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Kapitel 1 Einleitung und Ziele der Arbeit

Erkrankungen der Augen konnen in Deutschland aufgrund der guten medizinischen
Versorgung im Allgemeinen gut behandelt werden. Trotzdem gibt es Erkrankungen, deren
Behandlung sich auf die Linderung von Symptomen beschrankt, wie zum Beispiel das
»Irockene Auge®. Um die Beschwerden der Patienten zu lindern, wird die Augenoberflidche
mehrmals am Tag mit klnstlicher Tranenflussigkeit in Form von Augentropfen benetzt. Ein
neuer, kausaler Therapieansatz ware die Verwendung von Wachstumsfaktoren wie dem in der
Tréanenflussigkeit vorkommenden epidermalen Wachstumsfaktor (engl. ,,Epidermal Growth
Factor®, EGF) [143]. Damit dieser aber seine volle Wirkung entfalten kann, muss er tber
einen langen Zeitraum im Auge prasent sein. Daher wird fir seine Anwendung eine
besondere Darreichungsform, das Augeninsert, benétigt.

Eine weitere nur schwer zu behandelnde Krankheit ist die Altersbedingte Makula-
degeneration, die als Hauptursache fiir Erblindungen in Industriestaaten gilt [68]. Fir dieses
Krankheitsbild ist in den letzten Jahren mit der antiangiogenen Therapie eine effektive
Behandlungsmethode gefunden worden. Um die dazu notwendigen Antikorper an der
Netzhaut zur Wirkung zu bringen, missen diese allerdings wiederholt direkt in das Auge
injiziert werden; dies birgt einige schwerwiegende Risiken (s. Abschnitt 3.2). Die regelmaR-
igen Injektionen konnten durch ein intraokulares Drug Delivery System, welches die Anti-
korper langsam im Auge freisetzt, umgangen werden. Ein solches System ware also eine

deutliche Verbesserung der aktuellen Therapie.

1. Anatomie der Augen

Die Augen bilden ein paariges Sinnesorgan, mit dem der Mensch seine Umgebung
raumlich erfasst. Der Aufbau eines Augapfels (Bulbus) ist schematisch in Abb. 1 wieder-
gegeben [44]. Jedes Auge hat eine anndhernd kugelige Form und sitzt gut geschitzt in der
knoéchernen Augenhohle (Orbita). Die Lederhaut (Sklera), die das Auge nach auBen hin
begrenzt, ist zusammen mit dem Augeninnendruck formgebend fir das Auge. Im vorderen
Bereich der Lederhaut ist die durchsichtige Hornhaut (Cornea) eingelassen, durch die das
Licht ins Auge eintritt. Nach innen schliet sich die Aderhaut (Chorioidea) an, welche die
angrenzenden Schichten erndhrt [134]. Zusammen mit dem Ziliark6érper und der Regenbogen-
haut bildet sie die mittlere Augenhaut (Uvea). An die Aderhaut schlielt sich als innere
Augenhaut die Netzhaut (Retina) an. Sie besteht aus einem lichtunempfindlichen Teil an der
Ruckseite von Iris und Ziliarkorper und dem lichtempfindlichen Teil, der die Photorezeptoren

enthalt und die Innenflaiche des Bulbus auskleidet. Der Aufbau der Netzhaut wird in
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Kapitel 1 Einleitung und Ziele der Arbeit

Abschnitt 1.2 genauer erldutert. Gegenuber der Linse befindet sich der gelbe Fleck (Macula
lutea) mit der Fovea centralis, der Stelle des schérfsten Sehens. Hier werden die einfallenden
Lichtstrahlen von der Linse gebiindelt, um an der Stelle mit der hochsten Photorezeptoren-
dichte ein scharfes Bild der Umgebung entstehen zu lassen. Der grote Teil des Augapfels
wird vom Glaskorper ausgefullt, einem hyalinen Gebilde, das aus einem feinen Fibrillennetz
und dem zu 98% aus Wasser bestehenden Humor vitreus besteht [117]. Dieser bildet zusam-
men mit der Retina und der Aderhaut den hinteren Augenabschnitt. Der vordere Augen-
abschnitt enthélt die Linse, den Ziliarkérper mit Iris, die Hornhaut und die beiden Augen-

kammern mit dem Kammerwasser [44].

Bindehaut Netzhaut

Ziliarmuskel

Schlemm-Kanal
Hornhaut \

Aderhaut

Fovea centralis

Macula lutea

Papille
Vordere Augenkammer J
. ™ Sehnerv
Iris Glaskorper
Hintere Augenkammer
Zonula-Fasern Lederhaut

Ziliarkorper

Abb. 1: Schematischer Horizontalschnitt durch den rechten Augapfel [44].

Des Weiteren gehdren zum Auge als sogenannte ,,Anhangsgebilde” die Bindehaut, die
Augenlider und die Tranenorgane. Die Anhangsgebilde schiitzen das Auge und sollen seine
Funktion erhalten. Die Bindehaut (Conjunctiva) bedeckt den vorderen Teil der Lederhaut bis
zum Rand der Hornhaut und geht in den Umschlagsfalten oben und unten auf die Innenwand
der Augenlider Uber. Sie enthélt unter anderem Becherzellen, deren Sekret fur die Benetzung
der Augenoberflache eine wichtige Rolle spielt und auf3erdem eine reibungsfreie Bewegung
der Augen ermoglicht [44]. Die Augenlider schiitzen den Augapfel durch den reflektorisch
gesteuerten Lidschluss vor schadigenden Einfliissen von auf3en. Tagsiber wird auflerdem mit

jedem Lidschlag der prékorneale Trénenfilm erneuert, was flr die optischen Eigenschaften
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Kapitel 1 Einleitung und Ziele der Arbeit

der Hornhaut dufRerst wichtig ist. Im Schlaf dagegen werden die Lider dauerhaft geschlossen
und verhindern so ein Austrocknen der Augenoberflache.

1.1 Tranenfilm und Trénenorgane

Zu den Tranenorganen zahlen die Tranendrisen und ein Kanalsystem zum Abtransport der
Trénenflussigkeit (s. Abb. 2). Die Trénendrise liegt oben am &ufReren Rand der Augenhohle
und produziert zusammen mit den akzessorischen Tranendrusen, welche in der oberen und
unteren Umschlagsfalte der Bindehaut liegen, die waéssrige Phase des Trénenfilms. Pro
Minute werden etwa 5-7 ul Tranenflissigkeit gebildet [44], die durch die sogenannten
Drisenausfihrungsgange auf die Augenoberflaiche kommen und dann durch den Lidschlag
uber das Auge verteilt werden. Durch die spezielle Bewegung der Augenlider (diese beginnt
zuerst am aufleren Lidwinkel und setzt sich dann in Richtung Nase fort) wird die Flussigkeit
zum inneren Lidwinkel transportiert [83; 137]. Dort wird sie von den Trénenplnktchen
aufgenommen, uber die Trénenkandlchen in den Tranensack gepumpt und gelangt schliellich
uber den Tranennasengang in die Nase. Auf diesem Weg flielRen circa 75% der Tranen aus

den Augen ab, die restlichen 25% verdunsten direkt von der Augenoberflache [83].

Trénendrijse\

Tranengange

Tranensack

Abb. 2: Tranenorgane am menschlichen Auge (nach [125]).

Der Tranenfilm auf der Augenoberflache ist aus drei Schichten aufgebaut: Zur Luft hin
wird er von der Lipidschicht abgeschlossen, die in den Meibom-Driisen der Augenlider
gebildet wird. Mit jedem Lidschlag wird sie erneuert [13] und dient als Verdunstungsschutz
fur die darunter liegende wassrige Schicht [72]. Die wassrige Schicht wird von den Trénen-
drisen gebildet und macht ca. 98% des Tranenfilms aus. Sie befeuchtet die Oberflache der
Augen, dient aber auch der mechanischen Reinigung von Horn- und Bindehaut. In dieser
Schicht sind Elektrolyte und verschiedene Proteine geldst, um die Oberflachenspannung der
Flissigkeit herabzusetzen, damit sich der Tranenfilm leichter ausbilden kann [72]. Die
Trénendrlse produziert aber auch Proteine und Peptide, die eine spezifische Wirkung auf die
Augenoberfldche haben, wie zum Beispiel den epidermalen Wachstumsfaktor (EGF, engl.
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Kapitel 1 Einleitung und Ziele der Arbeit

Epidermal Growth Factor) [143]. Zusammen mit weiteren Wachstumsfaktoren und Vitamin A
ist dieser fir die Instandhaltung der Augenoberflache zustdndig und steuert die Proliferation
und Differenzierung der Epithelzellen, erhéht die Muzinproduktion (siehe unten) und mildert
mdoglicherweise entzlindliche Vorgénge ab [109]. Durch ihren Gehalt an Lysozym besitzt die
wassrige Tranenflissigkeit auRerdem bakterizide Eigenschaften [44]. Die innerste Schicht des
Tranenfilms wird von Muzinen gebildet, die in geléster Form von den Becherzellen in der
Bindehaut sezerniert werden. Muzine sind Glykoproteine, die sowohl geldst als auch in der
Zellmembran verankert vorkommen. Als transmembrandare Muzine tragen sie zur Stabilitat
des Tranenfilms bei, indem sie die Oberflache der Netzhaut hydrophiler machen [61; 72],
damit sie von der wassrigen Schicht benetzt werden kann. Die gelosten Muzine sind fir das
nicht-Newton’sche FlieBverhalten der Trinen verantwortlich und verhindern somit Beschadi-
gungen durch Scherkréfte, die wahrend schneller Augen- und Lidbewegungen entstehen
konnten [61].

1.2 Die Netzhaut

Als Netzhaut wird die lichtempfindliche innere Augenhaut bezeichnet, die aus zwei
Blattern, dem Pigmentepithel und dem Stratum nervosum besteht [134]. Das retinale
Pigmentepithel als &ulRerste Schicht der Netzhaut dient der Erndhrung der Photorezeptoren
und nimmt auch deren abgestolene Membranscheibchen (s. u.) zur Weiterverarbeitung auf
[44; 141]. Das Stratum nervosum ist der eigentliche lichtempfindliche Teil der Netzhaut, in
dem histologisch weitere Schichten zu erkennen sind (s. Abb. 3). Diese Schichten werden von
drei hintereinander geschalteten Neuronen gebildet, welche die Lichtreize aus dem Auge ins
Gehirn weiterleiten. Die jeweils ersten Neuronen einer solchen Kette sind die Photo-
rezeptoren, die Uber die Bipolarzellen (zweites Neuron) mit den Ganglienzellen (drittes
Neuron) verbunden sind. Die Axone der Ganglienzellen laufen zur Papille und treten hier aus
dem Auge aus, um den Sehnerv bilden. Die Papille (auch ,,blinder Fleck® genannt) tragt keine
Photorezeptoren, da hier zum einen die Axone das Auge verlassen, zum anderen die
Netzhautgefalie ins Auge eintreten [44; 134]. Die Epithelzellen dieser GefaRe sind, wie auch
die der Aderhautgefifle, tiber ,,tight junctions® miteinander verbunden, um den unkontrol-
lierten Ubergang von Blutbestandteilen in das Auge zu verhindern. Dieser Effekt wird noch
durch die Zellen des retinalen Pigmentepithels verstéarkt, die ebenfalls tber ,,tight junctions*
verbunden sind. Zusammen bilden sie die sogenannte ,,Blut-Retina-Schranke®, die den un-
kontrollierten Ubergang von Blutplasmabestandteilen ins Auge verhindert und die fiir die

Homoostase der Netzhaut eine wichtige Rolle spielt [28] (s. a. Abschnitt 2.3).
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Bruch-Membran

Blutgefale
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Abb. 3:  Schematischer Schnitt durch die Ader- und Netzhaut (nach [44]).

In der Netzhaut finden sich zwei funktionell unterschiedliche Arten von Photorezeptoren,
die Stabchen und die Zapfen. Beiden gemeinsam ist ihr zelluldrer Aufbau mit einem inneren
und einem dufleren Segment, das stab- beziehungsweise zapfenférmig ist. Das dulRere
Segment enthalt, eingelagert in scheibchenférmige Protein-Lipid-Lamellen, die Sehfarbstoffe.
Diese bewirken die elektrische Erregung der Rezeptorzelle aufgrund eines Lichtreizes [125].
Die Scheibchen mit den Sehfarbstoffen werden stédndig von der Basis her erneuert und an der
Spitze nach aulRen abgestof3en. Das innere Segment dient dem Zellstoffwechsel und enthalt
folglich Mitochondrien und Ribosomen [134], wohingegen sich die Zellkerne der Photo-
rezeptoren weiter im Augeninneren in der mikroskopisch erkennbaren duReren Kdrnerschicht
befinden (s. Abb. 3). Die sich daran weiter nach innen anschlieenden Bipolar- und Ganglien-
zellen bundeln die Signale von mehreren Photorezeptoren und leiten sie gemeinsam an das
Sehzentrum weiter. Sie dienen also der ersten Signalverarbeitung, die noch in der Netzhaut
stattfindet [134]. Die Zellkerne der Bipolarzellen sind im Mikroskop als innere Kdérnerschicht
zu erkennen, die der Ganglienzellen bilden die letzte gut sichtbare Schicht der Retina. In den
zwischen den Kornerschichten gelegenen plexiformen Schichten liegen die Zellfortsétze, die

die jeweiligen Neuronen miteinander verbinden.
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Kapitel 1 Einleitung und Ziele der Arbeit

Gegenuber der Linse, im Zentrum der Netzhaut, befindet sich der gelbe Fleck (Macula
lutea). Als Photorezeptoren kommen hier vorwiegend Zapfen und nur wenige Stabchen vor.
Die Mitte der Macula bildet eine ausschlieBlich mit Zapfen besetzte Vertiefung, die Fovea
centralis (,,Sehgrube®). Hier ist die Stelle des scharfsten Sehens, auf die s&mtliche ein-
fallenden Lichtstrahlen von der Linse gebindelt werden. Eine weitere Besonderheit ist die
,»Verschaltung® der Neuronen an dieser Stelle des Auges, da nur hier jede Bipolarzelle mit
genau einem Zapfen auf der einen Seite und einer Ganglienzelle auf der anderen Seite
verbunden ist, wodurch ein besonders hohes Auflésungsvermdgen der zentralen Netzhaut
gewadhrleistet ist [134]. Die Fovea ist gegenuber der restlichen Netzhaut vertieft, da hier die
Axone der nachgeschalteten Zellen seitwarts laufen, damit das Licht ungestort auf die

Photorezeptoren fallen kann [44].
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Kapitel 1 Einleitung und Ziele der Arbeit

2. Erkrankungen der Augen

2.1 ,,Trockenes Auge*

Der Name ,,Trockenes Auge™ suggeriert eine einfache Verminderung der Trénen-
produktion. Allerdings ist die Erkrankung deutlich komplexer und betrifft vor allem den
Tréanenfilm und die interpalpebrale Augenoberflache. Der synonym verwendete Begriff
,Keratoconjunctivits sicca® (KCS) [78] unterstreicht die entziindliche Komponente der
Krankheit, als deren Symptome Brennen, Jucken, Fremdkdrpergefihl und gerdtete Augen
[116], sowie erhebliche Irritationen und Photophobie [72] beschrieben werden. AufRerdem
kann es in schweren Féllen zur Beeintréchtigung des Sehvermdgens kommen.

