine signifikante Verbesserung von Sehschéarfe und
zentraler Retinadicke [Jaissle GB et al. 2009].
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Im Vergleich der VEGF- Antikdrpern erreichten Bevacizumab und Ranibizumab
bei der intravitrealen Anwendung in der Therapie bei altersbedingter
Makuladegeneration eine bessere Wirkung als Pegaptanib [Solomon SD,
Lindsley K et al. 2014]. Zwischen den beiden humanisierten Antikérpern konnte
im direkten Vergleich kein wesentlicher Unterschied in der Wirkung festgestellt
werden [Solomon SD, Lindsley K et al. 2014]. Es bedarf nun der Abwégung der
Zulassung von Ranibizumab gegen den preislichen Vorteil von Avastin
[Solomon SD, Lindsley K et al. 2014]. Auch fir die Therapie des Makuladdem
auf dem Boden einer Zentralvenenthrombose konnte ein Vorteil der
intravitrealen Injektion von VEGF — Antikdrpern beobachtet werden [Braithwaite
T, Nanji AA et al. 2014].

Platziert werden die Injektionen z.B. in den unteren temporalen Quadranten, 3,5
— 4 mm vom kornealen Rand entfernt mit einer 30er Nadel, oder 3 mm hinter
dem Limbus in die mittlere Glaskdrperhdhle in den oberen nasalen Quadranten,
oder durch die Pars Plana [Sari A et al. 2009; Jaissle GB et al. 2009; Mason JO
3rd et al. 2010; Tarantola RM et al. 2010]. Dadurch zeigt diese Therapie alle
Probleme einer intravitrealen Injektion wie intraokulare Druckerh6hung und
Blutung [Arevalo JF et al. 2010]. Weitere Nebenwirkungen sind, Katarakt und
Pseudoendophthalmitis [Mansour AM et al. 2009; Schwartz SG, Flynn HW Jr.
2007].

Die Vorteile der lokalen Therapie sind z. B. weniger thrombembolische
Ereignisse, Bluthochdruck und andere systemische Nebenwirkungen. Nach
einem Tag waren nur 4% der intravitreal injizierten Dosis im Blut nachweisbar,
was damit zusammen hangen konnte, dass Bevacizumab ein recht grof3es
Molekul ist und so weniger in den Blutkreislauf Ubertritt [Sari A et al. 2009].
Insgesamt kommt es bei der Therapie zu sehr wenigen Komplikationen [Mason
JO 3% et al. 2010; Solomon SD, Lindsley K et al. 2014].

25


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=

1.8 Ziel der Dissertation

Das Ziel dieser Arbeit war herauszufinden, ob sich ein von Frank et al. neu
entwickeltes Gel auf der Basis quervernetzter HA als Medikamententrager
eignet und dessen Eigenschaften in der Abgabe zu beurteilen [Frank C. 2010].
In friheren Versuchen testeten Spitzer et. al., ob sich Healon, ein Hydrogel, als
Medikamententrager eignet. Nach Zugabe von Dexamethason konnten sie
keine Anderung der Klarheit und Viskositat feststellen. Die Abgabe des
Dexamethason wurde photometrisch Uber 2 — 6 Tage gemessen. Nach einem
leichten initialen Flush folgte eine hohe Abgabe Uber fast 2 Tage und nach 44
Stunden ein Steady State mit kontinuierlicher diffusionskontrollierter Abgabe,
proportional zur Zeit im Quadrat. Nach sechs Tagen blieben 10% des
Medikamentes im Healon zurtick. Die antiproliferative Wirkung war erhalten
[Spitzer MS et al. 2008]. Eine Abgabe innerhalb von sechs Tagen erschien zu
kurz, vor allem zur Therapie der PVR. Winschenswert wére eine verlangsamte
und verlangerte Abgabe. Die Idee, auf welcher diese Arbeit beruht, bestand
darin diese langsamere und langere Abgabe durch Einbinden von
Dexamethason in das Gel aus quervernetzter HA zu erreichen.

Um weitere Mdoglichkeiten zum Medikamentenrelease zu testen, wurde
zusatzlich die Dauer und Menge der Abgabe aus diesem Gel aus
qguervernetzter Hyaluronsaure nach Zugabe von Bevacizumab untersucht.
Durch dessen antiproliferative Wirkung mit positiver Auswirkung auf Sehschéarfe
und Makuladicke werden ebenfalls gro3e Hoffnungen in diese Therapie gesetzt.
Sollte sich das quervernetzte Gel als geeigneter Medikamententrager erweisen,
wurde dies einen grol3en Schritt in der antiproliferativen Therapie, besonders
der PVR, bedeuten.
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2. Material und Methodik

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

- 100% Essigsaure Merck
- 1-vinyl-2-pyrrolidinone Sigma-Aldrich Chemie GmbH V-3409
- 12 — Topfchenplatten (well — Platten) Costar
- 2-Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin Sigma-Aldrich Chemie GmbH H-107
- 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium Bromid (MTT)

Sigma Nr. 5655
- 96 — Topfchenplatten (well — Platten) Costar

- Aceton Sigma-Aldrich Chemie GmbH 24201
- ARPE - 19 - Zellen ATCC,Manassas, VA, USA

- Avastin Roche

- BSA (Albumin from bovine serum)  SIGMA A 3803-10G

- Color Reagent A (H205) R&D Systems Part No 895000

- Color Reagent B (Tetramethylbenzidine)
R&D Systems Part No 895001

- D-PBS GIBCO REF: 14190-094
- Dexamethason soluble water Sigma-Aldrich Chemie GmbH D-2915
- DMSO Merck

- Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (D-MEM)
GIBCO REF: 31885-023

- Eppendorfcups 2 mi Eppendorf

- Foetales Kalberserum GIBCO REF: 10270-106

- Glaspipetten (5 ml, 10 ml, 50 ml) Eppendorf

- Humanes VEGFg5 ReliaTech Cat. No. 300-036

- Hyaluronsaure (from Rooster comb) Sigma-Aldrich Chemie GmbH H-5388
- Irgacure 2959 Bodo Miuller Chemie GmbH Batch-Nr.

09907010




- Insulinspritze

- Methacrylsaure-glycidylester

- Paraffinstreifen

- Penicilin — Streptomycin — Losung
- Pipettenspitzen (20; 100; 1.000 pl)
- Rabbit anti-Human IgG

- SDS

- Spritzen (10; 20 ml)

- Sterilfilter (0,22; 0,45 pm)

- Stop Solution (Schwefelsaure)
- Tetrabutylammoniumbromid

- Triethylamin

Braun U-40 Ref 9161309V

Fluka Nr. 64161

Excel Scientific Cat No 100SEAL PLT
GIBCO Cat. No. 15070-063

Greiner bio — one

Advanced Targeting Systems

Cat. No. AB-326

Roth Nr. 2326.2

Greiner bio — one

Millipore Corporation USA

R&D Systems Cat No DY994
Sigma-Aldrich Chemie GmbH 19,3119
Fluka Nr. 90335

- Trypsin/EDTA (0,05% Trypsin, 0,02% EDTA)

- Wagepapier

- Waschpuffer

- Zellkulturflaschen Cellstar

- Zellkulturplatten

- Zentrifugenréhrchen (15; 50 ml)

2.1.2 Geréate und GefalRe

- Abzug

- Becherglas (50; 150; 600 ml)
- ELISA — Reader

- Erlenmeyerkolben 1.000 ml
- Feinwaage

- HPLC Saule

-  HPLC-System

- Kihlschrank

GIBCO, L3224

Macherey — Nagel

R&D Systems Part No 895003
Greiner bio — one

Greiner bio — one Cat. No 655101

Greiner bio — one

Schuster

Schott

SLT 400 ATX u.

Sinox

Sartorius LA 120 S

GROM SIL ODS 5ST

P4000, Finnigan MAT, San Jose, CA
Liebherr
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- Magnetruhrer Heidolph; Reax 1R

- Messkivette Hellma 101 QS

- Multikanalpipette 20 ul Eppendorf

- Neubauer — Zahlkammer Neubauer - Assistent

- Photometer Pharmacia Biotech Ultrospec 1000
- Pipette (20; 100; 1.000 pl) Eppendorf

- Pipettierhilfe BRAND, accu jet

- Rad neolLab 2-1175

- Schuttelmaschine CAT SH 26

- Spatel Bodem 18/8

- Sterilbank Kendro

- Ultraschall — Bad Bandelin Sonorex TK52

- UV - Lampe Sellas 1200/220 Sellasol 1 Nr. 100498
- Vakuumpumpe Sartorius Midisort 2000

- Vortex Heidolph

- Wasserbad GFL

- Zellkulturschrank/CO, — Inkubator Heraeus

- Zentrifuge Heraeus Biofuge fresco

2.1.3 Lésungen und Verdinnungsreihen

Verdinnungsreihe 1 von Dexamethason soluble water

Mit Hilfe des Vortex wurde eine Verdinnungsreihe von Dexamethason soluble

water nach Tabelle 1 hergestellt. Dabei wurden die Verdinnungen jeweils aus

einer Stammldsung mit einer Konzentration von 1 mg/ml gemischt.




Tabelle 1: Herstellung einer Konzentrationsreihe aus Dexamethason soluble

water zur Erstellung der Eichreihe in 2.2.1.

Konzentration Dexamethason soluble water | PBS Probe

Stammlésung 1 mg/ml 10 mg 10 ml

Stammldsung 1 mg/ml

500 pg/mi 1ml 1ml DEX 1

300 pg/mi 0,6 ml 1,4ml | DEX?2

200 pg/ml 0,4 ml 1,6 ml DEX 3

150 pg/ml 0,3 ml 1,7ml | DEX4

Stammloésung 100 pg/ml 1mi 9 ml DEX 5
Stammldsung 100 pg/ml

40 pg/mi 0,8 ml 12ml | DEX6

30 pg/ml 0,6 ml 1,4ml | DEX7

20 pg/ml 0,4 ml 1,6 ml DEX 8

15 pg/ml 0,3 ml 1,7ml | DEX9

Stammldésung 50 pg/ml 5ml 5ml DEX 10
Stammldsung 50 pg/ml

10 pg/ml 0,4 ml 1,6 ml | DEX 11

5 ug/ml 0,2ml 1,8 ml | DEX 12

Stammldésung 25 pg/ml 1 ml 1ml DEX 13

Stammlésung 50 pg/ml

2,5 ug/ml 0,2 ml 1,8ml | DEX 14

Da in ,Dexamethason soluble water® nur eine Konzentration von 65 mg
Dexamethason/g enthalten war, musste die Konzentration der Proben

umgerechnet werden.




Tabelle 2: Umrechnung der Konzentrationen von Dexamethason soluble water
der Konzentrationsreine aus Tabelle 1 auf die tatsachlich

enthaltene Dexamethasonkonzentration.

Konzentration

Probe | Dexamethason soluble water | Dexamethasonkonzentration
DEX 1 500 pg/mi 32,5 ug Dexamethason/ml
DEX 2 300 pg/mi 19,5 pg Dexamethason/mi
DEX 3 200 pg/mi 13 pg Dexamethason/ml
DEX 4 150 pg/ml 9,75 pg Dexamethason/mi
DEX 5 100 pg/ml 6,5 ug Dexamethason/ml
DEX 6 40 pg/ml 2,6 pg Dexamethason/ml
DEX 7 30 pg/ml 1,95 pg Dexamethason/ml
DEX 8 20 pg/ml 1,3 pg Dexamethason/ml
DEX 9 15 pg/ml 0,975 pg Dexamethason/ml
DEX 10 50 pg/ml 3,25 pg Dexamethason/mi
DEX 11 10 pg/ml 0,65 pug Dexamethason/ml
DEX 12 5 pg/ml 0,325 pg Dexamethason/ml
DEX 13 25 pg/ml 1,625 pg Dexamethason/ml
DEX 14 2,5 ug/ml 0,16 ug Dexamethason/ml

Jeweils 2 ml Lésung wurden gut auf dem Vortex gemischt und anschlief3end in
das Ultraschall — Bad gestellt. Die Extinktion wurde wie in 2.2.2 beschrieben

gemessen. Daraus entstand die Eichreihe fur die Dexamethasonkonzentration.

Verdunnungsreihe 2 von Dexamethason soluble water

In 8 ml PBS wurden 1,23 g Dexamethason soluble water durch schitteln auf
dem Vortex gelést und anschlie@end mit einem 0,45 pum Filter unter der
Sterilbank sterilfiltriert. Da Dexamethason soluble water eine Konzentration von
65 mg Dexamethason/g enthielt, entsprach dies einer

Dexamethasonkonzentration von 10 mg/ml. Aus dieser Stammlosung wurde
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entsprechend Tabelle 3 eine Konzentrationsreihe zur Erstellung der Eichreihe in
2.2.6. durch Verdinnung mit sterilem PBS unter der Sterilbank hergestellt.

Je 3 ml der Konzentrationen wurden gut gemischt und pro Versuchstag wurden
pro Konzentration 100 ul in jeweils 12 Vertiefungen gegeben. Zusatzlich wurden
auf jeder Platte 12 Vertiefungen mit 100 pl sterilem PBS gefillt, um die

Proliferation ohne Zugabe von Dexamethason beurteilen zu kdnnen.

Tabelle 3: Herstellung einer Dexamethasonkonzentrationsreihe zur Erstellung
der Eichreihe in 2.2.6.

Dexamethasonkonzentration | Dexamethason soluble water PBS
Stammlésung 10 mg/ml 1,23 ¢ 8 ml
Stamml6sung 10 mg/ml
5 mg/ml 1,5ml 1,5mi
4 mg/ml 1,2 ml 1,8 mi
3 mg/ml 0,9 ml 2,1 ml
2 mg/ml 0,6 ml 2,4 ml
Stammloésung 1 mg/ml 0,6 ml 5,4 ml

Stamml6sung 1 mg/ml

0,5 mg/ml 1,5ml 1,5mi
0,3 mg/ml 0,9 ml 2,1 ml
0,1 mg/ml 0,3 ml 2,7ml

MTT — LOsung 1

MTT wurde mit einer Konzentration von 5 mg/ml in PBS gelést und
anschlieBend auf dem Rad suspendiert. Da MTT sehr lichtempfindlich ist,
wurde das Zentrifugenrdhrchen mit der Suspension dauerhaft mit Alufolie
umschlossen.

Nach einer Stunde wurde die Losung mit einer 10 ml Spritze durch einen 0,22
um Filter unter dem Abzug sterilfiltriert. Die Lésung wurde im Kuihlschrank

aufbewabhrt.

32



MTT — LOsung 2
In einem Erlenmeyerkolben wurde mit Hilfe eines Magnetriihrers 10 g SDS in

99,4 ml DMSO und 0,6 ml 100%-iger Essigsaure gelost und lichtgeschutzt bei

Raumtemperatur gelagert.

Bicarbonat/ Carbonat Puffer

1,59 g Bicarbonat (Na,COs3) und 2,93 g Carbonat (NaHCO3) wurden in 900 ml

destilliertem Wasser gemischt. Wichtig war anschliel3end die Einstellung des

pH Wertes auf 9,6 durch Zugabe von Salzsaure (HCI). Danach wurde die

L6sung mit destilliertem Wasser auf einen Liter aufgefullt.

1% BSA — LOsung

200 mg BSA wurden in 20 ml PBS geldst und mit einem Sterilfilter mit 0,2 pm

Poren sterilfiltriert.

0,1% BSA — Losung

Von der 1% BSA — Loésung wurden 2 ml mit 18 ml PBS gemischt. So entstand

die 0,1% BSA — Losung.

VEGF — Verdinnung

20 pg VEGF wurden in 400 pl 0,1% BSA — LOsung geldst. Dadurch entstand

eine Verdunnung der Konzentration 50 pug/ml. Von dieser wurden je ca. 50 pl in

kleinen Eppendorfkappen alliquottiert und tiefgefroren.
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Bevacizumabverdinnung fir die Eichreihe

Bevacizumab lag bereits in einer Ausganskonzentration von 25 mg/ml vor.

Hiervon wurden 100 pl in 900 pl 0,1% BSA — Lésung 1: 10 verdunnt.

Dies wurde weitere finfmal wiederholt. Dazwischen wurde gut auf dem Vortex

gemischt. Von der entstandenen Verdinnung mit einer Konzentration von 25

ng/ml wurden 200 pl mit 1800 pl der 0,1% BSA — Losung und hiervon 1 ml mit

1,5 ml 0,1% BSA — L6sung immer auf dem Vortex gemischt. Ausgehend von

der entstandenen Stammlésung mit einer Konzentration von 1.000 pg/ml wurde

eine Konzentrationsreihe hergestellt.

Tabelle 4: Herstellung einer

Erstellung der Eichreihe in 2.2.8.

Konzentrationsreihe aus Bevacizumab zur

Stammldsung
Konzentration | 1.000pg/ml 0,1% BSA — Losung |[Probe
0 pg/ml oul 500 pl AV 1
50 pg/ml 25 ul 475 ul AV 2
100 pg/ml 50 ul 450 pl AV 3
150 pg/ml 75 ul 425 ul AV 4
200 pg/ml 100 pl 400 pl AV 5
300 pg/ml 150 pl 350 ul AV 6
400 pg/mi 200 pl 300 pl AV 7
500 pg/ml 250 pl 250 pl AV 8

2.1.4 ARPE 19 Nahrmedium

Zu einer Flasche mit 500 ml

D-MEM Medium wurden 50 ml Fotales

Kalberserum und 5 ml einer 1:1 Penicillin-Streptomycin-Mischung beigefigt.
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2.2 Methodik

2.2.1 Herstellung von Hyaluronsauregelen mit unterschiedlichen

Dexamethasonmengen

Nach der neu modifizierten Methode von Frank et al. wurden mittels UV —
Strahlung und 1-vinyl-2-pyrrolidinone Gele auf der Basis quervernetzter
Hyaluronsaure (HA) hergestellt [Frank C. 2010].

Ihnen wurden unterschiedliche Mengen Dexamethason zugegeben. Aufgrund
seiner besseren Eigenschaften beziglich der Loslichkeit wurde Dexamethason
soluble water verwendet. Als Referenz wurde jeweils ein zweites Gel mit der
entsprechenden Menge der Trégersubstanz 2 — Hydroxypropyl — B —
Cyclodextrin (2HBC) hergestellt. Um mdoglichst gleiche Bedingungen zu
schaffen wurden die entsprechenden Vergleichsgele jeweils simultan
bearbeitet.

Nach der Methode von Frank et al. wurden zunachst Konjugate aus HA und
Methacrylsaure-glycidylester durch lésen von je 0,05 g HA in 5 ml PBS
hergestellt. AnschlieRend erfolgte jeweils die Zugabe von 110 pl Triethylamin,
110 pl Methacrylsaureglycidylester und 110 mg Tetrabutylammoniumbromid
unter einem Abzug. Zwischen den Zugaben wurden die Proben mit Hilfe eines
Magnetriihrers gut durchmischt.

Danach erfolgte die Inkubation fur 24 bis 48 Stunden bei Raumtemperatur unter
dem Abzug. Die fertigen Konjugate fur die Gele wurden fur eine Stunde bei 60
°C im Wasserbad inkubiert. AnschlieRend wurden sie jeweils in 100 ml Aceton
zur Ausféllung gebracht und danach durch Ruhren mit dem Magnetrihrer
erneut in 5 ml PBS gelost. Die Aufbewahrung fur 12 bis 24 Stunden erfolgte im
Kihlschrank.

Zu den so entstandenen Vorlaufern der Gele wurden 250 pl 1-vinyl-2-
pyrrolidinone als Quervernetzer, 0,05 g Irgacure 2959 als Photoinitiator und die
unterschiedlichen Mengen von Dexamethason soluble water bzw. die
entsprechenden Mengen 2HBC gegeben. Es wurden Gele mit 30 mg, 40 mg,
50 mg, 60 mg und 80 mg zugegebenem Dexamethason hergestellt.
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Das verwendete Dexamethason soluble water besal} eine Konzentration von 65
mg Dexamethason/g. In das Gel fur 30 mg Dexamethason wurden deshalb
461,5 mg Dexamethason soluble water und in das Vergleichsgel entsprechend
461,5 mg 2HBC eingeruhrt. Entsprechend wurden zu den Gelen fur 40 mg
Dexamethason je 615,4 mg, fir 50 mg Dexamethason je 769,2 mg, fur 60 mg je
923 mg und fur das Gel mit 80 mg Dexamethason je 1230,8 mg Dexamethason
soluble water bzw. 2HBC gegeben. Zwischen den Zugaben und am Ende
wurden die Gele mit dem Magnetrihrer verrihrt. Die so entstandenen viskosen
Flussigkeiten wurden in die Vertiefungen von 12 — Topfchenplatten (well —
Platten) als Formgeber geflllt. AnschlieBend fand die Quervernetzung der HA
durch 10 — minutige Exposition mit UVA — Strahlung (A= 356 nm, ca. 20
mW/cm?) statt. Es entstanden feste runde Gele mit einem Durchmesser von ca.
22,5 mm und einer Hohe von ca. 17,0 mm. Diese wurden anschlieBend in
Urinbechern in 10 ml PBS eingelegt. Um eine héhere Aussagekraft zu haben,
wurden je zwei weitere Gele mit 40 mg bzw. 50 mg hergestellt, da dies
ungefahr der Menge entsprach, die fur den klinischen Einsatz interessant ist.

2.2.2 Photometrische Bestimmung der abgegebenen Dexamethasonmenge

Zur Ermittlung der abgegebenen Dexamethasonmengen wurden Proben des
PBS, in welchem die Gele eingelegt waren, mit dem Photometer getestet.
Dieses Verfahren war nicht spezifisch, da auch weitere Substanzen, welche aus
dem Gel in das umgebende PBS gelangten, gemessen wurden.

Um die Messung von Storfaktoren moglichst gering zu halten wurde das
Vergleichsgel jeweils entsprechend gemessen und die Ergebnisse wurden
jeweils subtrahiert.

Erstmals wurden die 10 ml Proben nach 30 Minuten und anschlie3end
sechsmal im Abstand von einer Stunde mit Hilfe einer Pipette ausgewechselt.
Das entnommene PBS wurde in drei Schritten, zweimal je 1 ml in 9 ml PBS und
einmal 200 pl in 1800 pl PBS, im Verhaltnis 1: 1.000 verdunnt.

36



Zwischendurch wurden die Verdinnungen gut auf dem Vortex und am Ende fur
etwa funf Minuten im Ultraschall-Bad gemischt. Daraufhin erfolgte die Messung
der Extinktionen je dreier Proben mit dem Photometer. Hierzu wurde eine
Wellenlange von A= 239 nm verwendet, da im Extinktionsspektrum von
Dexamethason an dieser Stelle ein Maximum erkennbar war und in der
Literatur bereits Versuche mit Dexamethason bzw. Triamcinolon bei dieser
Wellenlange beschrieben waren [Cheng CK et al. 1995; Spitzer MS et al. 2008;
Szurman P et al. 2007]. Auf ,Null“ kalibriert wurde mit reinem PBS.
AnschlieRend wurde die Testklvette mit 500 pl der Testlésung gespult und
daraufhin wurden 1.000 ul derselben gemessen. Weitere Medienwechsel und
Messungen wurden nach 24, 48 und 72 Stunden, sowie nach einer, zwei und
drei Wochen durchgefuhrt.

Auf der Basis der Verdinnungsreihe 1 aus 2.1.3 wurde eine Eichreihe erstellt.
Sie zeigte einen annahernd linearen Verlauf, welcher durch eine lineare
Regression durch den Schnittpunkt der Achsen prazisiert und daraus eine
Formel zur Errechnung der Dexamethasonmenge der Proben erstellt wurde.

Eichreihe
n=3
1,2

P =—4=—CFEichreihe

1
/ —Linear (Eichreihe)
0,8

c
8
E /
€ 06 / y=0,0331x
d 04 R?=0,9994
0,2
0
0 5 10 15 20 25 30 35
Dexamethasonkonzentration [pg/ml]
Abb. 5: Eichreihe von Dexamethason mit linearer Regression und

Bestimmtheitsmal® fur die Berechnung der Proben des PBS in

welchem die Gele eingelegt waren.
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Die Extinktionswerte der Gele mit 2HBC wurden jeweils von den Werten der
Gele mit Dexamethason subtrahiert, um Storfaktoren, durch Stoffe welche
ebenfalls aus dem Gel abgegeben werden kénnten, heraus zu rechnen.
Hierdurch entstanden neun Werte. Von diesen wurde jeweils mit Hilfe der
Eichreihe die abgegebene Menge an Dexamethason in der Probe bestimmt.
Um darauf zurtckzuschlie3en, wurde der Wert mit 10000 entsprechend der
Verdinnung multipliziert. AnschlieRend wurde der Mittelwert dieser neun Werte
errechnet und von der vorhandenen Dexamethasonmenge im Gel vor dem

Wechsel des PBS abgezogen. Ein entsprechendes Schaubild wurde erstellt.

2.2.3 Erstellen von Extinktionsspektren

Mit Hilfe von Extinktionsspektren sollte bestimmt werden, welche Substanzen
zusatzlich aus den Gelen abgegeben werden kénnten. Durch die Bestimmung
der Extinktion bei einer Wellenlange von A = 239 nm sollte die Substanz
identifiziert werden, durch welche die Messung gestért wurde.

Die in den Gelen enthaltenen Chemikalien wurden jeweils in entsprechender
Menge in 5 ml PBS geldst, siehe Kapitel 2.2.1. Dieses Gemisch wurde jeweils
weiter 1: 1.000 verdinnt. Ebenso wurde mit den zusatzlichen Stoffen
Dexamethason soluble water und 2HBC verfahren. Hier wurden 461,5 mg
entsprechend einer Menge von 30 mg Dexamethason eingesetzt. Von den
Verdinnungen wurde jeweils ein Extinktionsspektrum erstellt. Zuséatzlich
wurden Extinktionsspektren des PBS, in welchem die Gele eingelegt waren,
erstellt. Hierzu wurden wie in 2.2.1 drei Vorlaufergele hergestellt.

In den né&chsten Schritten wurden zu einem dieser Gele nur 250 pl 1-vinyl-2-
pyrrolidinone und 0,05 g Irgacure 2959 gegeben. Dieses wurde als Leergel
bezeichnet. Zu den beiden anderen Gelen wurden zusatzlich 461,5 mg 2HBC
beziehungsweise 461,5 mg Dexamethason soluble water, entsprechend einer
Menge von 30 mg Dexamethason, zugegeben. Eine halbe Stunde nach der
Quervernetzung wurden die 10 ml PBS, in welchem die Gele eingelegt waren,

ausgetauscht, im Verhaltnis 1: 100 verdinnt und davon ein Extinktionsspektrum
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erstellt. Dabei wurden die Abstande bei jedem Durchgang verringert. Erst wurde
in Abstédnden von 50 nm (von A = 200 bis A = 400 nm), spater in Abstdnden von
10 nm (von A = 210 bis A = 290 nm), dann mit 5 nm (A = 205 bis A = 235 nm)
und am Schluss, bei den Proben, die besonders hohe Extinktionen aufwiesen

(zwischen A =225 und A = 245 nm) in Abstéanden von 1 nm gemessen.

2.2.4HPLC zur Bestimmung der abgegebenen Dexamethasonmenge

Bei der Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) handelte es sich um
ein Verfahren, das es ermdoglichte, Substanzen zu trennen und anschlie3end
selektiv Stoffmengen zu bestimmen. Dabei wurde eine Flissigkeit zusammen
mit der Probe als mobile Phase durch eine Trennsaule, die feste Phase,
gepumpt. Je nach Wechselwirkung der einzelnen Substanzen mit der
Trennséaule anderte sich die Aufenthaltsdauer derselben in der Saule.