Auf dem International Dry Eye WorkShop 2007 wurde die Definition des Trockenen
Auges Uberarbeitet. Danach ist das Trockene Auge ecine ,,multifaktorielle Erkrankung der
Tranen und der Augenoberflache, die zu Beschwerdesymptomen, Sehstérungen und Tranen-
instabilitdt mit moglicher Beschadigung der Augenoberflache flhrt. Sie wird von erhohter
Osmolaritdt des Tranenfilms und Entziindung der Augenoberfliche begleitet” [82]. Das
Trockene Auge wird hier als Stérung der Tranenfunktionseinheit angesehen, die aus den
Tranendrlsen, der Augenoberfliche (mit Hornhaut, Bindehaut und Meibom-Drisen), den
Augenlidern und den diese Einheiten verbindenden Nerven besteht. Normalerweise wird
durch diese Tranenfunktionseinheit die Stabilitdt des Tranenfilms gewéhrleistet, der fir die
Erhaltung der Transparenz der Hornhaut und damit auch fir die Qualitat des auf die Netzhaut
projizierten Bildes verantwortlich ist. Wird durch eine Stérung der Tranenfunktionseinheit die
Stabilitdt des Tranenfilms beeintrachtigt, kann es zur Manifestation des Trockenen Auges
kommen (siehe Abschnitt 2.2). Eine solche Stérung kann beispielsweise die chronische
Reizung der Augenoberflache durch Umweltfaktoren wie niedrige Luftfeuchtigkeit oder das
Tragen von Kontaktlinsen sein [130]. AuBerdem ist bei Patienten, die am Trockenen Auge
leiden, die Zusammensetzung der wassrigen Tranenschicht verandert. Diese enthalt dann eine
héhere Konzentration an Elektrolyten, was wahrscheinlich auf eine vermehrte Verdunstung
zuriickzufuhren sein dirfte [61]. Allerdings produziert die Tranendriise von KCS-Patienten
auch weniger EGF und es konnte eine inverse Korrelation zwischen der EGF-Konzentration
in der Tranenflussigkeit und der Anfarbung der Augenoberflaiche mit Bengalrosa nach-
gewiesen werden [105]. Bengalrosa farbt geschédigte Epithelzellen an [65], eine verringerte
EGF-Konzentration in der Tranenflissigkeit kann also zur Schadigung der Augenoberflache

fuhren.
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Kapitel 1 Einleitung und Ziele der Arbeit

Grundsatzlich werden zwei Kategorien der KCS unterschieden: die durch einen Mangel an
Trénenflissigkeit bedingte Form (engl. ,,aqueous tear-deficient dry eye®, ADDE) und die
durch vermehrte Wasserverdunstung bedingte Form (engl. ,,evaporative dry eye“, EDE) [82].
Beim ADDE wird das Tréanenvolumen durch eine verminderte Tranendrisensekretion ver-
ringert, wobei die hdufigste primdre Ursache dafur fortgeschrittenes Alter ist. Aufgrund der
allgemeinen Bevodlkerungsentwicklung wird die Erkrankung daher in Zukunft noch an
Bedeutung zunehmen [128]. Die verminderte Tranensekretion kann mit Hilfe des Schirmer-
Tests nachgewiesen werden [15]. Dazu wird ein Streifen Filterpapier funf Minuten lang in
den Bindehautsack eingehangt; wéhrenddessen bleiben die Augen geschlossen, um die Ver-
dunstung der Tranenflissigkeit zu verhindern. Nach diesen finf Minuten wird die angefeuch-
tete Strecke gemessen, wobei ein Wert von <5 mm eine verminderte Sekretion anzeigt [72].
Als Sonderform des ADDE ist das sogenannte ,,Sjogren-Syndrom® zu nennen, eine Auto-
immunerkrankung, die neben den Tranendriisen auch die Speicheldriisen zerstort [79].

Beim EDE wird der Trénenfilm durch vermehrtes Verdunsten von Wasser aus der
waéssrigen Schicht diinner, so dass es schneller zum Aufreien des Tranenfilms kommen kann.
Hé&ufigste Ursache fur die gesteigerte Verdunstung ist eine Dysfunktion der Meibom-Driisen,
die eine nur mangelhafte Ausbildung der Lipidschicht des Tranenfilms nach sich zieht [14].
Zur Bewertung der Instabilitit des Tranenfilms wird die Tranenfilmaufrisszeit (engl. ,,break-
up time“, BUT) gemessen [15], die mit der Dicke der Lipidschicht korrelieren soll [122].
Dabei wird eine bestimmte Menge Fluoreszein in den prakornealen Tranenfilm appliziert und
anschlieBend mit einer Spaltlampe die Augenoberflache beobachtet. Die BUT variiert
normalerweise sehr stark, mit Werten zwischen 15 und 34 Sekunden [77], ein Wert von <10 s
wird als unphysiologisch angesehen [81]. Als weitere Ursachen des EDE kdnnen Stérungen
beim Lidschluss und eine geringere Frequenz des Lidschlags, wie sie zum Beispiel wéhrend

konzentrierter Arbeit vorkommt, genannt werden [138].

2.2 Pathogenese der KCS

Bei der Pathogenese des Trockenen Auges spielen zwei Bedingungen eine zentrale Rolle:
die Tranenhyperosmolaritit und die Instabilitdt des Trénenfilms [82]. Abb. 4 zeigt schema-
tisch, wie diese Kernmechanismen durch die verschiedenen Ausléser (siehe oben) aktiviert

werden kdnnen und wie sich die Krankheit dann weiter entwickelt.
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Abb. 4: Pathogenese der Keratoconjunctivitis sicca (nach [82]):

In den blauen Kasten werden die Ursachen der Erkrankung genannt, die grauen
Kreise zeigen die wéhrend der Entstehung der Krankheit ablaufenden VVorgange. Die
rot umrandeten VVorgange spielen dabei eine Schlisselrolle und verstarken sich in
Form eines Teufelskreises gegenseitig.

Die Tréanenhyperosmolaritét resultiert aus einer starken Verdunstung der Tranen-
flussigkeit von der Augenoberflache oder aus deren verringerten Bildung in der
Tranendrlse. Durch die Hyperosmolaritat werden Epithelzellen zur Bildung von
Entzindungsmediatoren angeregt, die einerseits einen Teufelskreis antreiben,
andererseits aber auch die Nerven stimulieren. Die andauernde erhohte reflektori-
sche Reizung der Trénendrise kann eine neurogene Entziindung ausldsen, wodurch
Driisengewebe zerstort und der Tranenfluss weiter verringert wird.

Eine Tranenfilminstabilitat, wie sie zum Beispiel aufgrund des Vitamin-A-Mangels bei
einer Xerophthalmie vorkommt [117], bewirkt ein verfrihtes Aufreifen des Trénenfilms
innerhalb des normalen Blinzelintervalls. Dadurch kommt es lokal zu einer Austrocknung der
exponierten Oberflache und somit auch zu einer Hyperosmolaritat des Epithels. Ist die
Instabilitdt des Tranenfilms auf eine mangelhafte Lipidschicht zurickzufihren, fihrt die
vermehrte Verdunstung zu einer hyperosmolaren Trénenflissigkeit, welche die zentrale Rolle
bei der Pathogenese spielt [82]. Die Verdunstung kann auch (ohne Instabilitat des Tranen-
films) durch das Umfeld erhoht sein, z.B. bei starkem Wind. Eine Hyperosmolaritat entsteht
ferner bei verringertem Tranenfluss aus der Trénendriise, da in diesem Fall (wegen der

unveranderten exponierten Oberflache) die normale Verdunstung von Wasser nicht schnell
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genug ausgeglichen werden kann. Grunde fiir eine verringerte Tranenproduktion sind in erster
Linie das fortgeschrittene Alter, des Weiteren wird eine entziindliche Infiltration der
Trénendriise beschrieben oder es kann durch eine vernarbende Konjunktivitis zu einem
Verschluss der ausfiihrenden Drisengange kommen. Eine Hyposekretion kann auch nerval
bedingt sein [82].

Die Hyperosmolaritat der wassrigen Tranenflussigkeit bewirkt entzundliche Veranderun-
gen auf der Augenoberflache, die mit einer Ausschittung von Entziindungsmediatoren wie
zum Beispiel IL-1, TNF-a. und MMP9 einhergehen [5; 61; 82]. Durch diese entzlindlichen,
aber auch direkt durch die osmotischen und mechanischen Belastungen der Augenoberfléache
kommt es hier zu einer Stimulation der sensorischen Nerven. Diese sind Teil des Reflex-
bogens, der die Tranenproduktion und den Lidschlag steuert. Daher wird eine kompensatori-
sche Reaktion mit gesteigertem Tranenfluss und vermehrtem Blinzeln postuliert, die zu
Beginn der Krankheit auftreten soll [82]. Die ausgeschiitteten Entziindungsmediatoren fiihren
aber auf der Augenoberflache zur Apoptose von Epithel- und Becherzellen, was zu einem
weiteren Muzinverlust [12] und infolgedessen zu einem instabileren Tranenfilm fuhrt. Durch
die andauernde nervale Stimulation kann es innerhalb der Trénendruse zu einer neurogenen
Entzindungsreaktion kommen, wodurch Drisengewebe zerstort wird [111]. Die Tranendrise
wird dabei von Lymphozyten infiltriert, welche hier die Entziindungsmediatoren IL-1, IL-6
und TNF-o ausschitten [131], die durch die Tranenflissigkeit zur Augenoberflache trans-
portiert werden und hier einen Circulus vitiosus antreiben. Dieser fuhrt tber den Becherzell-
verlust und die Tranenfilminstabilitdt zu einer weiter verstarkten Hyperosmolaritat der
Tranenflussigkeit, wodurch die Krankheit weiter fortschreitet. Dabei spielt die der Krankheit

zugrunde liegende Ursache keine Rolle mehr.

2.3 Altersbedingte Maculadegeneration

Die Altershbedingte Maculadegeneration (AMD) ist eine im hohen Lebensalter auftretende
Erkrankung der zentralen Netzhaut, die zur Degeneration der Macula lutea fuhrt. Dadurch
wird vor allem in spéten Stadien der Krankheit die Sehschérfe drastisch vermindert. Jegliche
Fixierung von Objekten mit den Augen (z. B. beim Lesen) ist dann aufgrund des zentralen
Sehfeldverlusts nicht mehr maoglich, allerdings kdnnen sich die Betroffenen noch selbstandig
orientieren, da die periphere Netzhaut erhalten bleibt [44].

Die Diagnose einer AMD erfolgt durch die ophthalmoskopische Begutachtung des
Augenhintergrundes, wobei als charakteristische Zeichen sogenannte Drusen auf der Netzhaut

erkennbar sind. Drusen sind hyaline Einlagerungen in der Basalmembran des retinalen
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Pigmentepithels, die bei alteren Menschen h&ufig zu beobachten sind [121]. Nach ihrem
Aussehen werden harte und weiche Drusen unterschieden, wobei nur grol3e, weiche Drusen
(> 63um) als Anzeichen einer AMD gelten. Sie enthalten unter anderem Pigmentkdrner und
Reste von Photorezeptoren, was auf ihre Herkunft aus dem Pigmentepithel deutet [1]. Im
frihen Stadium der Erkrankung konnen aufRerdem noch Hyper- und Hypopigmentierungen
der Netzhaut zu sehen sein. Je groRer die Drusen sind, bzw. je groRer die hypo- oder

hyperpigmentierte Flache ist, desto hoher ist das Risiko fir ein spates Stadium der AMD [66].

Exsudat
«— Netzhaut e .
noooooC . Pigmentepithel j - e e s
\Bruch Membry
Aderhaut
a) b)
o subretmale- . Blutung
Neoaskularisation Neoaskularisation

«—————— Netzhaut —

~—=—__ Ppigmentepithel —— S=s—S——j —
Bruch IVIembran/~
Aderhaut
c) d)

Abb. 5:  Schemazeichnungen der VVorgéange bei einer feuchten AMD:
a) physiologischer Zustand
b) Maculaddem
c) CNV
d) CNV mit Durchbruch des RPEs.

Es werden zwei spate Stadien der AMD unterschieden, die trockene und die feuchte Form,
die bei einem Patienten gleichzeitig vorkommen kdnnen, entweder getrennt voneinander in
verschiedenen Augen oder auch gemeinsam im gleichen Auge. AufRerdem kann im weiteren
Verlauf eine trockene AMD zu einer feuchten AMD werden und umgekehrt [26]. Patienten,
die an der trockenen Form leiden, bemerken als erstes Symptom einen grauen Schatten in der
Bildmitte oder ein liickenhaftes Bild. Dieses entsteht durch die hier im Vordergrund stehende
Atrophie der zentralen Netzhaut [44]. Bei der feuchten Form dagegen kommt es zur
Metamorphopsie, einem verzerrt wahrgenommenen Bild, das durch ein Maculaddem entsteht.
Dieses ist eine Ansammlung von Exsudat unterhalb der Netzhaut, das sich in Folge einer
Storung der Blut-Retina-Schranke unterhalb der zentralen Netzhaut bildet und diese nach

vorne wolbt (s. Abb. 5b) [28]. Dadurch kommt es zu einer fehlerhaften Ausrichtung der
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Photorezeptoren, was die verzerrte Wahrnehmung erklért. Im weiteren Verlauf bilden sich
chorioidale Neovaskularisationen (CNVSs), das heit es wachsen Gefélischlingen aus dem
Kapillarnetz der Aderhaut unter das retinale Pigmentepithel (RPE) und unter die sensorische
Netzhaut (s. Abb. 5¢/d). Aus diesen neuen GefaRen kann es leicht zu Blutungen kommen, die
dann die Netzhaut zerstoren [44].

Auch wenn zunéchst nur ein Auge betroffen ist, wird sich innerhalb eines Jahres auch im
zweiten Auge eine AMD entwickeln. Ohne eine Behandlung kommt es einige Monate nach
Erkrankung des zweiten Auges zur Erblindung im gesetzlichen Sinne, das heif3t die
Sehscharfe fallt unter Y5 (0,02) [26; 44]. In der westlichen Welt ist die Altersbedingte
Maculadegeneration die haufigste Erblindungsursache, mit einer Pravalenz von nur 0,05% bei
unter 50-Jahrigen, aber 11,8% bei Menschen tber 80 Jahren [35].

2.4 Pathogenese der AMD

Die genaue Pathogenese der Altersbedingten Maculadegeneration ist noch nicht bekannt,
bis jetzt gilt nur ein hohes Lebensalter als einziger gesicherter Risikofaktor. Auch warum die
Degeneration nur den gelben Fleck betrifft, wahrend die periphere Netzhaut weiter intakt
bleibt, ist derzeit noch unbekannt. Man nimmt an, dass es zu einer Schadigung durch
Lichteinfluss kommt [63]. Im Alter auftretende Verénderungen finden sich nur an der dueren
Netzhaut (dazu z&hlen die Photorezeptoren, das retinale Pigmentepithel und die Bruch-
Membran) und an der sich an diese anschlieBenden Kapillarschicht der Aderhaut
(Choriokapillaris) [26].

Das retinale Pigmentepithel spielt bei der Pathogenese eine wichtige Rolle. Zu seinen
Aufgaben gehoren die Regeneration des Sehfarbstoffes Rhodopsin und die Phagozytose der
von den duleren Segmenten der Photorezeptoren abgestoRenen lipidreichen Membran-
scheibchen [147]. Diese werden von den Zellen in Lysosomen verstoffwechselt, wobei nicht-
abbaubares Lipofuscin entsteht und in der RPE-Zelle angereichert wird. Lipofuscin ist ein
sogenanntes ,,Alterspigment®, das aus modifizierten Lipiden und Proteinen besteht und sich in
Epithelzellen anreichert [117]. Seine Akkumulation im RPE beginnt bereits im 16. Lebens-
monat und geht bis ans Lebensende weiter. Dadurch verringert sich das Zytoplasmavolumen
stetig, was die Funktion der RPE-Zelle (vor allem die Phagozytose) im Alter einschrankt
[148]. AuRRerdem wirkt Lipofuscin als photosensibilisierendes Chromophor, das bei Bestrahl-
ung mit Licht reaktive Sauerstoffspezies produziert [95]. Diese konnen in Analogie zur
Atherosklerose (ber eine Lipidperoxidation zu entzundlichen Vorgangen fiihren. Dabei

werden dendritische Zellen aus der Chorioidea wahrscheinlich von den geschéadigten RPE-
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Zellen sowie von oxidierten Lipiden in der Bruch-Membran (s. u.) aktiviert [47]. Da Photo-
rezeptoren in ihren &ulReren Segmenten viele mehrfach-ungesattigte Fettsauren enthalten, ist
die Macula aufgrund der hohen Zapfendichte und des andauernden Lichteinfalles besonders
betroffen.

Eine weitere Aufgabe von RPE-Zellen ist die Bildung und Erhaltung von Extrazellular-
matrix (ECM), der sogenannten Bruch-Membran [26]. Diese verbindet das RPE mit der
Choriokapillaris und ist somit fir die Versorgung der Photorezeptoren mit Sauerstoff und
Né&hrstoffen von Bedeutung. Normalerweise diffundieren diese uber die Bruch-Membran zum
Pigmentepithel und von dort zu den Photorezeptoren. Wahrend des Alterungsprozesses
verdickt sich die Membran und Lipide werden darin eingelagert, so dass die Diffusion der
Néhrstoffe behindert wird [148]. Die Veranderungen kommen durch eine vermehrte
Produktion von ECM durch die RPE-Zellen zustande, die in der Membran auch die Lipide
(aus den verstoffwechselten Membranscheibchen der Photorezeptoren) ablagern. Ein anderer
Grund fur die Verdickung konnte ein verringerter Abtransport der Abbauprodukte durch das
Blut sein, da die KapillargefaRe im Alter dunner werden und aufRerdem die Kapillardichte der
Aderhaut abnimmt. Deswegen ist auch die Durchblutung in der Kapillarschicht im Alter
geringer, was ein weiterer moglicher Ausloser der AMD ist [45].

Durch die verringerte Diffusion von Sauerstoff uber die Bruch-Membran kommt es zu
einer Hypoxie der Photorezeptoren, die einen sehr hohen Sauerstoffverbrauch haben und
normalerweise 90% - 100% des Blutsauerstoffs aus der Choriokapillaris entnehmen [148].
Als Reaktion auf die Hypoxie produzieren die RPE-Zellen dann den Wachstumsfaktor VEGF
(engl. ,,Vascular Endothelial Growth Factor*), der die Neubildung von Gefdllen aus bereits
bestehenden anregt [135]. Die durch das bereits erwahnte entziindliche Geschehen im RPE
und in der Bruch-Membran aktivierten dendritischen Zellen rekrutieren Makrophagen, welche
wiederum Enzyme sezernieren und damit sowohl die Bruch-Membran als auch RPE-Zellen
schéadigen. AuBerdem sezernieren die aktivierten Makrophagen auch weitere Zytokine (IL-1
und TNF-co), welche ebenfalls die Sekretion von VEGF fordern, und es kommt zur Bildung
neuer GefaRschlingen, die durch die Bruch-Membran in den subretinalen Raum einwachsen
[104]. Dabei produzieren die aktivierten Endothelzellen zundchst Matrixmetalloproteinasen
(MMP), welche die Basalmembran des GefaRendothels perforieren [73]. Durch die so
entstandenen Locher kénnen die proliferierenden Endothelzellen in das umgebende Gewebe
migrieren, das von weiteren MMPs aufgeldst wird, um Platz fur die sprossenden GefaRe zu
schaffen [71].
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Da die Gefalwéande dieser neuen Adern aufgrund fehlender Perizyten nicht stabil genug
sind, kann es leicht zu einer subretinalen Blutung kommen [101]. Blut unter der Netzhaut
wirkt toxisch auf die &ullere Retina, da sich ein Blutgerinnsel ausbildet, das den Austausch
von Metaboliten zwischen RPE und den Photorezeptorzellen verhindert. AuRerdem kommt es
zu Wechselwirkungen zwischen Photorezeptoren und Fibrin, so dass bei der Retraktion des
Blutgerinnsels Zugkréfte entstenen und die duRere Netzhaut geschadigt wird. Des Weiteren
kann beim Abbau des Blutgerinnsels freigesetztes Eisen die Funktion von Enzymen stdren
und somit ebenfalls toxisch wirken [87].

Die beschriebenen Vorgange treten im Alter auch auf, ohne dass sich eine Altersbedingte
Maculadegeneration ausbildet. Daher spielen wahrscheinlich auch genetische Faktoren und
Umwelteinflisse eine Rolle. Ein genetischer Einfluss wird durch vergleichende Studien an
Familien belegt, wonach Verwandte von AMD-Patienten ein erhdhtes Risiko fir die Erkran-
kung haben als Verwandte von Gesunden. AulRerdem sind Erstere schon in jlingeren Jahren
von der Krankheit betroffen [26].
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3. Drug Delivery am Auge

Es gibt unterschiedliche Mdglichkeiten fur die Verabreichung von Arzneistoffen am Auge,
von denen die drei wichtigsten die topische Anwendung, die periokulare und die intraokulare
Injektion sind [115]. Topische Arzneiformen zur Anwendung auf der Augenoberflache sowie
deren Anforderungen werden im Europdischen Arzneibuch (EuAB) beschrieben. Dazu zdhlen
Augentropfen, Augenbdder, halbfeste Zubereitungen und Augeninserte [32]. Diese Arznei-
formen sollen die Wirkstoffe im Allgemeinen im vorderen Augensegment zur Wirkung
bringen.

Den Augentropfen kommt dabei wegen ihrer guten Vertraglichkeit und der relativ leichten
Anwendung sicher die grofite Bedeutung zu. Allerdings haben Wirkstoffe, die mittels Augen-
tropfen appliziert werden, wegen der anatomischen und physiologischen Besonderheiten am
Auge eine schlechte Bioverfiigbarkeit. Im Allgemeinen werden weniger als 3% der appli-
zierten Dosis ins Kammerwasser resorbiert [54]. Der groRte Teil davon geht unmittelbar nach
der Applikation in den Bindehautsack verloren, da dieser nur etwa 20 pl an zusatzlichem
Volumen aufnehmen kann [113]; der Rest des Tropfens lauft normalerweise ber den Lidrand
auf die Wange. AuBerdem reagiert das Auge auf das unphysiologisch grofRe Flussigkeits-
volumen mit einem verstérkten Tranenfluss, so dass die restliche Dosis zum einen schnell
verdunnt wird, zum anderen aber auch Uber die Tranenkandlchen ausgespult wird, bis das
physiologische Volumen von etwa 7-10 pl wieder hergestellt ist [108; 115]. Um diese kurze
Kontaktzeit der Augentropfen auszugleichen, missen sie mehrmals am Tag appliziert werden.
Daraus resultiert ein pulsierendes Konzentrations-Zeit-Profil mit hohen Wirkstoffkonzent-
rationen kurz nach der Applikation und mit Konzentrationen, die zwischen zwei aufeinander
folgenden Applikationen unter die minimale effektive Konzentration abfallen kénnen [115].
Dagegen fiihren Arzneiformen, die Ober eine langere Zeitspanne im Auge verweilen, zu
gleichmaRigeren Wirkstoffspiegeln [120].

Eine verlangerte Kontaktzeit kann in begrenztem Mal3e durch eine Erhéhung der Viskosi-
tat erreicht werden. Aber auch hydrophile Gele werden relativ schnell verdinnt und aus dem
Auge ausgespult. Daher ist die Verwendung von hydrophoben Augensalben vorteilhafter, da
sich diese nicht mit dem Trénenfilm mischen. Sie kdnnen den Wirkstoff Uber eine langere
Zeit freisetzen, wobei jedes Blinzeln dabei hilft, die Salbe Uber die Augenoberflache zu
verteilen. Wegen der im EuAB geforderten Reizlosigkeit sind dem Technologen bei der For-
mulierung von Augensalben Grenzen gesetzt. Vor allem Emulgatoren kénnen die Augen

reizen, weswegen als Grundlagen fiir Augensalben fast ausschlie3lich Kohlenwasserstoffe mit
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cholesterinhaltigen Emulgatoren verwendet werden, die sich schon seit Jahren als gut
vertraglich erwiesen haben. Der gravierendste Nachteil der undurchsichtigen Augensalben ist
die Einschrankung des Sehvermdgens. Daher werden sie in der Regel nur nachts angewendet
[29].

Um diesen Nachteil zu umgehen und um vor allem die Kontaktzeit noch weiter zu
verlangern, werden Augeninserte verwendet. Je nach Art des Inserts kann so eine gleich-
maRige Freisetzung Uber mehrere Tage erreicht werden. Eine lange Verweildauer in der
Trénenflussigkeit ist gerade fur Wachstumsfaktoren wie EGF wichtig, da diese erst nach
mehreren Stunden ihren maximalen Effekt auf die Zellen ausiiben [48].

Mit Injektionslosungen konnen Arzneistoffe in den vorderen Augenabschnitt verabreicht
werden, deren Diffusion zu ihrem Wirkort zu lange dauern wirde. Vor allem werden auf
diese Art und Weise Antibiotika verabreicht, die periokular (meist unter die Bindehaut) oder
direkt in die vordere Augenkammer injiziert werden [29]. Um Arzneistoffe effektiv im
hinteren Augenabschnitt zur Wirkung zu bringen, werden sie zurzeit als Losung direkt in den
Glaskorperraum (intravitreal) injiziert. Da hdufige intravitreale Injektionen mit erheblichen
Risiken behaftet sind [146], werden derzeit verschiedene Madglichkeiten fur Drug Delivery

Systeme mit verlangerter Freisetzung im Glaskorperraum erforscht.

3.1 Augeninserte

Nach Europdischem Arzneibuch sind Augeninserte feste (oder halbfeste) Arzneiformen,
die in den Bindehautsack eingelegt werden und den Wirkstoff Uber einen bestimmten
Zeitraum freisetzen. Der Wirkstoff kann dabei entweder in einer Matrix inkorporiert vorliegen
oder von einer die Freisetzung kontrollierenden Membran umschlossen sein [32]. Wie bei
Augensalben bewirkt die im Vergleich zu Augentropfen verlangerte Freisetzung eine
gleichméBigere Wirkstoffkonzentration in der Trénenflissigkeit oberhalb der minimalen
effektiven Konzentration ohne die unerwiinschten Konzentrationsspitzen, die nach der
Applikation von Augentropfen auftreten. Ein weiterer Vorteil gegeniiber Augentropfen ist die
verbesserte Stabilitat des Wirkstoffes in den trockenen Augeninserten [119]. Diese haben aber
noch mehr Vorteile: So fuhren sie im Gegensatz zu Augensalben nicht zu verschwommenem
Sehen, der Wirkstoff kann, da sie als Einzeldosen verpackt werden, genauer dosiert werden,
die Freisetzung erfolgt konstanter und sie sind frei von Konservierungsmitteln [120]. Der
gravierendste Nachteil dieser Darreichungsform ist das wahrend der Anwendung auftretende
Fremdkdorpergefiihl, das vor allem nach einer Bewegung des Inserts auf der Augenoberflache

auftritt. Die zunehmende Anwendung von Kontaktlinsen dirfte aber dazu fuhren, dass viele
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Patienten schon an feste Gegenstande im Auge gewdhnt sind, so dass sich dieses Problem in
Zukunft etwas relativieren konnte [113]. Weitere Nachteile sind die Maoglichkeit des
Insertverlusts und die kompliziertere Anwendung, die vor allem fir &ltere Patienten ein
Problem darstellen durfte. Daher haben sich Augeninserte, trotz ihrer therapeutischen
Vorteile, bislang nie richtig durchgesetzt [113].

Die wissenschaftliche Literatur teilt Augeninserte in zwei Gruppen ein, die unléslichen und
die l6slichen bzw. erodierbaren Inserte [119]. Beide haben Vor- und Nachteile. So werden die
I6slichen Augeninserte als besser vertraglich angesehen, da sie wéhrend der Anwendung
allméhlich kleiner werden und somit das Fremdkorpergefiihl im Auge nachlésst. Aullerdem
mussen diese Inserte, im Gegensatz zu den unléslichen nicht wieder durch den Patienten oder
Augenarzt entnommen werden. Die unléslichen Inserte haben den Vorteil der konstanteren
Wirkstoffabgabe, die zudem leichter gesteuert werden kann, da sie unabhdngiger von
physiologischen und damit variablen VVorgangen am Auge ist. Aullerdem wird der Verlust
eines unldslichen Inserts leichter vom Patienten bemerkt als der eines l6slichen [7].

Abhéngig von ihrem Aufbau verzdgern Augeninserte die Freisetzung des Wirkstoffs auf
verschiedene Art und Weise. So kann die Diffusion des Wirkstoffes aus unldslichen Inserten
durch eine Membran kontrolliert werden oder direkt durch eine Matrix erfolgen [76]. Der
erste Fall wurde beim sogenannten Ocusert® realisiert. Dieses Augeninsert besteht aus einem
Wirkstoffreservoir, das oben und unten von einer unléslichen Membran aus Polyethylen-
vinylacetat eingeschlossen und seitlich von einem Ring aus mit Titandioxid eingefarbtem
Polyethylenvinylacetat abgedichtet wird. Solange die Wirkstoffkonzentration im Inneren des
Inserts gleich bleibt, setzt dieses den Wirkstoff konstant nach nullter Ordnung frei [6], wobei
die Freisetzung Uber die Dicke und Art der Membran gesteuert werden kann. Die friher auf
dem Markt erhaltlichen Pilocarpin-Inserte konnten eine Woche lang im Auge verbleiben und
sorgten wahrend dieser Zeit fiir einen gleichmaRigen Wirkstoffspiegel [29]. Ein Nachteil der
membrangesteuerten Systeme ist die Gefahr des ,,dose dumpings®, bei dem es durch ecine
Ruptur der Membran zur schlagartigen Freisetzung der gesamten Dosis kommt.

Im zweiten Fall wird die Diffusion des Wirkstoffes durch eine unl6sliche Matrix
kontrolliert. Bei Kontakt mit Wasser quillt diese und ermdglicht so die Freisetzung des
Wirkstoffes. Dabei kann die Geschwindigkeit der Quellung die Freisetzungsgeschwindigkeit
beeinflussen. Da die Wirkstoffmolekile im Inneren des Inserts auf3erdem einen weiteren Weg
zurlicklegen missen als die am Rand, wird die Freisetzungsgeschwindigkeit mit der Zeit
abnehmen [76]. Die Freisetzung aus unléslichen Augeninserten vom Matrixtyp wird demnach

sowohl von der Quellung der Matrix als auch durch die Wirkstoffdiffusion innerhalb der
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gequollenen Matrix kontrolliert. Ein Beispiel fir solche Augeninserte sind hydrophile
Kontaktlinsen, die vor ihrer Anwendung mit einer Wirkstofflosung getrankt werden. Da diese
im gequollenen Zustand ins Auge eingesetzt werden, verlangsamen sie die Freisetzung nur
leicht um etwa 20 min [119]. AuRerdem sind Kontaktlinsen aufgrund ihrer Positionierung im
Auge vor allem fur die Behandlung von Hornhautproblemen (z. B. Infektionen) geeignet [18],
weniger fur Erkrankungen der gesamten Augenoberflache.