Dies fuihrte zu unterschiedlichen Austrittszeiten der einzelnen Substanzen.
Verglich man diese mit einem Referenzwert, konnte man die Substanz
identifizieren und mit Hilfe einer Konzentrationsreihe wie in 2.1.3 beschrieben
auch ihre Menge bestimmen.

Um dieses Verfahren durchzufihren, wurden erneut Gele wie in 2.2.1
beschrieben hergestellt. Ihnen wurden 15 mg, 30 mg und 50 mg Dexamethason
zugegeben. Laut Charge betrug der Dexamethasongehalt des hierbei
verwendeten Dexamethason soluble water 70 mg/g. Entsprechend wurden fur
das Gel mit 15 mg Dexamethason 212,04 mg Dexamethason soluble water
bzw. 2HBC, fur das mit 30 mg Dexamethason entsprechend je 424,32 mg und
fur das Gel mit 50 mg Dexamethason wurden 700 mg Dexamethason soluble
water und 700 mg 2HBC hinzugegeben. Wie in 2.2.2 wurden nach 30 Minuten,
und anschlie3end stundlich bis zur 6. Stunde die 10 ml PBS, in welchem die
Gele eingelegt waren, gewechselt. Diese PBS — Proben wurden mit Hilfe der
HPLC auf ihre Menge an enthaltenem Dexamethason untersucht. Hierzu wurde
das HPLC-System P4000 verwendet [Finnigan MAT, San Jose, CA, USA].
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Als stationére Phase diente das unpolare C18- Kieselgel und fir moblie Phase
wurde ein Alkoholgemisch auf der Basis des polaren Ethylacetat verwendet.

Die Proben wurden im Verhdltnis 1:1000 mit PBS verdinnt und in
Eppendorfcups in die HPLC gestellt. Anschliel3end wurden sie mit einer Saule
von GROM SIL ODS 5ST (3 pm; 150x2 mm) getrennt und die Menge an
Dexamethason gemessen. Dieser Vorgang wurde pro Probe dreimalig
durchgefiihrt und der Durchschnitt errechnet. Weitere Wechsel und Tests
fanden nach 1, 2, 3 und 5 Tagen, sowie nach einer Woche statt.

Es wurde die Abgabe in Prozent der zugegebenen Menge berechnet und ein
Schaubild erstellt.

2.2.5 Kultivierung von ARPE 19 Zellen

Bei ARPE 19 Zellen handelte es sich um eine spontan entstandene Zelllinie aus
menschlichem retinalen Pigmentepithel mit normalen Zellkernen, die
polarisierte einschichtige Epithelverbande bildeten. Sie wuchsen sehr schnell
und bendtigten recht wenig Serum. Fir in vitro Versuche waren sie sehr gut
geeignet, da sie den Zellen in vivo in Struktur und Funktionseigenschaften sehr
ahneln [Dunn KC et al. 1996].

Sie sind auBerdem die vorherrschende Zellgruppe in traktiven Membranen bei
der proliferativen Vitreoretinopathie [Wu WC, Kao YH, Hu DN. 2002].

Samtliche Arbeiten mit den Zellen erfolgten steril unter einem Abzug.
Aufbewahrt wurden sie in Zellkulturflaschen im CO, Inkubator bei 37 °C, 5%
CO; und 95% relativer Feuchte. Um eine neue Kultur herzustellen, wurden mit
Hilfe von 5 ml Trypsin die ARPE — Zellen vom Boden einer Zellkulturflasche
gelést. Dieser Vorgang lie3 sich lichtmikroskopisch verfolgen. Nach einer
Einwirkzeit von etwa 10 Minuten wurde mit 20 ml Nahrmedium (siehe 2.1.4)
neutralisiert und die Losung in ein Zentrifugenréhrchen gefullt.

Durch Zentrifugieren fur 5 Minuten bei 1.000 Umdrehungen lagerten sich die
Zellen am Boden ab. Vorsichtig wurde der Uberstand abpipettiert und die Zellen

in wenigen Millilitern N&hrmedium resuspendiert. Einige Tropfen dieser
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Suspension wurden mit ca. 25 ml Nahrmedium in eine neue Zellkulturflasche
geflllt. Der Rest wurde verworfen. Die Zellkulturflasche wurde im CO; Inkubator
bei 37 °C aufbewabhrt.

Nach 3 bis 5 Tagen erfolgte ein Wechsel des Nahrmediums. Das alte Medium
wurde vorsichtig mit einer Pipette abgesaugt, zweimalig wurde mit 10 ml PBS
gespult und anschlielRend 25 ml neues Nahrmedium zugegeben.

2.2.6 Testung der biologischen Wirksamkeit des abgegebenen Dexamethason
mit Hilfe des MTT — Tests

Um die biologische Wirksamkeit des Dexamethason nach Abgabe zu ermitteln,
wurde der MTT — Test nach T. Lindl durchgefihrt [Lindl T. 2002]. Fir die
Nutzung des quervernetzten Hyaluronsauregels als Medikamententrager mit
Release Funktion war es wichtig, dass das zugegebene Dexamethason durch
die Quervernetzung mittels UV — Licht nicht unwirksam wurde. Der MTT — Test
diente der Bestimmung von Lebensfahigkeit und Wachstum von Zellen und
sollte so Rickschlisse auf die Wirksamkeit des abgegebenen Dexamethason
geben. Gemessen wurde dabei die Aktivitatt der mitochondrialen
Dehydrogenase, welche nur in lebenden Zellen nachweisbar war.

Wie bereits in 2.2.5 beschrieben wurden die ARPE 19 Zellen vom Boden der
Zellkulturplatte geldst und mit der Zentrifuge separiert. Anschlie3end wurden sie
in wenigen Millilitern Nahrmedium resuspendiert und mit Hilfe der Neubauer
Zahlkammer wurde ihre Konzentration ermittelt. Danach wurde so verdinnt,
dass eine Zellkonzentration von 5*10* Zellen/ml entstand. Hiervon wurden je
200 pl in die inneren 60 Vertiefungen von vier 96 — well — Platten gegeben.

Die auReren Vertiefungen wurden ringsherum mit 200 ul PBS gefulit.

Die Platten wurden fur mindestens 24 Stunden im CO; Inkubator bei 37 °C
aufbewahrt, damit sich die Zellen an den Boden anheften konnten. Danach
wurde das Medium mit Hilfe der Vakuumpumpe abgesaugt und durch eine
Mischung von 100 pl Nahrmedium und 100 pl der Testldsung ersetzt.
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Zwei der Platten wurden nach einem, die anderen beiden nach drei Tagen mit
dem MTT - Test getestet. Hierzu wurden jeweils 20 pl der in 2.1.3
beschriebenen MTT — Losung 1 zugegeben.

Das enthaltene 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium Bromid
(MTT) drang in die Zellen ein. Durch Dehydrogenasen aktiver Mitochondrien
wurde der Tetrazoliumring aufgebrochen, wodurch Formazan entstand.

Dieses war alkoholloslich und dunkelblau, wahrend MTT eine schwach gelbe
Farbe besal3. Unter dem Mikroskop liel3 sich dieser Farbumschlag beobachten.
Nach vierstundiger Inkubation bei 37 °C im CO,-Schrank wurde die gesamte
Flussigkeit ausgeschuttet und stattdessen 200 pl MTT — Losung 2 (siehe 2.1.3)
zugegeben. Das enthaltene SDS loste die Zellen auf. Photometrisch liel3 sich
nun das Formazan bzw. die Intensitat der Blaufarbung ermitteln, welche die
Anzahl lebender Zellen reprasentierte. Nach ca. 5 Minuten Inkubation in Ruhe
und anschlieBenden 5 Minuten auf der Schittelmaschine wurden die Platten mit
dem ELISA — Reader bei 570 und 620 nm gemessen und die Delta OD (optical
density) berechnet. Es wurden je zwei Eichreihen nach einem und nach drei
Tagen erstellt. Als Testlésung diente hierbei die sterile Verdiinnungsreihe 2 wie
in 2.1.3 beschrieben.

2.2.7 Probengewinnung und Messung

Wie in 2.2.6 wurden die Platten vorbereitet und der MTT — Test nach einem
bzw. drei Tagen durchgefuhrt. Als Testlosung wurden ausgewéhlte PBS —
Proben unterschiedlicher Gele verwendet, welche zuvor steril filtriert wurden.

Es handelte sich um Proben der Gele mit 40 mg und 50 mg zugebenem
Dexamethason. Mit den Proben wurden pro Platte jeweils 12 Vertiefungen
gefullt und zusatzlich wurden pro Tag 24 Vertiefungen zur Kontrolle mit PBS
gefullt. Die enthaltene Menge an Dexamethason wurde mit Hilfe der Eichreihe

berechnet.
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Tabelle 5: Zuordnung der Proben fur den MTT — Test zur Feststellung der

biologischen Wirksamkeit des abgegebenen Dexamethason.

Probe | Gel | Zeit Anhand der Extinktion Nach HPLC
[h] | bestimmte Menge [mg] n =9 bestimmte Menge

[mg]n=3
P1 40/3 | 0,5 3,73 1,36
P2 40/2 | 2 4,03 1,60
P3 | 40/3| 48 6,65 4,80
P4 40/2 | 24 9,87 6,76
P5 50/3 | 24 15,21 8,45
P6 50/2 | 0,5 15,31 1,70
P7 |50/3| 72 23,46 3,55
P8 50/2 | 48 24,07 6,0
P9 40/2 4 1,75 1,25
P10 | 40/2 | 72 5,24 2,84
P11 |50/2| 2 8,56 1,65
P12 |40/2 | 48 8,86 4,80
P13 | 50/3 | 48 12,29 6,0
P14 |50/2 | 72 12,29 3,55
P15 [(50/2 | 24 21,35 8,45

Die nach HPLC bestimmte Menge wurde anhand der Ergebnisse aus 2.2.4
errechnet. Hierzu wurde der Mittelwert aus den Ergebnissen der drei Gele

ermittelt und der entsprechend abgegebene Anteil berechnet.

2.2.8 Herstellung von Hyaluronsauregelen mit unterschiedlichen

Bevacizumabmengen

Wie in 2.2.1 beschrieben, wurden mehrere Konjugate aus Hyaluronsaure und
Methacrylsdure — glycidylester hergestellt, fir eine Stunde bei 60 °C im

Wasserbad inkubiert und anschlie3end jeweils in 100 ml Aceton ausgefallt.
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Nach der Resuspension durch Ruhren mit dem Magnetrihrer in 5 ml PBS folgte
die Aufbewahrung fiir 12 — 24 Stunden im Kuhlschrank.

Zu diesen Vorlaufern der Gele wurden 250 pl 1-vinyl-2-pyrrolidinone, 0,05 g
Irgacure 2959 und die unterschiedlichen Bevacizumabmengen gegeben.

Die Zugabe erfolgte mit Hilfe einer Insulinspritze mit 40 |U. Die Konzentration
des kommerziell erhéltlichen Bevacizumab betrug 25 mg/ml.

Es wurden jeweils zwei Gele mit 10 mg (entspricht 400 pl bzw. 16 1U), 12,5 mg
(entspricht 500 pl bzw. 20 IU) und 15 mg (entspricht 600 pl bzw. 24 1U)
Bevacizumab hergestellt. Wie bereits zuvor wurden wahrend der
unterschiedlichen Herstellungsschritte die Lésungen gut mit dem Magnetrihrer
verrihrt. AnschlieBend fand die Quervernetzung in 12 — well — Platten
Vertiefungen durch 15 — bis 20 — mindtige Exposition mit UVA — Strahlung (A =
356 nm, ca. 20 mW/cm?) statt.

Zum Schluss wurden die Gele in sterile Urinbecher gegeben und in 10 ml PBS
eingelegt. Die Becher wurden auf der Schittelmaschine bei sehr geringer
Schittelzahl (ca. 50 Umdrehungen pro Minute) und einer Plattentemperatur von
37 °C aufbewahrt. Nach 6 und 12 Stunden wurden die 10 ml PBS, in welchem
die Gele eingelegt waren, als Proben abgenommen und durch frische 10 ml
ersetzt. Die Proben wurden bis zur Messung im Kuhlschrank konserviert.
Weitere Wechsel fanden nach 1, 2, 3, 4, 5, 10 und 14 Tagen statt.

Um die optimale Verdunnung zu finden, bei welcher die Ergebnisse durch den
ELISA Test (vgl. 2.2.9) in einem Bereich lagen, der angezeigt werden kann,
aber noch nicht der Sattigung entsprach, wurden einmalig Proben eines
zuséatzlichen Gels mit 12,5 mg Bevacizumab nach 1, 6 und 24 Stunden
mehrfach 1: 10 und anschliel3end wiederholt 1: 2 verdinnt.

Je Verdinnung wurden zwei wells geftillt und wie in 2.2.9 beschrieben bei einer
Wellenlange von 450 nm und der Referenz bei 570 nm getestet. Es wurde der
Mittelwert errechnet.

Die Werte der weniger starken Verdinnungen hatten bis zu einer Verdinnung
von 1: 100 eine Extinktion von etwa 2, so dass hier eine Sattigung

angenommen werden konnte. Die Leerprobe lag bei einem Wert von etwa 0,02.
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Als guter Messbereich wurde aufgrund dieser Ergebnisse der Wert 1
angesehen. Da die 10 ml PBS — Proben erstmals nach sechs Stunden
entnommen wurden und die Probe nach 6 Stunden bei einer Verdinnung
zwischen 1: 4.000 und 1: 8.000 den Wert 1 erreichte und unter
Berucksichtigung der langeren Abstande im Verlauf, wurde eine Verdinnung
im Verhaltnis 1: 5.000 festgelegt. Dies geschah durch dreimaliges Mischen von
100 pl mit 900 ul 0,1% BSA — Ldsung aus 2.1.3 und anschlieRender Zugabe
von 100 pul der entstandenen Verdinnung zu 400 pul der 0,1% BSA — Lésung.