Losliche Augeninserte, bestehend aus einer wasserloslichen Polymermatrix, quellen zu-
nachst bei Kontakt mit der Tranenflussigkeit. Der Wirkstoff wird auch schon wahrend der
Quellung (wie oben beschrieben) aus der Matrix diffundieren. Im Anschluss an die Quellung
I6st sich das Polymer in der Flissigkeit auf und das Insert verschwindet [119]. In der Literatur
werden zahlreiche Beispiele fur losliche Augeninserte beschrieben. Zum Beispiel wurde
versucht, Wirkstoffe mittels Kollagenschilden zu verabreichen, die normalerweise ohne
Wirkstoffe als eine Art ,,Hornhautverband* benutzt werden. Diese 16sen sich je nach Préparat
innerhalb von 12 bis 72 h im Auge auf. Allerdings beeintréchtigen sie das Sehvermdégen
deutlich, da sie im Gegensatz zu Kontaktlinsen nicht optisch klar sind. Ein weiterer Nachteil
ist, dass sie nicht vom Patienten selbst eingesetzt werden kdnnen [52; 119]. Die meisten
I6slichen Augeninserte werden als kleine Scheiben unterschiedlicher Grofle aus einem
getrockneten Polymerfilm ausgestanzt. Als Polymer kdnnen dabei zum Beispiel Polyvinyl-
alkohol, Hydroxypropylcellulose oder Polyacrylamid verwendet werden. Auf Letzterem
beruht das sogenannte ,,SODI“ (engl. fiir ,,Soluble Ophthalmic Drug Insert”), das sich
innerhalb einer Stunde im Tranenfilm l6st. Das Fremdkorpergefiihl verschwindet dabei schon
nach etwa 5-15 min, obwohl das ovale Insert mit 9 mm L&nge und 4,5 mm Breite recht grof3
ist [7; 120]. Um die Form der Augeninserte zu optimieren, wurde mit einer leicht gewdlbten
Scheibe (,,Minidisc) und der Stabform (Lacrisert®) experimentiert. Nur Lacrisert® kam in
Amerika als wirkstofffreies Augeninsert zur Behandlung des Trockenen Auges auf den
Markt, wobei das langsam in Loésung gehende Polymer den Tranenfilm stabilisieren soll
[120]. Allerdings kann es bei der Anwendung zu Sichtbehinderungen durch Bildung von

Schlieren kommen [7].

3.2 Drug Delivery am hinteren Augenabschnitt

Einen Arzneistoff im hinteren Augensegment zur Wirkung zu bringen ist deutlich schwerer
als am vorderen. Die Applikation von Arzneistoffen auf der Augenoberflache ist fur diesen
Zweck durch die verschiedenen anatomischen und physiologischen Barrieren nur wenig

effektiv. Arzneistoffe konnen zwar iber die Cornea aufgenommen werden, allerdings kommt
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es dann durch den Kammerwasserfluss schnell wieder zur Elimination aus den intraokuléren
Geweben. Alternativ kdnnen sie auch tber die Bindehaut resorbiert werden und anschlief3end
durch die Sklera in den Glaskorperraum diffundieren [54]. Die derzeit zur Therapie der AMD
verwendeten Antikorper sind allerdings sehr grof3 (150kDa), so dass deren Aufnahme durch
das Hornhautepithel verhindert wird und auch die Resorption tber Binde- und Lederhaut
nicht moglich ist. Dabei stellt die Bindehaut die eigentliche Barriere dar, weil in der Sklera

eine Diffusion auch von grof3eren Proteinen moglich ist [75].

D \ /”scleral plug”
intrasklerales
/ Implantat

<« episklerales

Implantat
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injizierte

Mikropartikel injiziertes

Stabchen

Abb. 6: Verschiedene Applikationsorte von okuléren Implantaten (nach [145]).

Damit die Wirkstoffe also die Retina erreichen, missen sie direkt in den Glaskorper
eingebracht werden. Am einfachsten geht das durch die intravitreale Injektion einer Ldsung.
Allerdings nimmt die Konzentration der Wirkstoffe im Glaskorper relativ schnell wieder ab
und flr eine erfolgreiche Therapie werden weitere Injektionen notwendig [146]. Bei der
gegenwartigen Therapie der AMD mit Anti-VEGF-Antikorpern muss die Ldsung in vier-
waochigem Abstand reinjiziert werden [63]. Da jede intraokuldre Injektion Risiken birgt (es
kann zum Beispiel zu Netzhautablosungen, Blutungen in den Glaskorper oder im schlimmsten
Fall zu einer Endophthalmitis kommen [146]) sind langsam freisetzende Systeme in diesem
Bereich von besonderem Nutzen. Intraokulére Implantate sind eine Mdglichkeit, die Frei-
setzung zu verzogern. Auf dem amerikanischen Markt sind nicht-abbaubare Implantate
zugelassen, die durch einen Schnitt in der Pars plana ins Auge eingebracht werden und hier
fest vernaht werden. Diese setzen die enthaltenen Wirkstoffe Gber mehrere Monate frei und
mussen danach wieder entnommen werden [145]. Um die zweite Operation zu vermeiden
wurden Implantate aus hydrophoben, abbaubaren Polymeren entwickelt, die in verschiedene

Formen, wie zum Beispiel Stdbchen oder kleine Scheiben gebracht werden und an
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verschiedenen Orten im Auge implantiert werden konnen (s. Abb. 6) [145]. Zum Beispiel
bestehen diese aus PLGA (engl. ,,Poly (lactic-co-glycolic acid)), einem hydrolytisch abbau-
barem Copolymer aus Milchsaure- und Glykolsdure-Einheiten. In Tierversuchen erwiesen
sich Mikropartikel aus PLGA, die den Vorteil der einfachen Applikation mittels Injektion
haben, als gut vertraglich. Es bleibt allerdings unklar, ob diese die Sicht beeintrachtigen oder
nicht, aulerdem waren sie nur schwer wieder zu entfernen, wenn die Therapie fruhzeitig
abgebrochen werden muss [100].

Eine weitere Form kénnen sogenannte ,,scleral plugs® sein, das sind kleine stdbchen- oder
T-formige Implantate [46; 146], die als Verschluss in eine kleine Inzision der Lederhaut
gesteckt werden konnen. Diese verbleiben am Applikationsort und l6sen sich dort langsam
auf, wahrend sie den Wirkstoff kontinuierlich freisetzen. Sie eignen sich allerdings nicht fir
Proteine, da das Polymer-Wirkstoff-Gemisch wahrend der Herstellung erhitzt werden muss,
um es in die gewiinschte Form zu pressen [144].

In Form einer Scheibe kénnen Implantate auch aulRerhalb des Augapfels auf die Sklera
gelegt oder innerhalb der Lederhaut platziert werden. Wegen der relativ guten Durchlassigkeit
der Sklera gerade fur kleinere Arzneistoffe kdnnen auf diese Weise auch im Glaskdrperraum
ausreichende Wirkstoffspiegel erreicht werden [39].

Auch quervernetzte Hydrogele kdnnen zur Retardierung verwendet werden, wobei sie sich
gerade fur Proteine gut eignen. Um die Proteine auch im gequollenen Gel zuriick zu halten,
werden Polymere verwendet, die eine dem Protein entgegengesetzte Ladung tragen, so dass
ein Polyionenkomplex entsteht. Dieser Komplex ist stabil genug, um eine Kontrolle der
Freisetzung lber den Abbau der Matrix zu erreichen [146].

Ein vollkommen anderer Ansatz ist der teilweise oder vollstandige Ersatz des Glaskorpers
durch ein Hydrogel, das gleichzeitig als Vehikel fur Protein-Wirkstoffe dient. Das verwendete
Hydrogel muss optisch transparent sein, damit das Sehvermdgen des Patienten nicht beein-
trachtigt wird. Erste Versuche zu einem solchen System mit Bevacizumab als Wirkstoff wer-
den in dieser Arbeit vorgestellt. Bevacizumab ist ein gegen VEGF gerichteter Antikdrper, der
bei der Altersbedingten Maculadegeneration eingesetzt wird. Da die derzeit praktizierte
Anwendung als intravitreale Injektion alle 4-6 Wochen wiederholt werden muss, wirde sich

ein System mit verzogerter Freisetzung als Therapieverbesserung anbieten.
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4. Ziele der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Systeme zur Verabreichung von
Protein-Arzneistoffen am Auge entwickelt: Ein l6sliches Augeninsert zur Anwendung im
Bindehautsack um EGF gegen Trockene Augen zu verabreichen und ein Drug Delivery
System fur die intraokulédre Anwendung, mit dem der Antikorper Bevacizumab gegen AMD
verabreicht werden soll. Damit die Anwendung durch die Patienten mdglichst einfach
erfolgen kann und zu erwartende Vertraglichkeitsprobleme von Anfang an mdglichst gering
gehalten werden, l6st sich das Augeninsert wahrend der Anwendung langsam auf. Das
intravitreale Drug Delivery System soll den Antikdrper mdglichst lange freisetzen, um
wiederholte Applikationen, wie sie zurzeit tGblich sind, zu vermeiden.

Kapitel 3 befasst sich mit der Herstellung von Augeninserten auf Basis von Alginaten. Da
die Inserte ausgestanzt werden, sollte die Matrix in mdglichst einheitlicher Schichtdicke
vorliegen. Zwei Methoden wurden etabliert, um dieses Ziel zu erreichen: Das Ausziehen der
Losung zu Filmen und das AusgieRen von weniger konzentrierten Filmen in Teflonformen.
Dabei wurden auch zwei Methoden zur Quervernetzung der Alginatmatrix verwendet, die auf
der duBeren und der inneren Gelierung beruhen. Um das Fremdkorpergefiihl wahrend der
Anwendung der Augeninserte zu minimieren, wurde der Matrix Glycerol als Weichmacher
zugeflgt. Dessen Einfluss auf die Schichtdicke, den Wassergehalt und vor allem auf die
mechanischen Eigenschaften der Alginatmatrix wurde untersucht. Da flir Augenarzneimittel
Sterilitat gefordert wird, wurden auch zwei Sterilisationsmethoden auf ihre Anwendbarkeit flr
Alginate gepruft. Die Untersuchung erfolgte am Rotationsviskosimeter, mit dem eine
Anderung der Viskositat leicht festgestellt werden kann.

Die Quervernetzung der Alginatmatrix erfolgte mit Ca®*-lonen und war notwendig, da sich
ansonsten das Augeninsert zu schnell in der Trénenflussigkeit auflésen wirde. Die beiden
verwendeten Methoden zur inneren Gelierung von Alginat wurden am oszillierenden
Rheometer genauer untersucht. Dabei wurde die Gelbildung von zwei unterschiedlichen
Alginattypen (,,G-reich® und ,,G-arm*) charakterisiert und der Einfluss der Ca** bzw. GDL-
Menge getestet. Da bei der Methode mit CaCl,/Na,-EDTA der pH-Wert eine entscheidende
Rolle spielt, wurde auch dessen Einfluss auf die Gelierungsdauer untersucht (Kapitel 4).

Die Augeninserte sollen sich wahrend der Applikation im Auge auflésen. Da die
Auflésung eines quervernetzten Alginatgels sehr lange dauert und normalerweise nur bei
groBem Uberschuss an Natriumionen stattfindet, sollten die entwickelten Augeninserte durch

Zugabe des Komplexbildners EDTA in situ erodierbar gemacht werden. In Kapitel 5 werden
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die entsprechenden in vitro Versuche beschrieben, bei denen zundchst der Komplexbildner
von aullen zugetropft wurde. Des Weiteren wurden sowohl das I6sliche Na,-EDTA als auch
das unlésliche H4-EDTA in die Matrix der Augeninserte inkorporiert, damit diese sich auch
ohne eine externe Zufuhr von EDTA auflosten. Zuletzt wurde die Erosion der mit der
CaCl,/Na,-EDTA-Methode hergestellten Augeninserte Uberprift. Dabei wurde speziell der
Einfluss der verwendeten GDL-Konzentration untersucht.

EGF ist als Peptid ein sehr empfindlicher Arzneistoff, dessen Stabilitat gleichzeitig fur
seine Wirkung von grol3er Bedeutung ist. Da wéhrend der Herstellung das Peptid lange Zeit in
Losung vorliegt, kann es leicht zu Abbaureaktionen kommen. Das Ausmaf dieser Reaktionen
wéhrend der Herstellung wurde mittels chromatographischer Methoden bestimmt; die
Identifizierung der Abbauprodukte erfolgte dann mit Hilfe von Massenspektren der
gesammelten Fraktionen (Kapitel 6). Untersucht wurden die dufRere Gelierung, bei der zwei
Trocknungsschritte notwendig sind, und die beiden Methoden der inneren Gelierung (mit
CaHPO,/GDL und mit CaCl,/Na,-EDTA). Ebenfalls in diesem Kapitel werden die Unter-
suchungen zur Freisetzung von EGF aus den Inserten beschrieben. Dazu wurden zwei unter-
schiedliche Methoden etabliert: eine Eintopfmethode, bei der die Inserte in 5 ml Puffer
inkubiert wurden und eine Durchflusszelle, bei der die Inserte von stdndig frischem Puffer
umspult wurden. Mit deren Hilfe wurden die Monomerenzusammensetzung und Kettenldnge
des verwendeten Alginats sowie die zur Herstellung verwendete Alginatkonzentration als
verschiedene Maglichkeiten zur Beeinflussung der Freisetzung getestet.

Im siebten Kapitel werden die Versuche zur Entwicklung eine Drug Delivery Systems
beschrieben, das den Antikorper Bevacizumab im Glaskorperraum tber einen moglichst
langen Zeitraum freisetzen sollte. Am Lehrstuhl fir pharmazeutische Technologie der Uni-
versitdt Regensburg wurde ein in situ gelierendes Hydrogel aus zwei Komponenten entwi-
ckelt, das als Glaskdrperersatz Uber eine Kantle ins Auge appliziert werden kann. Eine Kom-
ponente dieses Gels ist aminreaktiv, trotzdem sollte das Gel mit Antikorpern gegen VEGF
beladen werden. Um eine kovalente Anbindung des Proteins an das Polymergerist des Gels
zu verhindern, wurde der Wirkstoff durch Zugabe von 16slichem Polyethylenglykol (PEG)
ausgefallt. Die dazu benétigte Konzentration von l6slichem PEG wurde anhand von drei
verschiedenen PEGs mit unterschiedlicher Kettenlange bestimmt. Danach wurde am oszillie-
renden Rheometer der Einfluss dieses zusétzlichen PEGs auf die Gelbildung des in situ gelie-
renden Gels untersucht. Die Eignung dieses Gels als Drug Delivery System wurde sowohl mit
fluoreszenzmarkierten 1gG-Antikorpern als auch mit dem Wirkstoff Bevacizumab untersucht.

Dabei wurden die Art und Menge des zur Prazipitation eingesetzten PEGs variiert.
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1. Materialien

Die zur Herstellung der Augeninserte verwendeten Alginate wurden von der Firma FMC
BioPolymer bezogen. Es wurden drei verschiedene Alginattypen benutzt, die in Tab. 1
aufgefuhrt sind. Neben der Bezeichnung enthalt die Tabelle auch den Guluronséuregehalt der
Alginattypen und die Viskositat einer 1%igen Losung des entsprechenden Alginats in Wasser,
die als Mal} fir die Kettenldnge der Polysaccharide dient. Die Reinheit der beiden niedrig-

viskosen Alginattypen entsprach den Anforderungen des EUAB.

Alginat- Guluronséure-  Viskositat (mPas)
bezeichnung gehalt (%) (1% in Wasser)
LF10/60 65-75 20-70
LF10/60LS 35-45 20-70
LF200S 65-75 200-400

Tab. 1: Guluronsauregehalt und Viskositét der verwendeten Alginate.

Calciumchlorid-Dihydrat, Dinatriumedetat-Dihydrat (Na,-EDTA) und wasserfreies
Glycerol zur Herstellung der Alginatmatrix wurden von Merck bezogen, Calciumhydrogen-
phosphat-Dihydrat von Fluka, Glucono-é-lacton und Ethylendiamintetraessigsaure (Hs-
EDTA) von Sigma-Aldrich.

Rekombinant hergestellter humaner epidermaler Wachstumsfaktor (EGF) wurde in zwei
verschiedenen Qualitaten gekauft. Vom ,, Center for Genetic Engineering and Biotechnology *
in Havana (Kuba) stammte EGF, das zur Anwendung am Menschen zugelassen war. Dieses
wurde in Form einer Losung importiert, die 0,8 mg/ml Peptid enthielt. Im Folgenden wird
diese als ,,EGF-Kuba“ bezeichnet. Von der Firma Biomol GmbH in Hamburg wurde EGF in
einer nur zu Forschungszwecken, aber nicht zur Anwendung am Menschen zugelassenen
Qualitat erworben. Dieses lag als gefriergetrocknetes Protein ohne weitere Zusétze vor und
wurde in einer Konzentration von 1 mg/ml in Aqua ad iniectabilia (Firma Bayer AG) gelost.
Diese EGF-Sorte wird im Folgenden als ,,EGF-Biomol* bezeichnet.

Der Puffer fir die Erosions- und Freisetzungsversuche wurde mit Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan (Tris), Salzsdure und Natriumchlorid von Merck hergestellt. a-Cyano-4-
hydroxyzimtsaure wurde in reinster Form als Matrixsubstanz fur MALDI-MS Unter-
suchungen von Fluka gekauft. Fur die HPLC-Analysen wurde Acetonitril und Methanol in
HPLC-Qualitat von Merck, Trifluoressigsdure (TFA) von Riedel-de Haén gekauft. Borsdure

und Carbazol fiir den Alginatnachweis stammten von Merck.
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Bevacizumab (Handelsname Avastin®) wurde freundlicherweise von der Apotheke des
Klinikums der Universitdt Regensburg zur Verfiigung gestellt. Jeweils 0,15 ml der Lésung
(25 mg/ml) wurden von der Apotheke unter aseptischen Bedingungen in Einmalspritzen
abgefllt, steril verpackt und bis zur Verwendung im Kuhlschrank gelagert.

Verzweigte PEG-succinimidylpropionate und verzweigte PEG-amine wurden als Aus-
gangssubstanzen flr die in situ gelierenden PEG-Hydrogele am Lehrstuhl fur pharmazeuti-
sche Technologie der Universitdt Regensburg synthetisiert [10]. PEG400, PEG2000 und
PEG10000, die als zusatzliches Polyethylenglykol fir die Ausfallung von Proteinen genutzt
wurden, stammten von Fluka. Bovines y-Globulin und Fluoreszenz-markiertes humanes
Immunglobulin G (FITC-1gG) wurden von Sigma-Aldrich gekauft.

Wasserfreies Natriumdihydrogenphosphat und Dinatriumhydrogenphosphat wurden als
Puffersubstanzen von Sigma-Aldrich gekauft, zur Konservierung des Freisetzungspuffers
wurde Natriumazid von Merck benutzt.

Alle verwendeten Substanzen waren, falls nicht anders angegeben, von analytischer

Reinheit oder besserer Qualitét.
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2. Methoden

2.1 Herstellung von Augeninserten auf Alginatbasis

Die Herstellung der Augeninserte erfolgte durch einfaches Ausstanzen aus einer film-
formigen, quervernetzten Alginatmatrix. Zur Quervernetzung der Matrix wurden die im

Folgenden beschriebenen Methoden eingesetzt.

2.1.1 Quervernetzung durch auf3ere Gelierung

Zur Herstellung der Matrices wurden die verschiedenen Alginate ber Nacht in bi-
destilliertem Wasser gel6st und dann entweder in eine Teflonform gegossen oder mit Hilfe
des Filmziehgerates (Coatmaster 509/MC-1, Firma Erichsen) zu diunnen Filmen ausgezogen
(vgl. Abb. 7).

Fur das Filmziehgerat wurden relativ viskose Losungen von 4% des hochviskosen
Alginats LF200LS und jeweils 8% der beiden niedrigviskosen Alginate LF10/60 und
LF10/60LS verwendet. Diese Lésungen wurden mit einer Geschwindigkeit von 25 mm/s auf
einer Glasunterlage zu 1000 um dicken Filmen ausgezogen und Uber Nacht bei Raum-
temperatur getrocknet. Zur Trocknung wurden die Filme exakt waagerecht ausgerichtet, damit
die Losungen nicht flieRen konnten, was zu ungleichmé&Bigen Filmen geflhrt hatte. Um
dickere Filme zu erhalten, wurden nach dem Trocknen weitere Schichten aufgetragen.

Fur die Teflonformen wurden, unabhéngig von der Kettenldnge, ein- oder zweiprozentige
Losungen der Alginate verwendet. Diese konnten bei Bedarf sterilfiltriert werden. VVon den
Losungen wurden jeweils 3,8 ml in eine Teflonform von 4 cm Durchmesser gegossen und
ebenfalls Uber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Auch die Teflonformen wurden
wéhrend der Trocknung waagerecht ausgerichtet.

Die trockenen Filme wurden dann vorsichtig von der Glasplatte gelést bzw. aus der
Teflonform genommen und zur Quervernetzung eine Minute lang in eine 5%ige (m/V) CaCl,-
Losung getaucht. AnschlieBend wurden die Filme kurz mit bidestilliertem Wasser abgespult
und zur Trocknung auf Glasplatten ausgebreitet. Aus diesen getrockneten und quervernetzten

Filmen wurden runde Inserte mit 5 mm Durchmesser ausgestanzt.
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Filmziehgerat Teflonform

Alginatlésung

Glasplatte Teflonform
24 h trocknen 24 h trocknen

Getrockneter
Alginatfilm 3.1 .31
.7‘. 4\ /t Ca?*-Kation

1 min quervernetzen

Quervernetzter
Alginatfilm

24h troV
-: -

Abb. 7:  Herstellung von Augeninserten mit Hilfe der dauRBeren Gelierung.

2.1.2 Quervernetzung durch innere Gelierung

Auch fir die innere Gelierung wurden die Alginatlosungen entweder zu Filmen gezogen
oder in Teflonformen ausgegossen. Die Quervernetzung erfolgte dann von innen heraus
entweder mit der CaHPO,/GDL-Methode oder durch die Verwendung von CaCl, und Na,-
EDTA (im Folgenden auch CaCl,/Na,-EDTA-Methode genannt). Auch hier wurden 8%ige
Ldsungen der niedrigviskosen Alginattypen fir das Filmziehgerét und ein- bis zweiprozentige
Alginatldsungen fiir die Teflonformen benutzt.

Bei der CaHPO,/GDL-Methode wurde CaHPO, in Glycerol suspendiert und an-
schlieBend mit der jeweiligen Alginatlosung gemischt, so dass die entstandene Suspension

0,2% CaHPO, enthielt. In dieser Suspension wurden 0,4% Glucono-é-lacton (GDL) gel6st
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und eine Minute lang geriihrt, um es homogen zu verteilen. Diese fertige Suspension wurde
entweder in Teflonformen gegossen (3,8 ml in eine Form von 4 cm Durchmesser) oder mit
einer Geschwindigkeit von 25 mm/s zu 1000 um dicken Filmen ausgezogen. Wahrend der
Trocknung hydrolysiert GDL und verringert den pH-Wert der Suspension, so dass sich das
CaHPO, 16st (vgl. Abb. 8) und somit das Alginat quervernetzt wird. Die Trocknung erfolgte

auch hier bei Raumtemperatur.

Filmziehgerat Teflonform

Alginatlésung

Glasplatte Teflonform

le le
/ T . Ca?*-Kation
et S . 20 5.0 0°00°0
fe . HPO,4%-Anion 0000 0%0 o°
24 h trocknen 24 h trocknen

Quervernetzter
Alginatfilm

\ N /

Abb. 8: Herstellung von Augeninserten mit Hilfe der CaHPO,/GDL-Methode zur inneren
Gelierung von Alginat.

Bei der CaCl,/Na,-EDTA-Methode zur inneren Gelierung konnten alle Bestandteile
geldst werden. Zunéchst wurde eine Losung mit 1% CaCl, und 2,6% Na,-EDTA in Wasser
hergestellt (die Losung enthdlt dann Ca®*-lonen und Komplexbildner in &quimolarem
Verhéltnis). Der pH-Wert dieser Losung wurde mit 6M Natronlauge auf einen Wert zwischen
7 und 7,5 eingestellt, damit sich ein stabiler Komplex zwischen Ca®* und EDTA ausbilden
konnte. In dieser eingestellten CaCl,/Na,-EDTA-LGsung wurde 1% Alginat geldst. Nachdem
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das Alginat komplett gelést war, wurde noch 1% GDL durch einminutiges Ruhren darin
aufgeldst und die fertige Mischung schlie3lich sterilfiltriert. \Von der fertigen Losung wurden
wiederum 3,8 ml in eine Teflonform von 4 cm Durchmesser gegeben, so dass die Schicht-
dicke etwa 3 mm betrug. Wéhrend der Trocknung bei Raumtemperatur, die bei dieser
Methode bis zu 48 h dauert, werden Ca®*-lonen freigesetzt und das Alginat wird quervernetzt.
Aus der getrockneten Matrix konnten die Augeninserte wie oben beschrieben ausgestanzt

werden.

2.1.3 Einfluss von Glycerol auf die Alginatfilme

Glycerol wurde den Alginatfilmen als Weichmacher zugesetzt, um die Augeninserte
flexibler zu machen und somit das Fremdkdrpergefihl wéhrend der Anwendung zu
minimieren. Die verwendeten Alginatfilme wurden mit der oben beschriebenen CaCl,/Na,-
EDTA-Methode in Teflonschalen von 6 cm x 10 cm GroRe hergestellt. Dazu wurden 18 ml
Alginatlésung in die Formen eingefillt, was einer Fillhéhe von 3 mm entspricht. Es wurden
sechs verschiedene Filme mit Glycerol-Konzentrationen von 0% bis 5% hergestellt, indem
das Glycerol mit dem trockenen Alginatpulver gemischt wurde. Zur Charakterisierung der
Filme wurden deren Schichtdicke und Restfeuchte bestimmt sowie ihre mechanischen
Eigenschaften untersucht.

Die Schichtdicke wurde durch eine Magnet-induktive Messung mit einer Genauigkeit von
1 pm bestimmt (MiniTest 600 FN, Firma Elektrophysik). Die Messung erfolgte auf einer
Stahlplatte an 20 zuféllig ausgewahlten Punkten des Films. Aus den Einzelmessungen wurden
der Mittelwert und die Standardabweichung berechnet.

Zur Bestimmung der Restfeuchte wurden aus jedem Film 3 Stlicke von 9 mm Durchmesser
ausgestanzt und gewogen. Diese wurden dann 48 h lang im Trockenschrank bei 80°C gelagert
und anschlieBend erneut gewogen. Aus der Differenz der Wagungen wurde die prozentuale
Restfeuchte errechnet.

Die mechanischen Eigenschaften der Filme wurden mit Hilfe eines Zugversuches unter-
sucht (Universalpriifmaschine Typ 5542, Firma Instron). Dazu wurden zunéchst 5x 1 cm
grolRe Stiicke aus den Filmen ausgeschnitten und deren Dicke gemessen. Diese Stlicke wurden
dann im Zugversuch mit einer Geschwindigkeit von 20 mm/min bis zum Zerreif3en gedehnt.
Dabei wurde die Zugspannung gemessen und in einem Spannungs-Dehnungs-Diagramm
gegen die Zugdehnung aufgetragen. Aus diesem Diagramm wurde das Elastizitdtsmodul der

Filme bestimmt.
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2.1.4 Einfluss der Sterilisation auf die Alginatlésungen

Zur aseptischen Herstellung der Augeninserte mussen die Ausgangsmaterialien vorher
sterilisiert werden. Daher wurde der Einfluss von zwei Sterilisationsmethoden, trockene Hitze
und Sterilfiltration, auf die Kettenldnge der beiden niedrigviskosen Alginate (LF10/60 und
LF10/60LS) untersucht. Dazu wurden sterile und nicht sterile Losungen (2%) der beiden
Alginate am Rotationsviskosimeter (TA AR2000, Firma TA Instruments) bei 25°C mit einer
Platte-Kegel-Geometrie von 60 mm Durchmesser und 2° Offnungswinkel vermessen. Wah-
rend der Messung wurde die Schergeschwindigkeit innerhalb von einer Minute kontinuierlich
von 0,1 auf 2000 s™ erhdht und dabei die Viskositat der Loésung aufgezeichnet.

Die Hitzesterilisation der Alginate erfolgte nach den Standardbedingungen des Europé-
ischen Arzneibuchs (2 h, 160°C). Das Pulver wurde dazu in dinner Schicht in einer Glas-
Petrischale ausgebreitet und in einem Trockenschrank erhitzt. Wahrend der Sterilisation
wurde die Temperatur im Pulverbett gemessen. Nachdem das Pulver wieder auf Raum-
temperatur abgekuhlt war, wurde daraus eine 2%ige Losung fir die rheologische Unter-
suchung hergestellt. Die Sterilfiltration der 2%igen Ldsung erfolgte (ber einen sterilen
Spritzenvorsatzfilter mit Polyethersulfon-Membran von 0,2 um Porengrofie. Als Vergleich

diente hier die restliche, nicht filtrierte Lésung.
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2.2 Rheologische Untersuchung der Quervernetzung von Alginaten

2.2.1 Bestimmung der Gelierungsdauer bei Verwendung von CaHPO,/GDL

Fur die Experimente wurden CaHPO,-Dispersionen der in Tab. 2 angegebenen Zusam-
mensetzung nach der in Abschnitt 2.1.2 beschriebenen CaHPO4/GDL-Methode hergestellt.
Verwendet wurden dazu die beiden niedrigviskosen Alginate (LF10/60 und LF10/60LS). Die
benoétigte Menge GDL wurde erst unmittelbar vor der Messung in der jeweiligen Dispersion
geldst. Dazu wurde GDL als Feststoff direkt zur Dispersion gegeben und diese dann eine

Minute lang gerlhrt, um das Lacton vollstandig zu lsen.

*

Alginat  Glycerol CaHPO, GDL

1 2% 5% 0,2% 0,2%
2 2% 5% 0,2% 0,4%
3 2% 5% 0,4% 0,4%
4 2% 5% 0,4% 0,8%

Tab. 2: Zusammensetzung der am Rheometer untersuchten CaHPO,-Suspensionen.
GDL wurde erst unmittelbar vor der Messung in der Suspension geldst

Die Quervernetzung der CaHPO,-Dispersionen wurde am oszillierenden Rheometer
(TA AR2000, Firma TA Instruments) zwischen zwei parallelen Platten von 4 cm Durch-
messer untersucht. Sofort nachdem das GDL komplett geldst war, wurden von der Dispersion
1,3 ml auf die untere Platte gegeben und der Spalt durch absenken der oberen Platte auf
1000 pum eingestellt. Um die Verdunstung von Wasser aus dem Spalt zu minimieren, wurde er
wahrend der Messung mit einer Losungsmittelfalle bedeckt. VVor der eigentlichen Messung
wurde das System zwei Minuten lang in Ruhe &quilibriert, damit die Probe die Mess-
temperatur von 20°C bzw. 50°C annehmen konnte. Die Messungen erfolgten dann ber einen
Zeitraum von zwei Stunden bei einer Oszillationsfrequenz von 1 Hz und einem Drehmoment
von 10 uNm. Dabei oszillierte die obere Platte kontinuierlich, jedoch wurde nur alle 10 s ein
Messwert abgespeichert. Aufgezeichnet wurden das Speichermodul (G'), das Verlustmodul
(G") und die Phasenverschiebung & gegen die Zeit. Der Kreuzungspunkt der beiden Module
wurde als Gelierungsdauer angesehen.