2.2.9 Bevacizumab — ELISA zur Bestimmung der abgegebenen Menge

Mit dem ELISA Test war es mdglich, durch eine Antikérperreaktion spezifisch
die gesuchte Substanz nachzuweisen. Es wurde der Bevacizumab — ELISA
nach Zhu et al. verwendet [Zhu Q et al. 2008].

Im ersten Schritt wurde VEGF auf dem Boden der Vertiefungen einer 96-well
Platte fixiert. Die Zwischenrdume wurden mit BSA aufgefullt, um ein Anhaften
des darauffolgenden Bevacizumab an die Wande zu verhindern und dafir zu
sorgen, dass es nur an VEGF gebunden wurde. Um dieses sichtbar zu machen
wurde ein Zweitantikdrper, welcher an Bevacizumab bindet zugegeben. Mit
Hilfe von Streptavidin war es mdglich mit diesem ZweitantikGrper eine
Farbreaktion auszuldsen, welche photometrisch gemessen wurde. Anhand der
Farbintensitat war ein Ruckschluss auf die Menge an Bevacizumab moglich.
Zur Kontrolle wurden zusatzlich jeweils 10 ml PBS in welchen ein Leergel
eingelegt war, als Probe ausgewahlt.

Um eine Konzentration von 1 pg/ml zu erreichen, wurde die aufgetaute VEGF —
Verdinnung aus 2.1.3 durch Zugabe des in 2.1.3 beschriebenen Bicarbonat/
Carbonat Puffer im Verhaltnis 1: 50 verdtinnt. Hiervon wurden je 100 ul in wells
der 96 — well — Platte gegeben, wobei die zwei aul3eren Reihen auf jeder Seite
frei gelassen wurden. Nach etwa 15 Minuten leichten Schuttelns auf der
Schittelmaschine wurden die abgedeckten Platten tGber Nacht im Kuhlschrank

aufbewabhrt.
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Am Folgetag wurde dreifach mit je 250 pl pro well und einer Dauer von funf
Minuten mit Waschpuffer, welcher mit destilliertem Wasser 1: 25 verdinnt
wurde, gewaschen. Anschliel3end erfolgte die Zugabe von 300 pl der 1% BSA —
Losung (siehe 2.1.3) pro well. Danach wurden die Platten fir zwei Stunden auf
der Warmeplatte bei 25 °C inkubiert. Am Ende der Inkubationszeit erfolgte
erneutes dreimaliges Waschen mit je 250 pl der Waschpufferverdiinnung fur je
5 Minuten. Dann wurden je Konzentration der Bevacizumabverdinnung aus
2.1.3 100 pl zugegeben. AnschlieRend wurden pro PBS — Probe (vergleiche
2.2.8) in einer Verdunnung von 1: 5.000 je drei wells mit 100 pl gefillt und die
Platten abgedeckt fur drei Stunden bei 25 °C auf der Schittelmaschine
inkubiert. Auf jeder Platte wurde zusatzlich eine Eichreihe mit der
Bevacizumabverdinnungsreihe aus 2.1.3 hergestellt.

Nach anschlieRendem dreimaligen Waschen mit 250 pl Waschpuffer mit einer
Einwirkzeit von 5 Minuten wurden in jedes well 100 pl des IgG Antikdrpers in
einer Konzentration von 1 pg/ml gegeben und wieder abgedeckt bei 25 °C fir
zwei Stunden auf der Schittelmaschine inkubiert. Es folgte erneut dreimaliges
Waschen wie oben beschrieben und die Zugabe von 100 pl Streptavidin HRP
(nach Vorgabe 1: 200 durch Zugabe von 1% BSA — Lésung aus 2.1.3 verdiinnt)
mit anschlieBender 20 — minutiger Dunkelinkubation bei 25 °C. Nachdem auch
das verdinnte Streptavidin HRP sorgfaltig durch dreimaliges Waschen entfernt
worden war, wurden je 100 pl einer 1. 1 Loésung Color Reagent A und B
zugegeben und die Platten erneut auf 25 °C erwarmt und vor Licht geschutzt.
Funf Minuten spater wurde die Farbreaktion durch die Zugabe von 50 ul Stop
Solution (Schwefelsdure) gestoppt und im ELISA — reader bei 450 nm und 570
nm gemessen und die Delta OD berechnet. Mit den Werten der
Verdinnungsreihe pro Platte und Wellenlange wurde eine Eichreihe erstellt.

Zur Ermittlung der Ergebnisse der Proben wurden die jeweils zugehorigen
Eichreihen verwendet.

Dies zeigte sich als sinnvoll, da eine gewisse Abweichung zwischen den

einzelnen Eichreihen bestand (siehe Abb. 6).
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Die Umgebungsbedingungen schienen eine Rolle zu spielen. Dies wurde darin
deutlich, dass die Eichreihen der Platten, die gleichzeitig bearbeitet wurden,
eine deutlich geringere Abweichung besal3en.

Die zum Zeitpunkt der Messung vorhandenen Proben eines Gels wurden

jeweils zusammen auf einer Platte getestet.

0,7

Eichreihen ..-:

o o 9o 9
L ¥ 1 N =

Delta OD [%]
=

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Avastinmenge [pg/ml]

— Platte 1 — Platte 2 = Platte 3 Platte 4 Platte 5 —Platte 6

—Platte 7 —Platte 8 Platte 9 Platte 10 Platte 11

Abb. 6: Schaubild aller Eichreihen der unterschiedlichen Platten Delta OD
der Messwerte mit 450 nm und 570 nm. Man erkennt den beinahe
linearen Verlauf, sowie den Einfluss des Versuchsablaufs.

Dies wird deutlich durch die geringere Abweichung der Eichreihen,
welche gleichzeitig hergestellt wurden. Dazu zahlen die Platten 1
und 2, 3 und 4, 6 — 8 sowie 9 — 11. Die Eichreihe Platte 5 wurde

einzeln gemessen.
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Um Fehlerquellen zu reduzieren, wurde zusétzlich eine Eichreihe aus den
Mittelwerten der Eichreihen eines Versuchstages erstellt.

Zu dieser wurde eine lineare Regression errechnet und mit Hilfe der Formel die
Konzentration der jeweiligen Proben in pg/ml bestimmt. Zur Errechnung der
Bevacizumabmenge wurde das Ergebnis entsprechend der Verdinnung mit 50
multipliziert und anschliel3end durch 1.000 dividiert.

Dies entspricht der abgegebenen Menge in pg. Ein Schaubild wurde erstellt,
wobei die abgegebene Menge in Prozent der Ausgangsmenge, entsprechend
100%, subtrahiert wurde.
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3. Ergebnisse

3.1Herstellung von Hyaluronsauregelen mit unterschiedlichen

Dexamethasonmengen

Auf der Basis der Versuche von Frank et al. wurden, wie in 2.2.1 beschrieben,
formstabile Gele aus quervernetzter Hyaluronsaure hergestellt [Frank C. 2010].
Diesen wurde vor der Quervernetzung mittels UV — Licht unterschiedliche
Mengen Dexamethason soluble water zugegeben. Hierbei handelte es sich um
Dexamethasonmengen von 30 mg, 40 mg, 50 mg, 60 mg und 80 mg. Dies
fuhrte zu einer milchig triiben Erscheinung der sonst durchsichtigen Gele.

Im Gegensatz hierzu blieb das Vergleichsgel mit der Tragersubstanz 2 —
Hydroxypropyl — B — Cyclodextrin (2HBC) klar. Die Form war bei beiden Gelen
stabil. Ab einer Menge von 60 mg zugesetztem Dexamethason war die
Stabilitdt zunehmend eingeschrénkt.

Diese Forminstabilitat war bei dem Gel mit 80 mg Dexamethason noch deutlich

ausgepragter. Daraus resultierte im weiteren Verlauf ein schnellerer Zerfall

dieser Gele.
1a 1b
Abb. 7: Aufsichtfotographien quervernetzter Hyaluronséuregele

la: Testgel mit 461,5 mg Dexamethason soluble water
entsprechend 30 mg Dexamethason
1b: Vergleichsgel mit 461,5 mg der Tragersubstanz 2HBC.
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Zu sehen ist deutlich die Tribung durch Dexamethason im

Gegensatz zum Vergleichsgel, sowie die Formstabilitat beider Gele.

Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurde das PBS, in welchem die Gele
eingelegt waren, als Probe entnommen und durch neues PBS ersetzt.

In den Proben sollte die Extinktion der abgegebenen Substanzen gemessen
werden und durch Subtraktion der Extinktion der Proben des Vergleichsgels die
Menge an abgegebenem Dexamethason abziglich von Stdrfaktoren, welche
aus beiden Gelen abgegeben wurden, berechnet werden. Die langsame
Abgabe des Dexamethason fuhrte zu einer zunehmenden Entfarbung der Gele

von auf3en nach innen.

\ N ’ -
: v

Nach der Quervernetzung Nach 48 Stunden Nach 7 Tagen Nach 13 Tagen Nach 16 Tagen

Abb. 8: Entfarbung des Gels mit 461,5 mg Dexamethason soluble water
entsprechend 30 mg Dexamethason aus Abb. 7 uUber einen
Zeitraum von zweieinhalb Wochen.
Es kann beobachtet werden, dass die Entfarbung von auf3en nach

innen geschieht.

Die Geschwindigkeit der Aufklarung war dabei abhangig von der initial
zugegebenen Menge an Dexamethason. Je hdher die Zugabe zu Beginn, desto
schneller entfarbte sich das Gel. Dies hing vermutlich mit der geringeren
Formstabilitat zusammen. Eine vollstandige Entfarbung war nach drei bis vier

Wochen eingetreten.
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Tabelle 6: Tabelle zur Einteilung der Entfarbung der Gele. Je hoher die Zahl,

desto triber war das Gel.

0 Klar
1 Zentral leicht trib
2 2/3 entfarbt
3 1/2 entfarbt
4 1/3 entfarbt
5 Rand komplett entfarbt
6 Rand teilweise entfarbt
7 Rand sehr leicht entfarbt
8 weil3,trib
Entfarbung der Gele n=1 ./ 3omg pexa)
] —+—Gel (40mg Dexa)
E 7 —+— Gel (50mg Dexa)
U
g’ 6 ——Gel (60mg Dexa)
w
g . —+=—Gel (80mg Dexa)
QU
g 4
>
L
Q3
L
=
z 2
2,
E 1
0 +
0 5 10 15 20
Zeit [d]
Abb. 9: Geschatzte Trubung der Gele (vgl. Tabelle 6).
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Je hoher die Zugabe zu Beginn, desto schneller entfarbte sich das
Gel. Dies war besonders deutlich ab einem Dexamethasongehalt
von 60 mg und 80 mg, weshalb vermutlich ein Zusammenhang mit

der schlechteren Formstabilitat vorliegt.

3.2Photometrische Bestimmung der abgegebenen Dexamethasonmenge

Die Fragestellung dieses Versuchs war, die Menge an aus dem Gel
abgegebenem Dexamethason pro Zeit. In Anlehnung an die Versuche von
Spitzer et. al 2008 wurde eine photometrische Messung bei A =239 nm
durchgefiihrt um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu erreichen. Hierfur
wurden die Proben wie in 2.2.2 beschrieben verdinnt und ihre Extinktion
gemessen.

Zur Berechnung der enthaltenen Menge an Dexamethason wurde jeweils die
gemessene Extinktion des 2HBC Gels von der des Gels mit Dexamethason
soluble water subtrahiert und dieser Wert durch die Formel der erstellten
Eichreihe umgerechnet. So ergaben sich pro Gel neun Messwerte (n = 9). Das
Ergebnis wurde von der bei der letzten Probe vorhandenen
Dexamethasonmenge im Gel subtrahiert. Die verbleibende Menge an
Dexamethason im Gel in Abhangigkeit zur Zeit wurde graphisch dargestellt.
Hierbei kam es erwartungsgemal zu einem anfanglichen Flush mit
anschlieBender beinahe linearer Abnahme der verbleibenden Menge. Nach drei
Stunden war etwa die Halfte abgegeben worden. In dem Gel mit anfangs 30 mg
Dexamethason wurden zu diesem Zeitpunkt durchschnittlich 14,29 mg
verbleibende Menge mit einer Standardabweichung von 0,93 mg berechnet. Im
Gel mit 40 mg Dexamethason errechnete sich eine durchschnittliche
verbleibende Menge von 13,72 mg mit einer Standardabweichung von 4,24 mg.
Bei initial 50 mg Dexamethason verblieben 23,36 mg mit 1,61 mg
Standardabweichung. 36,27 mg errechneten sich bei dem Gel mit 60 mg
Dexamethason mit einer Sandardabweichung von 1,72 mg. Das Gel mit 80 mg

Dexamethason enthielt noch 38,01 mg mit einer Standardabweichung von 4,49
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mg. Da sich durch diese Art der Messung und Berechnung bei einem Grol3teil
der Gele bereits nach sechs Stunden und spétestens nach einem Tag kein
Dexamethason mehr in den Gelen befinden dirfte scheint hier ein Fehler
vorzuliegen. Die Gele mit Dexamethason waren auch nach dieser Zeit deutlich
triber als die Gele mit 2HBC. Es konnte eine Abgabe an Dexamethason von
bis zu drei Wochen beobachtet werden.

Im Vergleich untereinander zeigten die unterschiedlichen Gele mit Variationen
der Dexamethasonmenge einen annéhernd parallelen Verlauf zueinander.