Zusatzlich zur rheologischen Untersuchung wurden von den Proben vor und nach der
Gelierung polarisationsmikroskopische Aufnahmen gemacht. Ein Tropfen der jeweiligen
Dispersion ohne GDL wurde auf einen Glas-Objekttrager gegeben und bei 175-facher
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VergroBerung unter polarisiertem Licht fotografiert (Leica Mikroskop DM IRB mit Nikon
Digitalkamera DS-U1). Nach der Gelierung im Rheometer wurde das entstandene Gel auf die

gleiche Weise fotografiert.

2.2.2 Bestimmung der Gelierungsdauer bei Verwendung von CaCly/Na,-EDTA

Die CaCl,/Na,-EDTA-Methode zur Quervernetzung von Alginaten wurde anhand einer
Alginatlésung der in Tab. 3 angegebenen Zusammensetzung untersucht. Die Herstellung der
Losung erfolgte wie in Abschnitt 2.1.2 beschrieben, GDL wurde erst unmittelbar vor der
Messung in der Losung aufgelost. Zur Bestimmung der pH-Abhéngigkeit der Gelierung
wurden sieben solcher Ldsungen hergestellt. Der pH-Wert der CaCl,/Na,-EDTA-L6sung
wurde auf Werte zwischen 6 und 11 eingestellt, bevor das Alginat darin aufgeldst wurde.
AnschlieRend wurde in der fertigen Alginatlosung nochmals der pH-Wert bestimmt.

Die Bestimmung der Gelierungsdauer erfolgte am oszillierenden Rheometer mit den in

Abschnitt 2.2.1 beschriebenen Parametern.

Bestandteil Konzentration
Alginat (LF10/60) 1%
Glycerol 1%
CaC|2 1%
Na,-EDTA 2,6%
GDL" 1%
Wasser 93,4%

Tab. 3: Zusammensetzung der Alginatlésungen fir die rheologische Untersuchung der Quer-
vernetzung mit CaCl,/Na,-EDTA.
GDL wurde erst unmittelbar vor der Messung in der Lsung aufgeldst

2.2.3 Bestimmung der Gelstarke in Abhéangigkeit von der eingesetzten GDL-Menge

Die verwendeten Alginatlésungen wurden nach der in Abschnitt 2.1.2 beschriebenen
CaCl,/Na,-EDTA-Methode hergestellt und sterilfiltriert. Die Zusammensetzung entsprach der
in Tab. 3 angegebenen L&sung, jedoch zunéchst ohne GDL. Dieses wurde erst unmittelbar vor
der Messung in 3 ml der Alginatlosung aufgeldst (GDL-Konzentrationen von 0,6%, 0,8%, 1%
und 1,5%). Fur jede GDL-Konzentration wurden jeweils drei Messungen mit den beiden
niedrigviskosen Alginaten LF10/60 und LF10/60LS durchgefuhrt.

Die Bestimmung der Gelstérke erfolgte ebenfalls am oszillierenden Rheometer. Als Mess-

geometrie diente hier ein Platte-Platte-System mit 4 cm Durchmesser, dessen Oberflachen
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strukturiert waren, um einen festen Kontakt zwischen Messgeometrie und Probe wéhrend der
Gelstarke-Bestimmung zu gewéhrleisten. Zum Vergleich der Gelstarke sollte die Gelstruktur
in den Proben moglichst komplett ausgebildet sein. Um den Aufbau dieser Struktur zu
beschleunigen, erfolgte zunachst die Gelierung der Proben bei 50°C Uber einen Zeitraum von
drei Stunden (bei 0,6% GDL uber sechs Stunden). Wahrenddessen wurden das Speicher- und
das Verlustmodul (G' und G") aufgezeichnet, an deren Verlauf der Aufbau der Gelstruktur gut
verfolgt werden kann. Diese Messung erfolgte bei einer Oszillationsfrequenz von 1 Hz und
einem Drehmoment von 10 uNm. Als Gelierungsdauer wurde auch hier der Kreuzungspunkt
von G' und G" angesehen.

Nach drei bzw. sechs Stunden wurde die Temperatur auf 25°C verringert, um den linear
viskoelastischen Bereich des Gels als MaR fir die Gelstérke zu bestimmen. Dazu wurde bei
unveranderter Oszillationsfrequenz das Drehmoment kontinuierlich von 1 bis 10000 uNm
erhoht und wahrenddessen der Betrag des komplexen Moduls |G| aufgezeichnet. Das Dreh-
moment am Ende des linear viskoelastischen Bereichs, das durch einen plétzlichen Abfall von

|G| zu erkennen ist, diente als MaR fiir die Gelstarke.
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2.3 In vitro Studien zur Auflésung der Augeninserte

2.3.1 Inkubationsbedingungen fur die Erosionsversuche

Die Versuche zur Auflosung der Augeninserte erfolgten durch einfache Inkubation in
einem Schuttelwasserbad (Typ 1086, Firma GFL) bei 37°C. Als Inkubationsmedium dienten
5 ml Trispuffer mit pH 7,4 (genaue Zusammensetzung siehe Tab. 4), weil das Ergebnis in
einem Phosphatpuffer durch das Ausfallen von Calciumphosphat verfalscht werden kdnnte.
Jeweils drei Augeninserte wurden einem bestimmten Zeitpunkt zugeordnet und vor der
Inkubation gewogen. Die Wé&gung erfolgte wegen der geringen Masse der Augeninserte als
Differenzwégung des vollen und leeren GlasgefaRes. Nach der jeweiligen Inkubationsdauer
wurde der Puffer komplett abgesaugt und das Gefal mit 1 ml bidestilliertem Wasser
gewaschen. Das verbleibende restliche Insert wurde mitsamt dem Gefall 24 h lang bei 40°C
im Trockenschrank getrocknet und danach erneut gewogen.

Bestandteil Menge
Tris 6,057 ¢
NaCl 3,848 g
HCI (1M) 41 ml
Wasser ad 1000 ml

Tab. 4: Zusammensetzung des Erosionspuffers.
NaCl diente zur Einstellung der lonenstérke auf 154 mM.

2.3.2 Tropfenweise Zugabe einer EDTA-L6sung

Zunéchst sollte Uberpriift werden, ob eine quervernetzte, unlésliche Alginatmatrix mit
Hilfe von EDTA wieder aufgeldst werden kann. Dazu wurden Augeninserte von 5 mm
Durchmesser nach der in Abschnitt 2.1.1 beschriebenen Methode hergestellt. Diese wurden
nach der oben beschriebenen Methode (Abschnitt 2.3.1) inkubiert, wobei zu Beginn der
Inkubation und nach jeder weiteren Stunde 50 pl einer Na,-EDTA-L6sung (25 mg/ml) zum
Inkubationsmedium gegeben wurden. Als Kontrolle dienten Inserte, die in EDTA-freiem

Puffer gleich lange inkubiert worden sind.
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2.3.3 Inkorporation von EDTA in die Alginatmatrix

Zur Einarbeitung von EDTA in die Matrix der Augeninserte wurden zwei Formen des
Komplexbildners verwendet, das l6sliche Dinatriumsalz und die in reinem Wasser unlésliche
freie Sdure (H,-EDTA).

Um einen Kontakt zwischen den Ca®*-lonen und geldstem Na,-EDTA schon wahrend der
Quervernetzung zu vermeiden, wurden die Inserte mit dem léslichem Dinatriumsalz aus drei
Schichten aufgebaut. Dabei wurde nur in der mittleren, nicht quervernetzten Schicht Na,-
EDTA verarbeitet. Die beiden duBeren Schichten (ohne EDTA) wurden mit der in Abschnitt
2.1.2 beschriebenen CaHPO,/GDL-Methode quervernetzt. Zur Herstellung der Matrix, die in
einer Teflonschale erfolgte, wurde jede Schicht erst 24 h lang getrocknet, bevor die néchste
darauf gegeben wurde. Die Zusammensetzung der einzelnen Schichten ist in Tab. 5 ange-
geben. Es wurden Versuche mit zwei unterschiedlich zusammengesetzten Inserten durch-
geflihrt: Beim ersten entsprach die eingesetzte Menge Na,-EDTA der molaren Menge an
Ca®*-lonen in beiden quervernetzten Schichten, beim zweiten der molaren Ca**-Konzentration
in nur einer der quervernetzten Schichten.

Die Erosion der ausgestanzten Augeninserte mit einem Durchmesser von 5 mm wurde wie
in Abschnitt 2.3.1 beschrieben untersucht.

Mittlere Schicht

Bestandteil AuRere Schicht
1. Versuch 2. Versuch
Alginat 2% 2%
Glycerol 5% 5%
CaHPO, 0,2% -
GDL" 0,4% -
Na,-EDTA - 0,865% 0,433%
ddH,0 92,4% 92,135% 92,567%

Tab. 5: Zusammensetzung der Lésungen, aus denen die einzelnen Insertschichten hergestellt
wurden.
GDL wurde als letzte Substanz zugegeben

Da H4-EDTA in Wasser nicht l6slich ist, wurde diese Form von EDTA als Feststoff
verarbeitet. Auch dazu wurde die CaHPO,/GDL-Methode aus Abschnitt 2.1.2 verwendet. Die
verwendete Menge Hs-EDTA entsprach der molaren Menge an Ca®*-lonen (s. a. Tab. 6). Zur
Herstellung der Matrix wurden die festen Bestandteile mit Ausnahme von GDL eingewogen

und im Glycerol suspendiert. Durch Zugabe von Wasser wurden die I6slichen Bestandteile
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unter Rihren gel6st und zuletzt das Gluconolacton zugegeben. Die fertige Suspension wurde
in eine Teflonform gegossen und 24 h lang bei Raumtemperatur getrocknet.

Die Erosion der ausgestanzten Augeninserte mit einem Durchmesser von 5 mm wurde wie
in Abschnitt 2.3.1 beschrieben untersucht. Zusétzlich wurden die Inserte nach dem Waschen

mit Wasser noch fotografiert.

Bestandteil Menge
Alginat 2%
Glycerol 5%
CaHPO, 0,2%
GDL" 0,4%
H4-EDTA 0,34%
ddH,0 92,06%

Tab. 6: Zusammensetzung der Alginatlésung zur Herstellung von H;,-EDTA-enthaltenden
Augeninserten.
GDL wurde als letzte Substanz zugegeben

2.3.4 Loslichkeit der mit CaCly/Na,-EDTA quervernetzten Augeninserte
Die in Abschnitt 2.1.2 beschriebene Methode zur Herstellung von CaCl,/Na,-EDTA-ent-

haltenden Augeninserte wurde hier leicht verdndert. Glucono-é-lacton wurde nicht als
Feststoff zur Alginatlésung gegeben, sondern in 1 ml Wasser geldst und dann in einer Spritze
mit 3 ml der sterilfiltrierten Alginatlésung gemischt. Diese war deswegen um einen Faktor ¥4
héher konzentriert (Zusammensetzung s. Tab. 7). Die fertige Mischung wurde komplett in

eine Teflonform gegeben und 48 h lang bei Raumtemperatur quervernetzt und getrocknet.

Bestandteil Konzentration (%)
Alginat 2,67
Glycerol 1,33
CaCl, 2,67
Na,-EDTA 6,93
Wasser 86,4

Tab. 7: Zusammensetzung der konzentrierteren Alginatldsung.

In einem ersten Versuch wurde die Quervernetzung der Alginatldsung wie gewohnt durch

Zugabe von 1% GDL aufgelost. Die Auflésung der aus der resultierenden Matrix aus-
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gestanzten Inserte wurde ebenfalls im Trispuffer bei 37°C untersucht, jedoch wurde hier die
geloste Menge Alginat direkt mit dem in Abschnitt 2.3.5 beschriebenen Alginatnachweis
quantifiziert. Dazu wurden zu vorher festgelegten Zeitpunkten 1 ml-Proben gezogen und das
entnommene VVolumen durch frischen Trispuffer erganzt.

Des Weiteren wurde untersucht, ob die verwendete GDL-Konzentration die in vitro-
Auflosungsgeschwindigkeit der Augeninserte beeinflusst. Dazu wurden verschiedene Mengen
GDL in Wasser gelost und mit der konzentrierteren Alginatlésung (Tab. 7) gemischt. Die
endglltige Zusammensetzung der vier Losungen, wie sie zur Quervernetzung in die Teflon-
formen gegossen wurden, ist in Tab. 8 angegeben. Auch hier wurde das geloste Alginat

quantifiziert.

Konzentration (%)

Bestandteil | T " v

Alginat 2

Glycerol 1

CaC|2

Na,-EDTA 5,2

GDL 06 08 10 15
Wasser 89,2 89 888 883

Tab. 8: Zusammensetzung der in die Teflonform gegebenen, GDL-enthaltenden L6sungen
(Versuche I-1V enthalten nur unterschiedliche GDL-Konzentrationen).

2.3.5 Borat-Carbazol-Nachweis flir gelostes Alginat

Der Nachweis flr geldstes Alginat erfolgte nach der von May und Chakrabarty beschriebenen
Methode [98]. Dazu wurde zunéachst eine 4M Boratstammldsung der in Tab. 9 angegebenen
Zusammensetzung hergestellt. Diese Stammldsung kann zur Auflésung von wahrend der
Lagerung auskristallisierten Substanzen erwarmt werden. Unmittelbar vor jeder Messung
wurde daraus eine 0,1M Boratarbeitslosung hergestellt, indem 1,25 ml der Stammlésung mit
konzentrierter Schwefelsdure zu 50,0 ml verdinnt wurden. Diese wurde in Eiswasser gekuhlt,
um dann jeweils 600 pl davon in vorbereitete Eppendorf-Reaktionsgefélle zu geben. An-
schlieRend wurde die Boratarbeitslésung in den Reaktionsgefal3en vorsichtig mit 70 pl Probe
uberschichtet und weiter im Eiswasser gekuhlt. Diese Mischungen wurden nacheinander 4 s
lang auf dem Vortex-Mischer gemischt und danach sofort wieder im Eiswasser gekdhlt. Diese
Mischung wurde dann mit 20 pl einer frisch hergestellten Carbazollésung (10% (m/V) in
absolutem Ethanol) Gberschichtet und erneut 4 s lang gemischt. Wéhrend des Mischens einer
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Probe wurden die anderen weiter im Eiswasser gekihlt. Zuletzt wurden alle Proben gemein-
sam im Wasserbad 30 min lang auf 55°C erhitzt, damit sich die Farbe entwickeln konnte.
Nachdem die Proben wieder auf Raumtemperatur abgekihlt waren, wurden jeweils 200 pl
davon in 96-Well Platten pipettiert und die Absorption bei 530 nm gemessen (Shimadzu
Plattenscanner CS-9301PC). Die Farbung bleibt bei Raumtemperatur zwei Stunden lang

stabil.
Bestandteil Menge
Borsaure 24,74 g
KOH-Lsg. (4M) 45,0 ml
ddH,0 ad 100,0 ml

Tab. 9: Zusammensetzung der Borat-Stammldsung flr den Alginatnachweis.
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2.4 Beladung der Inserte mit EGF

2.4.1 MALDI-ToF Analyse von EGF

Die Massenspektroskopische Untersuchung der beiden EGF-Sorten erfolgte an einem GSG
future MALDI-ToF MS System (Firma GSG Mess- und Analysengerate). Als Matrix diente
a-Cyano-4-hydroxyzimtséure, die in einer Konzentration von 10 mg/ml (das entspricht etwa
52 mM) in einem Gemisch aus 70% Acetonitril und 30% Wasser geldst wurde. Die EGF-
Losung wurde mit bidestillierten Wasser auf 50 pug/ml verdiinnt (das entspricht etwa 8 pM)
und dann 1 pl davon mit 1pl der Matrixldsung gemischt. In der Literatur wird ein etwa 1000
bis 10000facher molarer Uberschuss der Matrix gefordert [91]; in der hier verwendeten Mi-
schung lag die Matrix in 6500facher molarer Menge vor. VVon dieser EGF-Matrix-Losung
wurde 1 ul auf den Probenhalter aufgetragen und das Losungsmittel im Vakuum verdampft.
Zur Aufnahme der Massenspektren im Bereich von 2000-8000 m/z wurden mindestens 100
Einzelmessungen addiert.

Die Aufnahme der Massenspektren fur die Identifizierung der Abbauprodukte erfolgte an
einem Proteomics Analyzer 4700 (Firma Applied Biosystems) mit hoherer Auflosung. Auch

hier wurde a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure als Matrix verwendet.

2.4.2 LC/MS-Analyse

Zur LC/MS-Analyse der beiden EGF-Sorten wurden jeweils 10 pl der beiden Losungen in
eine analytische HPLC-Anlage injiziert. Diese Anlage bestand aus einer Pumpe (HP1100
Binary Pump), einem Autoinjektor (HP1100 AutoSampler), einem Saulenofen (HP1100
Heater) und einem Diodenarray-Detektor (HP1100 DAD, alle Firma Agilent) und war an ein
ESI-Massenspektrometer (TSQ, Firma Thermoquest) gekoppelt. Die chromatographische
Auftrennung der Peptide in den Losungen erfolgte mit den in Tab. 10 angegebenen
Bedingungen. Zusétzlich zum UV-Signal des Diodenarray-Detektors wurde jeweils ein

Totalionen-Chromatogramm aufgenommen.
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FlieBmittel A: 900 ml ddH,O B: 900 ml Acetonitril
100 ml Acetonitril 100 ml ddH,0
1ml TFA 1 ml TFA
Gradient Omin: 5%BinA
5min: 5% BinA
25 min: 30% Bin A
35 min: 30% Bin A
40 min; 5% Bin A
45 min; Ende
Flussrate 0,28 ml/min
Saule Phenomenex Jupiter 300 (C18)
bei 40°C
UV-Detektion 220 nm

Tab. 10: Parameter zur chromatographischen Trennung der EGF-Sorten wéhrend der LC/MS-
Analyse.

2.4.3 Stabilitat von EGF wahrend der Herstellung von Augeninserten

Die EGF-Stabilitat wurde zum einen in Abhéngigkeit von der zur Quervernetzung der
Matrix verwendeten Methode untersucht, zum anderen in Abhangigkeit vom vor der
Quervernetzung eingestellten pH-Wert.

Um den Einfluss der Quervernetzungsmethode zu prifen, wurden Alginatmatrices nach
der in den Abschnitten 2.1.1 (&ufRere Gelierung) und 2.1.2 (innere Gelierung mit
CaHPO,/GDL) beschriebenen Methode in Teflonschalen hergestellt. Dabei wurde EGF dem
jeweiligen Ansatz erst zugegeben, wenn das Alginat komplett gelost war. Die Zusammen-

setzung der Ansétze ist in Tab. 11 angegeben.

Bestandteil AuRere Gelierung Innere Gelierung
Alginat 2% 2%
Glycerol 5% 5%
CaHPO, - 0,2%
GDL - 0,4%
ddH,0 93% 92,4%
EGF 64 ug 64 ug

Tab. 11: Zusammensetzung der Lésungen, aus denen die Alginatmatrices fur die
Stabilitatsuntersuchungen von EGF hergestellt wurden.
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Die Abhédngigkeit der EGF-Stabilitdt vom eingestellten pH-Wert wurde anhand der
CaCl,/Na,-EDTA-Methode untersucht. Dazu wurden drei Ansédtze wie in Abschnitt 2.1.2
beschrieben hergestellt, wobei der pH-Wert der verwendeten CaCl,/Na,-EDTA-L6sung
entweder auf 7, 9 oder 11 eingestellt wurde. Die Zugabe von EGF erfolgte hier zusammen mit
GDL als Losung. Tab. 12 zeigt die Zusammensetzung der Ldsungen, wie sie in die Teflon-

schalen gegossen wurden.

Bestandteil Konzentration
Alginat 1%
Glycerol 1%
CaC|2 1%
Na,-EDTA 2,6%
GDL 1%

EGF 100 pg
ddH,0 93,4%

Tab. 12: Zusammensetzung der Losung, aus der die Alginatmatrices zur Stabilitatsunter-
suchung von EGF hergestellt wurden. Diese Losung wurde mit drei verschiedenen
pH-Werte (7, 9 und 11) hergestellt.

Die trockenen Alginatmatrices wurden in 15 ml Trispuffer (pH 7,4), der zusétzlich 5%
Na,-EDTA enthielt, aufgelost. Aus diesen Losungen wurde das Alginat mittels einer Fest-
phasenextraktion entfernt (s. Abschnitt 2.4.4); gleichzeitig erfolgte in diesem Schritt eine Auf-
konzentrierung der Losungen. Die Analyse der Abbauprodukte erfolgte mit der in
Abschnitt 2.4.5 beschriebenen HPLC-Methode.

2.4.4 Festphasenextraktion

Zur Analyse der EGF-Abbauprodukte musste das Alginat abgetrennt werden, da dieses in
dem verwendeten HPLC-FlieBmittel nicht 16slich ist. Die Abtrennung erfolgte mittels einer
Festphasenextraktion, bei der EGF an das Sorbens (Strata C18-E, Firma Phenomenex)
adsorbierte, wéhrend Alginat nicht mit der Festphase interagierte und deswegen mit dem
Puffer abgesaugt wurde. Zundchst wurde das Sorbens mit 0,5 ml Methanol konditioniert und
mit 0,5ml daquilibriert. Danach wurde die Probe wegen des begrenzten Volumens der
Kartusche in 15 Portionen von je 1 ml aufgegeben. Anschliefend wurde die Festphase durch
Absaugen des Puffers (Wasserstrahlpumpe) funf Minuten lang getrocknet. Die Elution der

Peptide erfolgte mit 0,5 ml 50%igem Methanol, das wahrend der ersten zwei Minuten
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langsam das Sorbens durchdringen konnte, bevor die Wasserstrahlpumpe angeschaltet wurde.
Samtliche Schritte der Festphasenextraktion liefen bei einer FlieRgeschwindigkeit von etwa

1 ml/min ab, die durch die Wasserstrahlpumpe reguliert werden konnte.

2.4.5 HPLC-Methode
Die HPLC-Analyse erfolgte auf einer Shimadzu LC10AT HPLC-Anlage, bestehend aus

einer Zweikolbenpumpe mit Gradientenmischer, einem Autoinjektor, einem S&ulenofen,
einem UV-Detektor und einem Fluoreszenz-Detektor (alle Firma Shimadzu).

Zur Analyse der Abbauprodukte wurden 20 pl der jeweiligen EGF-L6sung injiziert und
mit den in Tab. 13 angegebenen Parametern analysiert. Zum Sammeln der einzelnen
Fraktionen wurden 100 ul injiziert, um mdoglichst viel Substanz fur die MALDI-ToF Unter-
suchung zu erhalten. Die Chromatogramme wurden mit der HPLC-Software Class VP
(Version 6.12) von Shimadzu aufgezeichnet und ausgewertet.

FlieBmittel A: 900 ml ddH,0O B: 900 ml Acetonitril
100 ml Acetonitril 100 ml ddH,0
1ml TFA 1ml TFA

Gradient 0 min: 5% Bin A

2 min: 5% Bin A
5min: 15%Bin A
35min: 30%BinA
40 min: 5% Bin A

50 min: Ende
Flussrate 1 ml/min
Saule Phenomenex Jupiter 300 (C18)
bei 40°C
UV-Detektion 210 nm und 280 nm

Fluoreszenz-Detektion Aex. = 270 nm; Aem. = 310 Nnm

Tab. 13: Parameter zur chromatographischen Trennung der EGF-Abbauprodukte.

2.4.6 Freisetzungsuntersuchungen

Die Augeninserte flr die Freisetzungsuntersuchungen wurden nach der CaCl,/Na,-EDTA-
Methode in Teflonformen hergestellt. Abweichend von der in Abschnitt 2.1.2 beschriebenen
Methode wurde hier zunachst eine Alginatlésung hergestellt und sterilfiltriert, von der dann
3 ml mit einer EGF-GDL-L6sung (1 ml) gemischt und in eine Teflonform von 4 cm Durch-

messer gegeben wurde. Nach 48 h wurden aus der getrockneten Matrix Inserte von 5 mm
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Durchmesser ausgestanzt. Fur die Herstellung der Losungen wurden sowohl die niedrig-
viskosen Alginate (LF10/60 und LF10/60LS) als auch das hochviskose LF200S in ein- und
zweiprozentiger Konzentration verwendet. Die genaue Zusammensetzung der Lésungen ist in

Tab. 14 angegeben.

Bestandteil 1%ige L6sung 2%ige Losung
Alginat 1% 2%
Glycerol 1% 1%
CaCl, 1% 2%
Na,-EDTA 2,6% 5,2%
GDL 1% 1%

EGF 0,8mg" 0,8mg"
ddH,0 93,4% 88,8%

Tab. 14: Zusammensetzung der Alginatlésungen, aus denen die Augeninserte fir die Frei-
setzungsuntersuchungen hergestellt wurden.
* 0,8 mg EGF entsprechen 1 ml der kubanischen EGF-L6sung

Die Inkubation der Inserte erfolgte in 20 ml-Schnappdeckelgldsern in einem Schiittel-
wasserbad (Typ 1086, Firma GFL) bei 37°C in 5 ml Trispuffer. Zu vorher festgelegten Zeiten
wurden Proben von 1 ml gezogen und bis zu ihrer Analyse bei -80°C eingefroren. Das
entnommene Volumen wurde sofort durch frischen Puffer ergénzt. Die Quantifizierung von
EGF erfolgte durch eine HPLC-Analyse mit den in Tab. 15 angegebenen Bedingungen gegen
eine Kalibriergerade. Die Bestimmung der Freisetzung erfolgte dreifach, aufgetragen gegen
die Zeit wurde der Durchschnitt aus den drei Proben mit der Standardabweichung.

Die Freisetzungsuntersuchungen wurden auch in einer Mikrodurchflusszelle mit einem
Volumen von nur 72 pl durchgefuhrt. Dazu wurde zun&chst das gesamte System mit frischem
Puffer gespult. Anschlieend wurde jeweils ein Insert in die Kammer gelegt und diese mit
Puffer gefullt. Erst danach wurde das System geschlossen und die Freisetzung mit einem
Fluss von 5 pl pro Minute gestartet. Die Freisetzung erfolgte bei 37°C, die Proben wurden bei
4°C in einem Fraktionensammler jeweils 30 min lang gesammelt. Bis zur HPLC-Analyse
(s. Tab. 15) wurden die Proben bei -80°C eingefroren. Auch mit diesem System wurde die

Freisetzung dreifach bestimmt.
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FlieBmittel A: 900 ml ddH,O B: 900 ml Acetonitril
100 ml Acetonitril 100 ml ddH,0
1ml TFA 1 ml TFA

Gradient 0 min: 5% Bin A

2 min: 5% Bin A
17min: 30%BinA
27 min:  30% Bin A
30 min: 5%Bin A

40 min: Ende
Flussrate 1 ml/min
Injektionsvolumen 100 pl
Saule Phenomenex Jupiter 300 (C18)
bei 40°C
UV-Detektion 210 nm und 280 nm

Fluoreszenz-Detektion Aex. = 270 nm; Aem. = 310 nm

Tab. 15: Parameter zur chromatographischen Trennung von EGF nach den Freisetzungs-
untersuchungen.
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2.5 Drug Delivery System zur intraokuldren Anwendung

2.5.1 Ausféallung von Proteinen mit Polyethylenglykolen

Zur Beladung des in situ gelierenden PEG-Hydrogels mit Bevacizumab (Avastin®) wurde
der Antikorper ausgefallt, damit er nicht mit der aminreaktiven Vorstufe des PEG-Hydrogels
reagiert. Plasmaproteine, zu denen auch die Antikdrper zahlen, kénnen durch Zugabe von
I6slichen Polyethylenglykolen (PEGs) prazipitiert werden, ohne dass ihre biologische Aktivi-
tat beeintrachtigt wird [49]. Daher wurde den in situ gelierenden PEG-Hydrogelen, zusatzlich
zu seinen quervernetzbaren Komponenten PEG-Amin und PEG-Succinimidylpropionat, noch
unverandertes PEG zugesetzt. Um die fur eine vollstdndige Prazipitation benétigte Menge
PEG zu bestimmen, wurden zunéchst Versuche mit der y-Globulinfraktion aus bovinem Blut
als Modellproteine durchgefthrt.

Dazu wurden 75 pul einer gepufferten Losung der bovinen y-Globuline (10 mg/ml, in
Phosphatpuffer pH 7,0) zu 675 ul der jeweiligen PEG-L6sung gegeben (Endkonzentration
1 mg/ml). Diese wurden gemischt und anschlieBend 30 min bei 16100 g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde photometrisch bei einer Wellenldnge von 280 nm vermessen. Verwendet
wurden Polyethylenglykole unterschiedlicher Kettenlange (PEG 400, PEG 2000 und
PEG 10000) in Konzentrationen von 10% bis 50%. Die Messungen erfolgten dreifach und
wurden um den Blindwert korrigiert (75 pl reiner Puffer anstelle der Proteinlésung). Als

Kontrolle diente eine Probe ohne PEG, in der sdmtliches Protein geldst blieb.

2.5.2 Rheologie

Die Untersuchungen zur Gelbildung der in situ gelierenden PEG-Hydrogele in Gegenwart
von zusétzlichem, nicht-quervernetzbarem PEG erfolgten am oszillierenden Rheometer. Die
Proben wurden mit einer Doppelkammerspritze aufgegeben (630 pl), als Messgeometrie
diente eine Stahlplatte von 40 mm Durchmesser mit einem Probenspalt von 500 um. Die
Messung erfolgte unter kontinuierlicher Oszillation bei 37°C Uber einen Zeitraum von 90 min
mit einer Oszillationsfrequenz von 0,5 Hz und einem Drehmoment von 10 uNm. Wé&hrend der
Messung wurde alle 20 s ein Wert aufgezeichnet. Um die Verdunstung von Wasser aus dem
Probenspalt zu minimieren, wurde die Geometrie mit einer Losungsmittelfalle bedeckt. Vor
der eigentlichen Messung erfolgte ein Konditionierungsschritt von 2 min Dauer, damit die
Probe die Temperatur von 37°C annehmen konnte. Aufgezeichnet wurden das Speichermodul

G', das Verlustmodul G" und die Phasenverschiebung 6.
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Die Untersuchung der Gelstarke in Gegenwart von Avastin® (Bevacizumab) erfolgte mit
den gleichen Einstellungen, jedoch wurde hier der Betrag des komplexen Moduls |G| als Maf

fiir die Gelstarke aufgezeichnet.