Das Phanomen der erhohten Abgabe war bei den unterschiedlichen
zugegebenen Mengen ahnlich. Aus der Reihe fiel die Kurve des Gels mit 80 mg
Dexamethason, obwohl diese bereits Uber zwei Versuche gemittelt worden war.
Als Ursache wurde die deutliche Instabilitat des Gels angenommen.

Durch die Menge an Dexamethason wurde die Quervernetztung erschwert.

Photometrische Dexamethasonabgabe bei A=239 hm

%0 jeweilsn=9 =30 mg Dexa

70 A0 mg Dexa
= 50 mg Dexa
+Ts]
% 50 =60 mg Dexa
?ﬁn 30 w80 Mg Dexa
=
1]
T -
S 10 = T —_—
= T —~
QG \B\F
o L
= 10 ¢ 1 2 3 4 5
=

-30

-50

Zeit [h]
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% Photometrische Dexamethasonabgabe bei A=239 hm
jeweilsn=9 30 mg Dexa
70
= A0 mg Dexa
— 50
lén 50 mg Dexa
g 30 =60 mg Dexa
< 10 e 80 Mg Dexa
3
g 10 5 10 15 20
2
2 -30 -
5 =2
> 50
70
-90
Zeit [d]
Abb.10: a: Vergleich der Verlaufe der verbleibenden Menge an

Dexamethason in Abh&ngigkeit der Zeit innerhalb der ersten sechs
Stunden

b: Vergleich der Verlaufe der verbleibenden Menge an
Dexamethason in Abhangigkeit der Zeit im Verlauf von drei
Wochen.

Man erkennt den recht parallelen Verlauf, sowie die theoretische
Abgabe von bis zu doppelt so viel Dexamethason wie urspriinglich
zugegeben. Da dies nicht mdglich sein kann scheint hier ein Fehler

vorzuliegen.

Es wurden jeweils drei Gele mit 40 mg und 50 mg Dexamethason hergestellt

und getestet. Wie bei den vorigen Gelen wurde ein Diagramm erstellt. Es wurde

mit n = 3 ein Mittelwert errechnet und die jeweiligen Abweichungen dargestellt.

Der Verlauf mit einer Abgabe Uber bis zu drei Wochen und der scheinbar

doppelten Menge der anfanglichen Zugabe war &hnlich. Es konnte eine

deutliche Abweichung gesehen werden.
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Abweichung bei der Dexamethasonabgabe
jen=3
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Abweichung bei der Dexamethasonabgabe
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Abb. 11: a: Vergleich der Abgabe aus je drei Gelen mit 40 mg (rot) bzw. 50

mg (blau) zugegebenem Dexamethason nach sechs Stunden

b: Vergleich der Abgabe aus je drei Gelen mit 40 mg (rot) bzw. 50
mg (blau) zugegebenem Dexamethason nach drei Wochen.

Es zeigt sich ein ahnlicher Verlauf mit einer deutlichen Abweichung.
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Bei der Bestimmung der abgegebenen Dexamethasonmenge durch die
Extinktionsmessung ergaben sich negative Werte. Da dies nicht mdglich sein
kann wurde nach mdglichen Stérfaktoren gesucht. Eine mdgliche Erklarung ist,
dass aul’er Dexamethason noch mindestens ein weiterer Stoff abgegeben
wurde, welchen man photometrisch bei 239 nm messen kann. Um dies weiter
zu verfolgen wurden weitere Versuche durchgefuhrt. Zusatzlich wurden andere
Methoden zur Bestimmung der abgegebenen Dexamethasonmenge
angewandt, da die Methode von Spitzer et. al in diesem Fall nicht praktikabel

war.

3.3 Extinktionsspektren

Mit diesem in 2.2.3 beschrieben Versuch sollte die Storkomponente der
vorherigen Versuche ermittelt werden. Hierzu wurden Extinktionsspektren von
A= 200 nm bis A= 400 nm erstellt. Dies geschah von den verschiedenen
Komponenten zur Herstellung der Gele, sowie von dem die unterschiedlichen
Gele umgebenden PBS. Ein besonderes Augenmerk wurde auf die Werte um

A =239 nm gelegt.

3.3.1 Komponenten zur Herstellung der Gele

Die Komponenten lagen wie in 2.2.3 erkléart in der gleichen Verdinnung wie in
den fertigen Gelen vor. Triethylamin, 2HBC und HA waren im gemessenen
Wellenlangenbereich von A = 200 — 400 nm photometrisch nicht messbar. Bei
Tetrabutylammoniumbromid gab es einen Extinktionsausschlag, dieser lag
jedoch mit 3,7 bei A= 200 nm, war stark abfallend und verlief bei einer
Wellenlange tiber A = 220 nm gegen 0. Ahnlich verhielt sich Methacrylsaure mit
einer Spitze (Peak) von 1,24 um A = 210 nm und einem Abfall bis etwa A = 230

nm auf eine Extinktion von maximal 0,06. Wie bereits mehrfach in der Literatur
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beschrieben liegt bei Dexamethason ein Extinktionspeak bei A= 239 nm
[Cheng CK et al. 1995; Spitzer MS et al. 2008; Szurman P et al. 2007].

Dies bestatigte sich in dieser Versuchsreihe mit einer maximalen Extinktion von
0,16 bei A = 239 nm. Das Gegenteil zeigte sich bei Irgacure 2959. Hier konnte
eine deutliche Reduktion der Extinktion zwischen A = 235 nm und A = 245 nm
unter 0,1 beobachtet werden. Einzig bei 1-vinyl-2-pyrrolidinone wurde ebenfalls
ein Peak zwischen A = 230 nm und A = 240 nm gemessen. Dieser lag mit einer
Extinktion von Uber 6 um ein Vielfaches hoher als die bei Dexamethason
gemessene Extinktion von 0,16 und (ber den Extinktionen der anderen
Komponenten.

Uber A= 280 nm gingen alle Messwerte gegen Null, auRer bei Irgacure,
welches noch eine Extinktion von 0,5 zeigte. Diese war bis zu einer

Wellenlange von i = 350 nm ebenfalls nicht mehr messbar.
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Extinktionsspektren der Komponenten zur Herstellung

der Gele jen=1
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Abb. 12: Der Vergleich der Extinktionsspektren der Komponenten der Gele

bestdtigte den in der Literatur beschriebenen Peak von
Dexamethason bei einer Wellenlange von A = 239 nm. Bei dieser
Wellenlange zeigte 1-vinyl-2-pyrrolidinone eine Extinktion von 6.

Dies war um ein Vielfaches hoher, als die Extinktion von
Dexamethason mit 0,16 an dieser Stelle. Der Peak des 1-vinyl-2-
pyrrolidinone lag mit 6,63 bei einer Wellenlange von A = 230 nm.
Die Extinktionen der anderen Komponenten lagen bei A = 239 nm

unter 0,1.
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3.3.2Umgebendes PBS

Die Proben des PBS, in welchem die Gele eingelegt waren, wurden bei der
Erstellung der Extinktionsspektren wie in 2.2.3 beschrieben nur 1: 100 verdinnt.
Die PBS — Probe des Leergels zeigte durchgehend die héchste Extinktion mit
einem deutlichen spitzen Peak von 4,6 bei A = 230 nm. Die Proben der Gele mit
Dexamethason (Dexagel) bzw. 2HBC (2HBCgel) hatten einen flacheren
Verlauf. Das Maximum lag aber auch bei diesen um i = 230 nm. Gleichzeitig
war bei dieser Wellenlange die Differenz zwischen den Gelen am grof3ten.

Das Gel mit Dexamethason hatte dabei einen deutlicheren Peak von 1,8 gegen
eine Extinktion von 1,3 des 2HBCgels. Das Dexagel zeigte einen steileren
Anstieg und Abfall der Extinktionswerte bei einer Wellenlange um A = 230 nm.
Auffallig war, dass die maximale Extinktion bei allen Proben bei etwa 230 nm
lag. Dies entsprach dem deutlichen Peak im Extinktionsspektrum von 1-vinyl-2-
pyrrolidinone (siehe 3.3.1 und Abb.12) und liel3 vermuten, dass es sich hierbei

um das stérende Agens der Messungen handelte.
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Abb. 13:

Im Vergleich der Extinktionen des umgebenden PBS wird deutlich,
dass das Leergel mit einem Peak von 4,6 am meisten Stoffe mit
einer hohen Extinktion abgibt. Zwischen ihm und den Gelen mit
Dexamethason und 2HBC besteht ein grof3er Unterschied, wahrend
die Differenz dieser beiden mit 1,8 und 1,3 deutlich geringer ist. Die
Maxima liegen bei allen drei Gelen bei A= 230 nm, was dem
Extinktionspeak von 1-vinyl-2-pyrrolidinone (vgl. Abb. 12)

entspricht.

3.4HPLC zur Bestimmung der abgegebenen Dexamethasonmenge

Um die tatsachliche Menge an abgegebenem Dexamethason bestimmen zu

kénnen, wurde wie in 2.2.4 beschrieben eine HPLC durchgeftihrt. Die Abgabe

des Dexamethason wurde mit n = 3 in Prozent der anfangs enthaltenen Menge

berechnet und die Werte wurden entsprechend in einem Schaubild dargestellt.
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Abb. 14: Dexamethasonabgabe pro Zeit bezogen auf die zugegebene
Menge. Man erkennt die gute Deckung der Gele mit 15 mg und 30
mg sowie eine sehr groRe Standardabweichung von 6,63% des
Gels mit 50 mg bei 30 Minuten und den anschlieRenden parallelen

Verlauf.

Um eine bessere Darstellung der weiteren Werte zu erreichen wurde die
Standardabweichung des Gels mit 50 mg bei 30 Minuten angepasst.

Die Mehrabgabe mit auffallig groRer Standardabweichung von 6,63% konnte
auf die erhdhte Forminstabilitéat des Gels zuriickzufiihren sein. Es wurde erneut
ein Schaubild erstellt. Dieses zeigte zu Beginn einen Flush mit einer Abgabe
von 7,3% der Ausgangsmenge des Gels mit 15 mg Dexamethason mit einer
Standardabweichung von 0,8% und von 6% der Ausgangsmenge des Gels mit
30 mg mit einer Standardabweichung von 0,6% in der ersten Stunde.

Durch die Korrektur errechnete sich fir das Gel mit 50 mg eine Abgabe von
6,8% mit einer Standardabweichung von 1,5%.

Nach 6 Stunden waren aus dem Gel mit anfangs 15 mg Dexamethason 23,2%
mit einer Standardabweichung von 0,8%, aus dem Gel mit 30 mg 21,6% mit

0,5% Standardabweichung und aus dem korrigierten Gel mit 50 mg 23,9% mit
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0,5%  Standardabweichung abgegeben worden. 39,8% mit 3,6%
Standardabweichung waren es nach einem Tag bei dem Gel mit 15 mg, 39,3%
mit 2,3% Standardabweichung bei dem Gel mit 30 mg und bei dem korrigierten
Gel mit 50 mg betrug die Abgabe nach einem Tag 40,2% mit einer
Standardabweichung von 1,6%. Ab hier verringerte sich die Abgabe deutlich.
Nach zwei Tagen waren aus dem Gel mit anfangs 15 mg Dexamethason 50,5%
mit 2% Standardabweichung, aus dem Gel mit zu Beginn 30 mg Dexamethason
51% mit 1,3% Standardabweichung und 53,9% mit einer Standardabweichung
von 3% aus dem 50 mg Gel mit Korrektur abgegeben worden. Bei der Messung
nach einer Woche lag die Abgabe aus dem Gel mit 15 mg bei 65,9% mit einer
Standardabweichung von 0,4%, aus dem 30 mg Gel bei 69,9% mit 1,2% als
Standardabweichung und das Gel mit 50 mg hatte nach der Korrektur 69,3%
mit einer Standardabweichung von 3,0 % abgegeben.

Es zeigte sich, dass alle Gele in der gleichen Zeit etwa denselben Prozentsatz
der zugegebenen Dexamethasonmenge abgaben. Das Gel mit 50 mg
Dexamethason hatte nach 30 Minuten eine starkere Abgabe mit einer grol3en
Standardabweichung, was vermutlich auf die Forminstabilitdt zurickzufihren
ist. Zu Beginn war die Abgabe bei allen Gelen deutlich grof3er. Nach einem Tag
waren 40% abgegeben. AnschlieRend wurde die Abgabe weniger bis nach

einer Woche etwa 60 — 70% abgegeben worden waren.
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Abb. 15:  Dexamethasonabgabe pro Zeit in Prozent der zu Beginn

zugegebenen Menge mit Anpassung der Messung nach 30 Minuten

des Gels mit 50 mg Dexamethason.
a: Abgabe im Verlauf der ersten 6 Stunden.

b: Abgabe Uber einen Zeitraum von einer Woche.
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Es lasst sich feststellen, dass die Kurven beinahe deckungsgleich
sind. Zu Beginn war die Abgabe mit 7% der Ausgangsmenge in der
ersten Stunde, 23% nach 6 Stunden und 40% nach einem Tag
grol3er. AnschlieRend verringerte sich die Abgabe deutlich.

Nach zwei Tagen waren im Mittel 52% des Dexamethason
abgegeben worden und bei der Messung nach einer Woche lag die
Abgabe bei 65 — 70%.

3.5Testung der biologischen Wirksamkeit des abgegebenen Dexamethason

Es wurde getestet, ob mit Hilfe der biologischen Wirksamkeit auf die
Dexamethasonmenge geschlossen werden kann bzw. ob das quervernetzte
Dexamethason seine biologische Wirksamkeit behélt. Hierzu wurde der MTT —

Test, wie in 2.2.6 beschrieben, verwendet.

3.5.1 Eichreihen

Es wurden je zwei Eichreihen aus jeweils n = 12 Einzelwerten nach einem und
nach drei Tagen erstellt und der Mittelwert gebildet. Dieser wird im Weiteren als
Eichreihe bezeichnet. Abgebildet wurden die Unterschiede der optischen Dichte
(OD), dargestellt in Prozent lebender Zellen, bezogen auf die Zahl der lebenden
Zellen ohne Dexamethasonzugabe. Sie wurden in Abhangigkeit von der
zugegebenen Dexamethasonkonzentration dargestellt.

Die Eichreihe nach einem Tag konnte in drei Abschnitte unterteilt werden.

Zu Beginn zeigte sich eine leichte proproliferative Wirkung des Dexamethason.
Diese war bereits ab einer Konzentration von 0,1 mg/ml wieder ricklaufig und
bei 0,3 mg/ml entsprach die Zellzahl ungefahr der ohne Dexamethasonzugabe.
Die folgenden Phasen waren unterschiedlich steile lineare Abnahmen der
lebenden Zellen.
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Bis zu einer Konzentration von etwa 5 mg/ml war die Abnahme des Anteils
lebender Zellen bis auf 32% mit einer Standardabweichung von 11,5%
wesentlich steiler als der nachfolgende Abfall. Hier konnte man einen Zellverlust
bis zu einer Konzentration von 10 mg/ml auf 14% lebende Zellen mit 1,28% als
Standardabweichung beobachten.

Die Eichreihe nach drei Tagen konnte ebenfalls in zwei Abschnitte geteilt
werden. Hier konnte bis zu einer Konzentration von 4 mg/ml ein annahernd
linearer Abfall der Uberlebenden Zellen beobachtet werden, jedoch war dieser
deutlich steiler als nach einem Tag. Durch den Vergleich mit der
Uberlebensrate ohne Dexamethasonzugabe nach drei Tagen war mit etwa 12%
lebender Zellen mit einer Standardabweichung von 4,26% der Einfluss von
Dexamethason noch ausgepragter. Noch hdéhere Konzentrationen flhrten zu
einem wesentlich flacheren Abfall. Bei einer zugegebenen Konzentration von 10
mg/ml waren noch 3% lebende Zellen mit 2,16% als Standardabweichung
messbar. Absolut gab es ohne Dexamethason nach drei Tagen etwas mehr
lebende Zellen als nach einem Tag, was auf die Proliferation zuriickzufihren
ist.

Da der Unterschied aber nicht besonders gro3 war, kann von einer

annahernden Sattigung nach einem Tag ausgegangen werden.
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Abb. 16:

Eichreihen nach einem Tag (rot) und drei Tagen (blau). Dargestellt
wurde die Wirkung der unterschiedlichen
Dexamethasonkonzentrationen auf die ARPE 19 Zellen abgebildet
in Prozent der lebenden Zellen ohne Dexamethasonzugabe.

In der Eichreihe nach einem Tag fand sich zusatzlich bei sehr
kleinen Mengen Dexamethason ein leicht proproliferativer Effekt.
Ab einer Konzentration von 0,1 mg/ml war dieser jedoch wieder
rucklaufig und bei 0,3 mg/ml entsprach die Zellzahl ungeféhr der
ohne Dexamethasonzugabe. Anschlie3end fiel die Zellzahl bis zu
einer Konzentration von 5 mg/ml steil auf 32% lebenden Zellen ab,
wahrend der Abfall bis zu einer Konzentration von 10 mg/ml auf
14% deutlich flacher war. Bei der Eichreihe nach drei Tagen war
diese Verteilung noch ausgepréagter. Der steile Abfall bis zu einer
Konzentration von 4 mg/ml reduzierte die Zellzahl auf 12% und bei
einer Konzentration von 10 mg/ml lebten noch 3% der Zellen

verglichen mit der Kontrolle.
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3.5.2 Proben

Auf der Grundlage des ersten Abschnitts der Eichreihen aus 3.5.1 wurde jeweils
eine Regressionsgerade erstellt und daraus die Menge des biologisch
wirksamen Dexamethason errechnet. Dieser Wert wurde mit den anhand der
Extinktion errechneten und den nach HPLC bestimmten Konzentrationen
verglichen.

Hierzu wurde eine Tabelle erstellt in welcher fur die unterschiedlichen Proben
(vgl. Tabelle 5) die jeweils durch die drei Verfahren bestimmten Mengen an
Dexamethason verglichen wurden.

Es zeigte sich, dass fur die unterschiedlichen Proben mit Hilfe der HPLC die
geringste Dexamethasonmenge berechnet wurde. Die anhand der Extinktionen
ermittelten Konzentrationen waren meist etwa doppelt so grof3. Hierdurch
erhartete sich die Vermutung, dass neben dem abgegebenen Dexamethason
auch 1-vinyl-2-pyrrolidinone abgegeben wurde, da dies wie in 3.3.1 gezeigt bei
einer Wellenlange von A =239 nm ebenfalls eine starke Extinktion hat. Die
Extinktionsmessung eignet sich deshalb nicht zur Quantifizierung der
abgegebenen Dexamethasonmenge.

Da die Mengen an Dexamethason welche durch den MTT- Test bestimmt
wurde meist am hdchsten war muss von einer toxischen Wirkung des 1-vinyl-2-
pyrrolidinone ausgegangen werden, wie sie von Frank et al. bereits beschrieben
wurde [Frank C. 2010]. Nach drei Tagen waren die Ergebnisse ahnlich wie nach
einem Tag. Somit war es nicht moglich, anhand der tberlebenden Zellen auf

die Konzentration an freigesetztem Dexamethason zu schliel3en.
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Tabelle 7: a:
Dexamethasonmengen bezogen auf die Prozent uberlebender
ARPE19 — Zellen nach einem Tag.

Vergleich der auf unterschiedliche Weise bestimmten

Probe Nach HPLC Anhand der Errechnete Uberlebende
nach bestimmte Extinktion Menge nach Zellen
einem | Menge [mg]n errechnete MTT [mg] bezogen auf
Tag n=3 Menge [mg] n=12 die Anzahl
n=9 ohne Probe
[%0]
P1 1,36 3,73 521 107,04
P2 1,60 4,03 11,44 97,45
P3 4,80 6,65 21,91 81,34
P4 6,76 9,87 32,27 65,42
P5 8,45 15,21 25,04 76,53
P6 1,70 15,31 1,72 112,41
P7 3,55 23,46 16,44 89,77
P8 6,0 24,07 18,36 86,81
P9 1,25 1,75 3,11 110,28
P10 2,84 5,24 16,56 89,58
P11 1,65 8,56 16,92 89,03
P12 4,80 8,86 25,09 76,46
P13 6,0 12,29 5,81 106,11
P14 3,55 12,29 42,96 48,96
P 15 8,45 21,35 47,18 42,47




b: Vergleich der auf unterschiedliche Weise bestimmten
Dexamethasonmengen bezogen auf die Prozent Uberlebender
ARPE19 — Zellen nach drei Tagen.

Die nach HPLC bestimmte Menge aus Versuch 2.2.4 lag deutlich
unter der durch den MTT — Test bestimmten aus Versuch 2.2.6.
Dies spricht fur eine toxische Wirkung, da kleinere Mengen bereits
eine starke Wirkung haben.

Die anhand der Extinktion aus Versuch 2.2.2 errechnete Menge lag
meist doppelt so hoch wie die durch die HPLC bestimmte, was die
Vermutung erhartete, dass ebenfalls 1-vinyl-2-pyrrolidinone
abgegeben wurde, was bei einer Wellenlange von A1 =239 nm
ebenfalls eine groRe Extinktion zeigt (vgl. 3.3.1).

Es wird deutlich, dass weder anhand der gemessenen Extinktion
noch auf Grund der Uberlebenden Zellen ein Ruckschluss auf die
abgegebene Menge an Dexamethason gezogen werden kann.

Nach drei Tagen waren die Ergebnisse ahnlich.

Probe Nach HPLC Anhand der Errechnete Uberlebende
nach bestimmte Extinktion Menge nach Zellen
drei Menge [mg] n errechnete MTT [mg] bezogen auf
Tagen n=3 Menge [mg] n=12 die Anzahl
n=9 ohne Probe
[%]
P1 1,36 3,73 15,45 64,55
P2 1,60 4,03 12,94 70,13
P3 4,80 6,65 17,21 60,64
P4 6,76 9,87 24,58 44,28
P5 8,45 15,21 31,37 29,18
P6 1,70 15,31 26,08 40,94
P 7 3,55 23,46 21,52 51,06
P8 6,0 24,07 30,37 31,41
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P9 1,25 1,75 -30,84 167,43
P 10 2,84 5,24 -11,50 124,44
P11 1,65 8,56 -4,55 108,99
P 12 4,80 8,86 7,52 82,19
P13 6,0 12,29 13,53 68,82
P14 3,55 12,29 25,44 42,36
P 15 8,45 21,35 12,09 72,01
3.6 Herstellung von Hyaluronsauregelen mit unterschiedlichen

Bevacizumabmengen

Dieser Versuch mit Bevacizumab wurde ahnlich aufgebaut wie der mit
Dexamethason. Es wurden ebenfalls runde Gele aus quervernetzter
Hyaluronsaure mit einem Innendurchmesser von ca. 22,5 mm und einer Hohe
von ca. 17,0 mm hergestellt (siehe 2.2.6). Innen wurden vor der Bestrahlung mit
UV — Licht 10 mg, 12,5 mg oder 15 mg Bevacizumab zugegeben. Um eine
ausreichende Formstabilitdt zu erreichen, war eine langere Belichtung von 15
bis 20 Minuten notwendig. Dabei korrelierte die bendtigte Zeit mit der
zugegebenen Menge an Bevacizumab. Je mehr Bevacizumab zugegeben
wurde, desto langer war die notwendige Bestrahlungsdauer.

Die fertigen Gele waren alle durchsichtig und stabil. Im Inneren der Gele mit 15
mg Bevacizumab konnte man nach der Quervernetzung haardinne ebenfalls

durchsichtige Schlieren erkennen, welche die Transparenz nicht einschrankten.

3.7Bevacizumab — ELISA zur Bestimmung der abgegebenen Menge

Die Abkurzung ELISA steht fir Enzyme-linked Immunosorbent Assay und dient

dem Nachweis bestimmter Substanzen mit Hilfe einer enzymatischen
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Farbreaktion. In diesem Fall sollte Bevacizumab, ein VEGF — Antikorper,
nachgewiesen werden. Anhand verschiedener Antikdrperreaktionen war es

maoglich, auf die abgegebene Menge an Bevacizumab zu schlie3en.

3.7.1 Proben

Da jeweils zwei Gele hergestellt wurden und von jeder Probe drei Werte
ermittelt wurden ergibt sich n = 6. Es wurde der Mittelwert berechnet. Anhand
der zugehdrigen Eichreihen (vgl. 2.2.9 und Abb.6) wurde die abgegebene
Menge ermittelt sowie die verbleibende Menge in Prozent der Ausgangsmenge
errechnet. Der Kurvenverlauf der unterschiedlichen Gele war parallel, jedoch
nicht deckungsgleich. Es konnte deutlich der erwartete initiale Flush beobachtet
werden. Innerhalb des ersten Tages wurden aus dem Gel mit 10 mg etwa 138
Hg, aus dem mit 12,5 mg 124 pg und aus dem Gel mit initial 15 mg wurden 131
ng abgegeben. Dies entsprach 3 — 4,5% der zugegebenen Menge. Die
Standardabweichungen waren mit Werten unter 0,1% niedrig. Es folgte eine
Stagnation der Abgabe nach zwei bis drei Tagen. Zu diesem Zeitpunkt waren
insgesamt lediglich 4 — 5% entsprechend 502,5 ug aus dem Gel mit 10 mg
zugegebenem Bevacizumab, 558 ug aus dem Gel mit 12,5 mg und 562 ug aus
dem Gel mit initial 15 mg abgegeben worden. Hier lagen die
Standardabweichungen bei etwa 0,1%. Einzig bei dem Gel mit 12,5 mg war sie
nach drei Tagen mit 0,22% etwas erhoht. AnschlieRend wurde bis zu einer
Messung nach zwei Wochen keine weitere Abgabe gemessen, wobei die
Standardabweichung bei dem Gel mit 10 mg ab Tag drei zunahm bis 0,268%
nach zwei Wochen. Bei dem Gel mit 12,5 mg war die Standardabweichung
ebenfalls ansteigend und nach zwei Wochen mit 0,46% am hdchsten.

Da es mdoglich war, das abgegebene Bevacizumab mit Hilfe des spezifischen
ELISA — Tests nachzuweisen und dieser auf der Funktion des Antikorpers
beruht, konnte davon ausgegangen werden, dass die Wirkung des
Medikaments erhalten bleibt.
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Abb.17: a: Verbleibende Menge Bevacizumab in Prozent der in die Gele
zugegebenen Menge nach einem Tag.
b: Verbleibende Menge Bevacizumab in Prozent der in die Gele
zugegebenen Menge nach zwei Wochen.




Man konnte einen ahnlichen Verlauf der unterschiedlichen Gele
erkennen. Je mehr Bevacizumab urspringlich zugegeben wurde,
desto weniger wurde prozentual abgegeben.

Nach einem initialen Flush mit einer Abgabe von 3 — 4,5% der
Ausgangsmenge mit niedrigen Standardabweichungen mit Werten
unter 0,1% wurde nach zwei bis drei Tagen nur noch sehr wenig
abgegeben. Zu diesem Zeitpunkt lag die Abgabe bei 4 — 5% mit
Standardabweichungen von etwa 0,1%. Einzig bei dem Gel mit
12,5 mg war sie nach drei Tagen mit 0,22% etwas erhoht. Bis zur
Messung nach zwei Wochen konnte keine weitere Abgabe
nachgewiesen werden. Die Standardabweichungen der Messungen
stiegen etwas an und lagen bei dem Gel mit 15 mg am Ende weiter
unter 0,1%, bei dem Gel mit 10 mg bei 0,268% und bei dem Gel mit
12,5 mg mit 0,464% am Ho6chsten. Die Kurvenverlaufe waren

parallel, aber nicht deckungsgleich.
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4. Diskussion

4.1 Der Glaskorper als Medikamententrager

Der haufigste Grund fir ein Therapieversagen nach Vitrektomie ist die
proliferative  Vitreoretinopathie (PVR), bei welcher es zu einer
Entziindungsreaktion mit Erhdhung der Durchlassigkeit der Blut — Retina —
Schranke und zur Einwanderung von Entzindungszellen,
Pigmentepithelzellen(RPE), Astrozyten, Fibroblasten und Makrophagen,
Ausschittung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren und Produktion von
Matrixproteinen kommt [Cheema RA et al. 2007; Xi L et al. 2014; Zhang X et al.
2015;Sebag J. 2015]. Durch Glaskorperkollagenfasern bauen sie einen Zug auf
die Netzhaut auf, der zu deren Ablésung fuhren kann. Im schlimmsten Fall kann
es zur Erblindung kommen [Joussen AM et al. 2007].

Um die Proliferation zu verhindern, wurden verschiedene antiproliferative
Substanzen, vor allem Kortikoide, zur Stabilisierung der Blut — Retina —
Schranke postoperativ bzw. am Ende der OP dem Glaskorperersatz zugefugt
[Cheema RA et al. 2007]. Die Halbwertszeit der meisten Medikamente ist im
Auge jedoch mit einigen Stunden viel zu kurz, so dass keine ausreichende
Wirkung erzielt werden kann. Dies stellt vor allem bei direkter Injektion ein
Problem dar [Guidetti B et al. 2008; Szurman P, Frank C et al. 2009]. Diese
missen in regelmafigen Abstanden, meist monatlich, wiederholt werden, da sie
den Glaskdrperraum sowohl Uber die Vorderkammer als auch durch die Retina
verlassen [Maurice D. 2001; Kiernan DF, Mieler WF. 2009]. Hierdurch kann es
zu Nebenwirkungen wie Linsenverletzungen, Glaskorperblutung,
Netzhautabldsung oder Endophthalmitis kommen [Wang C et al. 2014]. Die
Alternative sind sehr hohe Dosen, die zwar effektiv sind, jedoch treten
Nebenwirkungen wie die Entwicklung von Katarakt, Glaskorperblutungen,
Endophthalmitis, Ptosis und Netzhautablésungen oder die Erh6hung des
Augeninnendrucks, verstarkt durch Entzindungen bis hin zum Glaukom

besonders haufig auf [Berger AS et al. 1996; Mansoor S, Kuppermann BD,
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Kenney MC. 2009]. Im Intervall kommt es zusatzlich zu Sehschéarfenverlust
[Brumm MV, Nguyen QD. 2007].

Besser ware deshalb ein Medikamentendepot mit einer verzdgerten
Freisetzung, wodurch eine anndhernd konstante Wirkkonzentration Uber einen
langeren Zeitraum mdglich ware. Mit einem Release — System koénnte dies
realisierbar sein. Die Zellen waren dann nicht dem Stress der sich laufend
andernden Medikamentenkonzentration ausgesetzt [Kiernan DF, Mieler WF.
2009]. Auch die Gefahr der toxischen Wirkung durch zu hohe Dosen ware
geringer, die Inzidenz von Infektionen und dadurch Entwicklung einer
Endophthalmitis niedriger. Durch haufige Injektion sind diese Risiken deutlich
erhoht [Guidetti B et al. 2008].

Als mdgliche Release — Implantate stehen biologisch abbaubare und nicht
abbaubare Tragersubstanzen zur Verfiigung. Zu den nicht abbaubaren gehéren
Polyvinylalkohol und Ethylenvinylacetat. Bei der Abgabe von Medikamenten
haben sie den Vorteil, dass es keinen initialen Flush mit potentiell toxischen
Konzentrationen gibt [Yasukawa T et al. 2005]. Im Verlauf konnte eine
kontrollierte lineare Abgabe Uber Jahre beobachtet werden [Mansoor S,
Kuppermann BD, Kenney MC. 2009]. Ein grofRer Nachteil ist, dass man in einer
zweiten Operation den Tréger wieder entfernen muss.

Eine lineare, jedoch viel schnellere Abgabe erreichen auch hydrophobe
abbaubare Tragersubstanzen. Hierbei besteht die Moglichkeit der
Medikamentenabgabe durch kontinuierliches Auflésen der Tragersubstanz oder
durch Abgabe des Medikaments aus der Mitte und anschlielendes Wandern
durch den Trager. Dabei ist die Abgabe nicht linear, sondern in drei Phasen
geteilt; den initialen Flush, die Diffusionsphase und den Endflush. Um diese
Konzentrationsschwankungen zu verhindern, werden Trager aus zwei
Polymeren mit unterschiedlichem Molekulargewicht hergestellt. Das schwerere
Polymer bildet den Rahmen, wéhrend das leichtere fir eine konstante Abgabe
sorgt [Mansoor S, Kuppermann BD, Kenney MC. 2009]. Alternativ kann durch
Vorinkubation in Saline eine Reduktion des Flush erreicht und somit die
Entstehung toxischer Konzentrationen minimiert werden [Yasukawa T et al.

2004]. Als abbaubare Implantate stehen Polylactolsadure, Polyglycolsaure und
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ihr Kopolymer Polylactolcoglycolsaure sowie Albumin, Gelatine, Kollagen,
Chitosan und Dextran zur Verfigung.

Durch Quervernetzung kann aus ihnen ein dreidimensionales Hydrogel
hergestellt werden. Beim Abbau werden die Gele entweder enzymatisch oder
nichtenzymatisch verflissigt und abtransportiert [Mansoor S, Kuppermann BD,
Kenney MC. 2009].

Eine PVR — Amotio tritt in der Regel in den ersten Monaten nach der ersten
Operation auf, weshalb die schnelle antiproliferative Wirkung wichtig ist [Berger
AS et al. 1996]. Hier bietet sich die Nutzung des Glaskorperersatz als
Medikamentendepot an. Durch den direkten postoperativen Einsatz werden
Komplikationen wie proliferative Retinopathie, choroidale Neovaskularisation
oder diabetische Retinopathie gemindert und so die Heilung verbessert
[Yasukawa T et al. 2004]. Durch die lokale Bindung im Glaskorper wird die
systemische Belastung deutlich reduziert. Bei einem Versuch mit einem
Dexamethasonimplantat konnten Jaffe et al. 2006 das von ihm eingesetzte
Kortikoid im Blut nicht nachweisen [Brumm MV, Nguyen QD. 2007]. Gibt man
ein Medikamentenimplantat zusétzlich in das Auge, kann es durch Kumulation
zur Netzhautverletzung kommen. Auf3erdem ist durch die Implantation eines
Fremdkorpers eine weitere Operation bzw. Intervention notwendig, um diesen
wieder zu entfernen. Auch kann es zu einer Immunreaktion gegen diesen
Fremdkorper kommen. Bei einer entstehenden Uberdosierung ist es dagegen
vorteilhaft, dass man das zusatzliche Implantat einfacher entnehmen kann als

den Glaskorperersatz [Maurice D. 2001].

4.2 Diskussion der Ergebnisse mit Dexamethason

In dieser Arbeit wurde als erstes Medikament Dexamethason zu einem
Glaskorperaquivalent auf der Basis quervernetzter Hyaluronsaure, welches von
Frank et al. entwickelt worden war, zugegeben [Frank C. 2010].

Die entstandenen Gele hatten eine runde Form, ein Volumen von ca. 6,75 ml

und waren milchig trib (Abb. 7), was auf das zugegebene Dexamethason
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zurUckgefuhrt wurde. Diese Trubung hellte sich Gber einen Zeitraum von drei
bis vier Wochen durch Abgabe des Dexamethason von auf3en nach innen auf
(Abb. 8). Je mehr Dexamethason zugegeben worden war, desto schneller klarte
das Gel auf (Abb. 9). Dies schien mit der geringeren Formstabilitdit zusammen
zu hangen. Vermutet wurde eine Uberladung mit Dexamethason soluble water,
welche die Quervernetzung behinderte.

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen konnten Spitzer et. al. nach der Zugabe
von Dexamethason zu dem Hydrogel Healon keine Anderung der Klarheit und
Viskositat feststellen [Spitzer MS et al. 2008]. Es scheint sich also um ein
Phanomen zu handeln, welches einerseits durch die hbéhere Menge an
Dexamethason entsteht, sowie durch die Quervernetzung. In vivo wirde die
Tribung sicher zu einer Visusminderung fiuhren. Durch die Abgabe des
Dexamethason und folgende Aufklarung der Gele ware diese Einschrankung
jedoch reversibel. Ebenso ist nach einer Vitrektomie im Allgemeinen der Visus
eingeschrankt und stabilisiert sich Uber eine gewisse Zeit, weshalb die
zusatzliche temporare Trubung durch das Dexamethason bei erhaltener
Wirkung und  dadurch  verbesserter Heilung als unerwinschte
Arzneimittelwirkung vertretbar erscheint.

Die abgegebene Medikamentenmenge pro Zeiteinheit sollte durch Messung der
Extinktion bei A = 239 nm bestimmt werden. Dies entsprach der Wellenlange,
welche als Extinktionsmaximum von Dexamethason beschriebenen worden
war und bei welcher die Messungen in der Arbeit von Spitzer et al. durchgefihrt
worden waren [Spitzer MS et al. 2008]. Bei dieser Wellenlange wurde bei 1-
vinyl-2-pyrrolidinone eine starke Extinktion festgestellt (Abb. 12). Dadurch
wurde die Messung gestort und es konnte nicht auf die Dexamethasonmenge
geschlossen werden.

Daraufhin wurde eine Bestimmung der abgegebenen Dexamethasonmenge
mittels HPLC durchgefihrt.

Wie schon in den Versuchen von Spitzer et al. beschrieben, stellte sich nach
einem anfanglichen Flush schnell ein Steady State mit einer Abgabe von etwa 3
— 5% der zugegebenen Menge pro Stunde ein (Abb. 15) [Spitzer MS et al.

2008]. Nach sechs Stunden waren etwa 25% abgegeben. Die ndchste Messung
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erfolgte nach 24 Stunden. Hier war es, wie bereits in der Literatur beschrieben,
zu einer Abnahme der abgegebenen Medikamentenmenge pro Zeiteinheit
gekommen, sodass eine Gesamtmenge von 40% abgegeben worden war
[Szurman P, Frank C et al. 2009].

Diese Abnahme pro Zeit setzte sich fort, bis nach einer Woche 65 — 70%
abgegeben worden waren. Im Anschluss war eine deutlich geringere Abgabe
von Dexamethason nachweisbar. Dies stellte eine Verbesserung der
Ergebnisse von Spitzer et al. dar, da die Abgabe Uber einen langeren Zeitraum
stattfand und es einen geringeren Flush zu Beginn gab. In ihren Versuchen
waren nach 6 Stunden bereits 50% abgegeben worden und die Abgabe fand
nur Uber einen Zeitraum von 6 Tagen statt [Spitzer MS et al. 2008]. Auch in
Kombination mit 5-FU wurde Dexamethason nur Uber einen Zeitraum von einer
Woche abgegeben [Berger AS et al. 1996]. Da sich neue Membranen, die Zug
auf die Netzhaut ausiben innerhalb von etwa sechs Wochen nach der
Operation neu bilden, ware eine Wirkung Uber einen Monat winschenswert
[Guidetti B et al. 2008]. Die schnelle Abgabe resultierte vermutlich aus der
Wasserloslichkeit und Grol3e des Dexamethasonmolekils. Es handelt sich um
ein sehr kleines Molekil, das sehr gut wasserldslich ist und deshalb schnell an
wassrige Umgebung abgegeben wird. Es ist bekannt, dass die Abgabe einer
Substanz aus einem Hyaluronsauregel nicht von der Konzentration der HA,
sondern von ihrem Molekulargewicht abhangig ist. Je hoher das
Molekulargewicht, desto langsamer wird der Wirkstoff abgegeben [Miyazaki T,
Yomota C, Okada S. 2001]. Die verlangerte Abgabe in den hier beschriebenen
Veruschen lasst sich durch die Quervernetzung und damit einer starkeren
Bindung des Dexamethason erklaren. Es konnen durch die geringeren
abgegebenen Einzeldosen auch héhere Mengen an Dexamethason zugegeben
werden, was ebenfalls ein Vorteil ist und die Abgabe weiter verlangert. Durch
die Reduktion des initialen Flush wird auch eine geringere Toxizitat des
Dexamethason erwartet.

Von besonderem Interesse war, ob das Dexamethason durch die

Quervernetzung seine biologische Wirksamkeit behalt. Als Glukokortikoid wirkt
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es durch Hemmung von Interleukin | und II antientziindlich, antiproliferativ und
antiodematds [Karow T, Lang — Roth R. 2008].

Die Ergebnisse zeigten bei sehr niedrigen Konzentrationen einen
proproliferativen Effekt (Abb. 16). Dieser war bereits ab einer Konzentration von
0,1 mg/ml ricklaufig und bei 0,3 mg/ml lebten ebenso viele Zellen, wie ohne
Zugabe von Dexamethason. Dieser Effekt wurde bereits 1984 von Blumenkranz
et al. beschrieben. Bei ihrem Versuch mit dermalen und Kkornealen
Fibroblastenkulturen in vitro fuhrten sowohl Dexamethason sodium phosphat
als auch Triamcinolonacetonid in Konzentrationen von 1 — 30 mg/L zu einer
verstarkten Proliferation. Bei Dexamethason war die Verstarkung 1,7 fach und
bei Triamcinolon 2 fach. Durch Erhéhen der Dosis konnte eine Inhibition der
Proliferation beobachtet werden. Im Versuch mit Triamcinolon setzte der
antiproliferative Effekt bereits bei 30 mg/L, mit Dexamethason erst ab einer
Konzentration tber 100 mg/L ein [Blumenkranz MS et al. 1984].

Diese Beobachtungen stimmen sehr gut mit den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit Uberein. Nach drei Tagen trat dieser Effekt nicht auf (Abb. 16), was
vermutlich auf die langere Einwirkung des Dexamethason zurtckzufihren war.
In hoheren Konzentrationen zeigte Dexamethason eine deutliche
antiproliferative Wirkung.

Bei der Auswertung der Proben (Tabelle 7) zeigte sich im Vergleich mit den
Ergebnissen durch die HPLC und der Extinktionsmessung das zur
Quantifizierung der Dexamethasonmenge weder die Extinktionsmessung noch
die Testung des antiproliferativen Effekts geeignet sind. Die Konzentrationen an
Dexamethason waren wesentlich geringer, als anhand der Wirkung errechnet.
Dies spricht entweder flr eine sehr starke antiproliferative oder eine toxische
Wirkung einer abgegebenen Substanz.

In Kaninchenaugen konnte bis zu einer Konzentration von 400 pg/mi
Dexamethason sodium phosphat als Infusionslésung nach einer Vitrektomie mit
Linsektomie keine toxische Wirkung beobachtet werden [Raichand M et al.
1982].

Auch bei Menschen wurde in einer randomisierten Studie eine hohe

intravitreale Konzentration ohne toxischen Effekt beobachtet [Kuppermann BD
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et al. 2007]. Bei intraokularer Injektion kdnnen bis zu 440 pg Dexamethason als
ungiftig fir Retina, Linse und Kornea von Kaninchen angenommen werden
[Cheng CK et al. 1995]. Reines Dexamethason scheint somit in niedrigeren
Konzentrationen nicht toxisch zu sein.

In Kombination mit Hyaluronsaure konnten Spitzer et al. eine signifikante
antiproliferative Wirkung auf humane Fibroblasten und humane retinale
Pigmentepithelzellen, jedoch ebenfalls keinen Hinweis flr Zytotoxizitat
nachweisen und durch die Quervernetzung konnte es zu einem Verlust der
Wirksamkeit kommen([Spitzer MS et al. 2008]. Somit wurde darauf geschlossen,
dass diese Toxizitat durch einen anderen Stoff, welcher sich aus dem Gel
geldst hatte verantwortlich sein musste. Die Versuche von Frank et al. zeigten,
dass keine Toxizitat von den Gelen ausging, jedoch wurde dieser Versuch nach
einer Dialyse durchgefiihrt [Frank C. 2010]. Diese ist jedoch im vorliegenden
Fall nicht moglich, da das kleine sehr wasserlésliche Dexamethasonmolekl
herausgewaschen werden wirde. Von den Einzelkomponenten wurden die
Monomere der Polyacrylamide in quervernetzter Form bereits als nicht toxisch
beschrieben [Chirila TV. 1994]. Ebenso zeigten Frank et al., dass
Hyaluronsaure nicht toxisch ist. Einzig ein antiadhésiver Effekt konnte
nachgewiesen werden [Frank C. 2010]. Dieser kdnnte beim MTT — Test auch
ausschlaggebend fur die geringere Zellzahl sein, da durch das Ausschitten der
Flussigkeit (vgl. 2.2.6) evtl. auch Zellen verloren gehen. Es ist mdglich, dass
der Einfluss von 1-vinyl-2-pyrrolidinone zu dem toxischen Effekt gefuhrt hat, da
dies ebenfalls aus dem Gel abgegeben wurde, wie durch die Messung der
Extinktion gezeigt (Abb. 12). Wahrscheinlicher ist, dass der als toxisch
bekannte Photoinductor Irgacure flir den Tod der Zellen verantwortlich ist
[Frank C. 2010].

Die Frage der Toxizitat der einzelnen Bestandteile gilt es in weiteren Versuchen

zu klaren.
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4.3 Diskussion der Ergebnisse mit Bevacizumab

Als weitere Substanz wurde Bevacizumab, ein VEGF Antikorper, in die Gele
integriert und untersucht. Eine Quervernetzung war maglich, jedoch musste
eine langere Bestrahlungszeit mit UV — Licht eingehalten werden. Dies lag
vermutlich daran, dass das groRe Bevacizumabmolekil mit einem
Molekulargewicht von 149 kD die Vernetzung der Hyaluronsaure behinderte.
Bei einer Quervernetzung im Auge wirde diese langere Strahlungsdauer eine
grol3ere potentielle Schadigung bedeuten. Folglich misste die Quervernetzung
bereits zuvor stattfinden und das Gel anschlie3end in das Auge gebracht
werden. Dies kdnnte wiederum zu einer schnelleren Abgabe des Bevacizumab
fuhren. Fur den klinischen Einsatz bedarf es Untersuchungen hinsichtlich der
Praktikabilitat.

Wie bereits bei den Gelen mit Dexamethason wurde die prozentuale Abgabe im
Bezug auf die Zeit bestimmt. Es wurden lber einen Zeitraum von zwei Wochen
nur etwa 5% der urspringlich zugegebenen Menge abgegeben.

Dabei fand die Hauptabgabe in den ersten beiden Tagen statt (Abb. 17). Als
Ursache fir diese geringe Abgabe wurde ebenfalls die Gro3e des Molekiils als
wahrscheinlich erachtet. Ein Vorteil derselben stellt die Mdéglichkeit dar, eine
Dialyse durchzufiihren und somit den Glaskdrperersatz von toxischen
Begleitsubstanzen zu befreien. Wie bereits in 4.2 erwahnt konnten Frank et al.
nachweisen, dass nach einer Dialyse keine Toxizitdt mehr bestand [Frank C.
2010]. Es ist anzunehmen, dass das grol3e Bevacizumabmolekil nicht
nennenswert ausgewaschen wird und so kann sich seine Wirkung im
Glaskorper entfalten, indem es VEGF direkt im Glaskorper bindet oder die
Retina penetriert und es dort blockiert [Rosenfeld PJ et al. 2005]. Uber die
Toxizitdt und die sichere Dosis des Bevacizumab selbst existieren
unterschiedliche Studien. Im Tierversuch mit Kaninchen war Bevacizumab bis
zu einer intravitrealen Konzentration von 2,5 mg/ml unbedenklich [Arevalo JF et
al. 2010]. In einer Studie an Menschenaugen zeigten sich selbst nach
dreimaliger Injektion von 1,25 mg in einem Intervall von 25 Tagen keine

Glaskoérperentziindung, keine Zeichen fur Toxizitat an Kornea oder Uveoretina,
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keine histologische Veranderung und keine Apoptose oder oxidative Reaktion.
Im Gegenteil reduzierte sich die Aktivitat der fur die Apoptose wichtigen
Enzyme Caspase 3 und Caspase 8 [Sari A et al. 2009]. Im Versuch mit
Mausen, deren Retina der menschlichen in Morphologie, Biochemie und
Physiologie sehr ahnlich ist, konnte bei einer 7 fach héheren Dosis als der beim
Menschen angewandten keine schadliche Wirkung auf diese festgestellt
werden [Heiduschka P et al. 2008]. Auch Rosenfeld et al. beschrieben es als
ungiftig fur die Retina [Rosenfeld PJ et al. 2005]. Jedoch existieren auch
Studien, in welchen die Blockade von VEGF zu starken Schaden an Retina und
Choroidea, ab 2,5 mg/ml Bevacizumab zu einer giftigen Wirkung auf retinale
Pigmentepithelzellen, sowie bei einmaliger Gabe zu einer Erhdhung der
Kaspase 3 und Kaspase 8 fuhrte. Hier wurde als sichere Dosis, bei welcher
auch die Proliferation nicht unterdrickt wird, eine Konzentration von maximal
0,8 mg/ml ermittelt [Spitzer MS et al. 2006].

Auf die Wirkung bezogen konnte kein Unterschied zwischen einer Injektion von
1,25 mg und 2,5 mg festgestellt werden [Arevalo JF et al. 2010].

Es empfiehlt sich demnach, die momentan verwendete Menge von 0,25 mg/ml
entsprechend 1,25 mg beizubehalten [Solomon SD, Lindsley K et al. 2014]. Um
diese Menge im Auge zu erreichen, mussten bei der in den vorliegenden
Versuchen ermittelten Abgabe von 5% der zugegebenen Menge innerhalb von
2 — 3 Tagen dem Gel 25 mg Bevacizumab zugegeben werden (vgl. 3.7.1). Da
die Dauer der Quervernetzung mit zunehmender Menge an Bevacizumab
angestiegen war, wirde diese Erhéhung, wie bereits oben erwéahnt, eine
weitere intensive Bestrahlung bedeuten und es ist fraglich, in wie weit eine
Quervernetzung mit dieser Menge an Bevacizumab moglich ist.

Da die Bestimmung der Menge an abgegebenem Bevacizumab Uber den
ELISA — Test erfolgte, welcher einen aktiven Antikorper zur Durchfiihrung
bendétigt, kann davon ausgegangen werden, dass die biologische Wirksamkeit
trotz langer Bestrahlungsdauer erhalten geblieben war. Der ELISA wurde
wegen seiner hohen Sensitivitdt und Spezifitdt ausgewahlt [Sharma RK et al.
2010]. Es kann also davon ausgegangen werden, dass es wenig Storfaktoren in

den Versuchen mit Bevacizumab gab (2.2.8 und 2.2.9).
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Ein Ansatzpunkt fur weiterfihrende Untersuchungen wéare zu testen, ob eine
groRere Menge Bevacizumab eine Quervernetzung verhindert und wie viel
Wirkstoff ein Gel mit 25 mg Bevacizumab abgibt. In den Messungen konnte
beobachtet werden, dass eine héhere zugegebene Menge tendenziell zu einem
geringeren abgegebenen Prozentsatz fuhrte (Abb. 17). Wenn dieses Phanomen
bei einer weiteren Erh6hung der Bevacizumabmenge fortbesteht, miisste noch
mehr Bevacizumab zugegeben werden, was die Quervernetzung weiter
erschweren wirde. Andererseits hatte eine geringere Abgabe den Vorteil einer
langeren Wirkdauer, was besonders bei chronisch verlaufenden Erkrankungen

einen positiven Effekt erwarten lasst.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden zu einem neuen Glaskdrperaquivalent auf
Hyaluronsaurebasis die antiproliferativen Medikamente Dexamethason und
Bevacizumab gegeben und auf die Mdoglichkeit der Verwendung als
Releasesystem zur Therapie nach Vitrektomie getestet.

Es war mdglich, stabile Gele mit enthaltenem Medikament herzustellen. Die
Transparenz war besonders bei Dexamethason anfangs gestort, dies besserte
sich jedoch durch dessen Abgabe innerhalb der ersten Tage. Die Gele mit
Bevacizumab waren transparent.

Fir einen Medikamenten release ist eine kontinuierliche Abgabe in etwa der
selben Medikamentenmenge lber einen mdglichst langen Zeitraum wichtig. Im
Versuch mit Dexamethason konnte eine Einteilung der Abgabe in drei Phasen
vorgenommen werden. Zu Beginn wurden pro Stunde 3 — 5% der zugegebenen
Menge abgegeben. Spéater reduzierte sich die Abgabe auf etwa 10% der
zugegebenen Menge pro Tag, um nach drei Tagen noch etwa 5% in zwei
Tagen zu betragen. Nach einer Woche waren 65 — 70% der Ausgangsmenge
abgegeben. Es folgte eine weitere geringere Abgabe in der dritten Woche. Die
Schwankung in der Abgabe war also vorhanden, wenn auch nicht sehr
ausgepragt. Die Wirkdauer war jedoch nur etwas besser als in friiheren
Versuchen und noch keine therapeutisch ausreichende Wirkungsdauer.

Die Abgabe des zugegebenen Bevacizumab war mit 5% der urspringlich
zugegebenen Menge innerhalb von zwei Wochen sehr gering. Entsprechend
missten dem Gel sehr hohe Ausgangsdosen zugegeben werden um eine gute
Wirkkonzentration zu bekommen. Bei hoheren zugegebenen Mengen war
jedoch die Quervernetzung behindert. Deshalb muss ein Mittelweg zwischen
wirkungsvoller abgegebener Menge und erhaltener Moglichkeit der
Quervernetzung gefunden werden. Die beschriebene geringe Abgabe des
Bevacizumab bietet den potentiellen Vorteil einer weitaus langerfristigen
Abgabe. Dies ist besonders bei chronischen oder sehr langwierigen

Erkrankungen wie der PVR wichtig.
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Um antiproliferativ zu wirken, sollte bei einem Release — System die biologische
Wirksamkeit nicht verloren gehen. Da dies bei der Quervernetzung theoretisch
maoglich war, wurde diese Uberpruft. Hier bestatigte sich die 1984 von
Blumenkranz et al. gemachte Beobachtung, dass Dexamethason in sehr
geringer Konzentration eine proproliferative und erst ab einer Konzentration von
etwa 100 mg/L eine antiproliferative Wirkung hat. Zusatzlich sprechen die
Ergebnisse des MTT — Tests der Proben aus den Dexamethasongelen fur eine
toxische Wirkung, welche vermutlich durch den Photoinduktor Irgacure bedingt
ist. In den Versuchen von Frank et al. waren die Gele nach Dialyse ungiftig.
Jedoch ist die Wahrscheinlichkeit, dass das Dexamethason durch die Dialyse
ebenfalls verloren gehen wirde wegen der guten Wasserloslichkeit und des
niedrigen Molekulargewichts grof3.

Die  Durchfihrung einer Dialyse ware durch die GroBe des
Bevacizumabmolekuls eher mdglich. So koénnte die Toxizitat der anderen
Chemikalien reduziert werden. Da das Bevacizumab mit Hilfe eines ELISA —
Tests bestimmt wurde, kann von einem Erhalt der biologischen Wirkung
ausgegangen werden.

Beide Ansatze haben Potential und konnen mit Hilfe weiterer Versuche
verbessert und dadurch fir die klinische Anwendung optimiert werden.
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