2.5.3 Freisetzungen

Insgesamt wurden drei Freisetzungsuntersuchungen mit den PEG-Hydrogelen durch-
gefiihrt, zwei mit fluoreszenzmarkiertem Immunglobulin G (FITC-1gG) als Modellprotein
und eine mit dem Wirkstoff Bevacizumab (Avastin®). Im ersten Versuch wurde der Einfluss
der Kettenlange des zur Ausfallung des Proteins benutzten l6slichen PEGs untersucht, im
zweiten dessen Konzentration und im dritten wurde ein Einfluss der Konzentration der
quervernetzbaren Gelbestandteile (PEG-Amin und PEG-Succinimidyl-Propionat) untersucht.
Die Herstellung der Gele erfolgte in silanisierten Glasringen, die zur Abdichtung in erstarrtes
Wachs gedriickt wurden. Die Zusammensetzung der Gele fiur die einzelnen Freisetzungs-
versuche ist in Tab. 16, Tab. 17 und Tab. 18 angegeben. Die beiden Gelbestandteile wurden
jeweils getrennt voneinander gelost, PEG-Succinimidyl-Propionat in Wasser (bzw. in der
wassrigen PEG-L0Osung), das PEG-Amin in Phosphatpuffer pH 7,0 (bzw. in der gepufferten
PEG-L6sung). Das Protein wurde immer zur PEG-Amin-Lésung gegeben. Die beiden
Losungen wurden getrennt in eine Doppelkammerspritze aufgezogen, aus der jeweils 125 pl
der beiden Ldsungen gleichzeitig durch eine Kanile in einen Glasring eingefullt wurden; die
Durchmischung der beiden Losungen erfolgte in der Kanile. Diese Losungen (250 pl) wur-
den anschlieRend zur Gelierung eine Stunde lang im Trockenschrank aufbewahrt.

Polymergehalt FITC-1gG PEG 400 PEG 2000
4% 100 ug — —
4% 100 pg 50% -
4% 100 pg - 30%

Tab. 16: Zusammensetzung der PEG-Hydrogele im ersten Freisetzungsversuch.
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Polymergehalt FITC-19G PEG 2000
4% 100 pg —
4% 100 pg 10%
4% 100 pg 20%
4% 100 pg 30%

Tab. 17: Zusammensetzung der PEG-Hydrogele im zweiten Freisetzungsversuch.

Bevacizumab

Polymergehalt (Avastin®) PEG 2000 PEG 10000
4% 1,25 mg - -
4% 1,25 mg 30% -
4% 1,25 mg - 10%
10% 1,25 mg - -
10% 1,25 mg 30% -
10% 1,25 mg - 10%

Tab. 18: Zusammensetzung der PEG-Hydrogele im dritten Freisetzungsversuch.

Zur Freisetzung wurden die fertigen Gele aus den Glasringen geldst, quantitativ in jeweils
ein silanisisertes Freisetzungsgefal gegeben und gewogen. Die Freisetzung erfolgte in 5 ml
Phosphatpuffer pH 7,4 bei 37°C. Zu bestimmten Zeitpunkten wurde jeweils eine Probe von
500 ul gezogen und das entnommene Volumen mit frischem Puffer ergénzt. Zur Vermessung
der Proben wurden jeweils 200 pl in eine 96-Wellplatte Uberfuhrt und deren Fluoreszenz
bestimmt (FITC-IgG: Aex. 490 nm, Aem. 520 nm; Bevacizumab: Aex. 280 nm, Agm, 335 Nm).
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1. Einleitung

Alginate sind natlrlich vorkommende Polysaccharide, die vorwiegend aus verschiedenen
marinen Braunalgenarten gewonnen werden. Den Algen dient Alginat als strukturgebendes
Element, das im interzelluldaren Raum ein Gel ausbildet. Diese Gelmatrix ist in den verschie-
denen Pflanzenorganen unterschiedlich zusammengesetzt und verleint zum Beispiel den
Stangeln ihre mechanische Steifigkeit sowie den Blattern die notige Flexibilitat, um sich mit
dem Wasser bewegen zu kénnen [106].

Chemisch sind Alginate aus zwei Monomeren aufgebaut, den Salzen der a-L-Guluronsaure
und der B-D-Mannuronséure (s. Abb. 9a), im Folgenden mit ,,G* bzw. ,,M* abgekiirzt. Diese
sind nicht homogen im Polymer verteilt, sondern bilden entlang der Polysaccharidkette
einzelne Blocke, die entweder nur aus Guluronsaure (G-Blocke) bzw. Mannuronséaure (M-
Blocke) oder aus beiden Monomeren in alternierender Reihenfolge (G/M-Bldcke) bestehen.
Guluronsaure liegt immer in der 'C,-Konformation, Mannuronséure ausschlieBlich in der *C;-
Konformation vor. Die (1—4)-glykosidische Bindung zwischen den Monomeren ist daher in
den M-Bldcken immer &quatorial ausgerichtet, wahrend in den G-Bldocken die Monomere
immer axial verbunden sind (s. Abb. 9b) [30].

COO’
a) o) 0
oo OH OH
OH OH OH OH
HO HO
a-L-Guluronat [-D-Mannuronat
b ;
) -00C OH ooc_ HO -00C
o
OH 0 ) o OH
| 00C" 1o |
Q oH MO 0
0 o)
~
G G M M G
Abb. 9:  Struktur von Alginaten (nach [30]).
a) Monomere b) Konformation der Polysaccharidkette

Die Quervernetzung von Alginaten beruht auf diesen axial verbundenen G-Bldcken. Bei dem
Vorgang werden mehrwertige Kationen, wie zum Beispiel Ca?*, von den Polysaccharidketten

gebunden. Dafir sind die G-Blocke verantwortlich, da nur diese aufgrund ihrer speziellen
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Konformation in der Lage sind, die Kationen zu chelatisieren. Dabei bildet sich eine Struktur,
an der mehrere Polysaccharidketten beteiligt sind und die in der Literatur als ,,egg box“
bezeichnet wird [42]. Die G-Blocke bilden eine Art Tasche, in der das Kation durch die
Elektronenpaare der zahlreichen Sauerstoffreste fixiert wird (s. Abb. 10). Die Quervernetzung
lauft unter milden Bedingungen bei Raumtemperatur ab, sobald freie Ca**-lonen mit einer
Alginatlosung in Berihrung kommen. Daher eignet sich Alginat hervorragend als Matrix-
bildner fir empfindliche Stoffe (wie zum Beispiel Proteine und Enzyme) und sogar fur die
Einbettung von lebenden Zellen [127].

Abb. 10: Ca**-Bindungsstelle in einem G-Block (nach [30]).

Die oben beschriebene Quervernetzung erfolgt umgehend bei Kontakt von freien Ca?*-
lonen mit geléstem Alginat. Um homogene Gele zu erhalten, muss das Kation der Ldsung
also in kontrollierter Weise zugefiihrt werden, wozu zwei verschiedene Mdglichkeiten in
Betracht kommen. Die einfachere Gelbildung durch Diffusion (oder &uf3ere Gelierung) von
Kationen aus einer die Alginatlésung umgebenden Ldésung wird vor allem zur Herstellung
von Mikropartikeln verwendet [126]. Bei der sogenannten inneren Gelierung wird dagegen
ein schwerldsliches Calciumsalz in der Alginatlosung suspendiert und anschlieBend durch
eine graduelle pH-Wert-Verringerung dessen Loslichkeit gesteigert. Die bei der Aufldsung
freiwerdenden Kationen kdnnen dann die Alginatketten von innen heraus quervernetzen und
es entsteht ein homogenes Gel [74].

In diesem Kapitel werden Versuche zur Herstellung von Augeninserten auf Alginatbasis
beschrieben. Ziel war es, eine moglichst einfache und reproduzierbare Methode zur Her-
stellung der Alginatmatrix zu finden. Diese erfolgte entweder durch das Ausstreichen einer
Alginatlésung zu Filmen definierter Schichtdicke oder durch AusgieRen eines bestimmten
Volumens in eine runde Teflonform. AuBerdem wurde geprift, ob und wie die beiden oben
beschriebenen Mdoglichkeiten der Quervernetzung zur Insertherstellung verwendet werden
kénnen. In weiteren Versuchen wurde der Einfluss von verschiedenen Konzentrationen des

Weichmachers Glycerol auf die mechanischen Eigenschaften der quervernetzten Alginat-
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matrix untersucht. Da Arzneimittel zur Anwendung am Auge steril sein missen, wurde mit
Hilfe eines Rotationsviskosimeters der Einfluss von zwei Sterilisationsmethoden auf die

Alginatmatrix untersucht.

2. Ergebnisse und Diskussion

2.1 Herstellungsmethoden

Die Augeninserte werden aus einem trockenen, quervernetzten Alginatfilm ausgestanzt.
Um diesen in definierter Schichtdicke herzustellen, wurde zunéchst die Alginatlésung zu
Filmen von 1000 um Dicke gezogen, die dann an der Luft getrocknet wurden. Wie Abb. 11
am Beispiel eines langkettigen Alginats mit hoher Viskositat zeigt, ist der Film wegen der
gering konzentrierten Alginatldsung (4%) nach dem Trocknen allerdings nur noch etwa
20 um dick. Die Abbildung zeigt auch, dass durch das Auftragen von mehreren Schichten die
Filmdicke erhoht werden kann, so dass nach vier Schichten ein gut zu handhabender Film von
etwa 100 um Dicke entsteht. Es wurde auch versucht, die Konzentration des Alginats zu
verdoppeln, allerdings ist eine 8%ige Losung des hochviskosen Alginats LF200S bei Raum-
temperatur nicht mehr flieRfahig. Von den niedrigviskosen Alginaten dagegen konnte eine
8%ige Losung hergestellt werden, allerdings mussten auch dann noch zwei Schichten (ber-

einander gezogen werden, um ausreichend dicke Filme herzustellen.

120

100 ~

60 A
40 -
i
0 . . .
1 2 3 4

Anzahl Schichten

Filmdicke (um)

Abb. 11: Dicke von getrockneten Alginatfilmen, die durch (mehrmaliges) Ausziehen einer
4%igen Losung (LF200S, hochviskos) auf Glas hergestellt wurden.
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Die Filmziehmethode ist also sehr zeitaufwandig, da jede Schicht zuerst trocknen muss,
bevor die nachste aufgetragen werden kann. AuBBerdem zerflie3en die aufgetragenen Losung-
en sehr leicht, weil sie ohne seitliche Begrenzung auf eine Glasplatte gezogen werden. Um
das zu vermeiden, sollte die verwendete Ldsung nicht in zu dicker Schicht ausgestrichen
werden und moglichst hochviskos sein. Die notwendige Viskositét ist gleichzeitig ein weiterer
Nachteil der Filmziehmethode, da Alginatldsungen nur durch Filtration sterilisiert werden
kdnnen, ohne ihre Eigenschaften zu verandern (siehe Abschnitt 2.3). Die hier verwendeten
Alginatlésungen waren trotz der niedrigen Konzentration schon zu viskos und konnten nicht
sterilfiltriert werden. Dazu sollten die Ldsungen hdchstens 1% des hochviskosen Alginats
(LF200S) bzw. 2% der niedrigviskosen Alginate (LF10/60 und LF10/60LS) enthalten.

Eine Mdglichkeit zur Verarbeitung solcher Alginatlésungen mit niedriger Viskositat sind
einfache Teflonformen, in die ein bestimmtes Flussigkeitsvolumen eingefullt wird. Die
Schichtdicke l&sst sich dann einfach durch die eingefillte Menge variieren. Werden 3,8 ml
einer 1%igen Alginatlésung (LF10/60), welche gut durch einen Filter mit 0,2 um PorengrofRe
filtrierbar ist, in eine Teflonform mit 4 cm Durchmesser gegeben, so betragt die Fullhéhe in
der Form etwa 3 mm. Die daraus entstehenden Filme sind nach der Trocknung dann noch
etwa 120 pm dick.

Der néchste Schritt bei der Insertherstellung aus Natriumalginat ist die Quervernetzung der
Matrix mit Ca®*-lonen. Wie schon in Abschnitt 1 beschrieben, gibt es dazu grundsétzlich zwei
verschiedene Methoden, die &ufRere und die innere Gelierung. Bei der duBeren Gelierung wird
der getrocknete Alginatfilm zur Quervernetzung eine Minute lang in eine CaCl,-L6sung ein-
getaucht und muss anschliefend nochmals getrocknet werden [70]. Da der Film dann nicht
mehr auf einer Unterlage fixiert ist, kann er sich wahrend der Trocknung leicht auf wellen, so
dass die daraus ausgestanzten Inserte eher unregelmaiig geformt sind (s. Abb. 12, links). Im
Unterschied dazu erfolgt die Quervernetzung bei der inneren Gelierung wéhrend des Trock-
nungsprozesses, der Film bleibt also immer an der Unterlage fixiert und kann sich nicht auf
wellen (vgl. Abb. 12, rechte Seite). Auf dem Bild erkennt man aber auch gut die beim Aus-
stanzen der Inserte entstandenen Risse, die zeigen, wie sprode der getrocknete Film ist. Diese
fehlen zwar bei den Inserten auf dem linken Photo, jedoch erkennt man hier gut die fehlende
Flexibilitat der Augeninserte. Das Problem der Sprodigkeit kann durch friheres Ausstanzen
aus dem noch feuchten Film leicht umgangen werden. Die fehlende Flexibilitat kann aller-
dings leicht zu Problemen bei der Anwendung ftihren, da ein starres Insert kurz nach dem

Einlegen in den Bindehautsack ein starkes Fremdkorpergefiihl im Auge auslost, das erst
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wieder nachlésst, wenn das Insert durch die Trénenfllssigkeit genligend befeuchtet wurde
[36].

Quervernetzt durch &ul3ere Gelierung Quervernetzt durch innere Gelierung

Abb. 12: Fertig getrocknete Augeninserte, deren Matrix durch verschiedene Methoden
quervernetzt wurde.

2.2 Einfluss von Glycerol auf die Alginatfilme

Die Flexibilitat der Inserte wird durch deren Quellung in Wasser erheblich verbessert.
Damit die Inserte auch in getrocknetem Zustand flexibel bleiben, sollte die Alginatmatrix also
nicht komplett austrocknen. Daher wurde versucht, die Flexibilitdt durch den Zusatz von
Glycerol als Feuchthaltemittel zu steigern. Gleichzeitig dient Glycerol selbst auch als Weich-
macher [6] und kann daher auch direkt die Flexibilitit der Augeninserte verbessern.

Schon die geringste Konzentration von 1% Glycerol in der Alginatlésung beeinflusste die
Eigenschaften des getrockneten Films deutlich. Dieser war, wie auch bei den héheren Kon-
zentrationen (bis 5%) merklich weicher und biegsamer als ein Film ohne Glycerol. Bei der
Messung der Filmdicke zeigte sich eine konzentrationsabhangige Zunahme bis zu einem
Glycerolgehalt der Alginatlosung von 3%. Die Dicke der Filme stieg von etwa 90 um ohne
Glycerol auf einen Wert von ca. 120 um, der auch bei hoheren Glycerol-Konzentrationen als
3% nicht mehr weiter anstieg (s. Abb. 13).
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Abb. 13: Dicke der getrockneten Alginatfilme in Abh&ngigkeit vom Glycerolgehalt der
Alginatlésung (p < 0,01).

Die Anderung der Schichtdicke wird wahrscheinlich nicht allein durch den Zusatz von
Glycerol bedingt, weil dann kein Grenzwert zu beobachten ware. Vielmehr ist fur die Dicken-
anderung wohl das in den Filmen zuriickgehaltene Wasser verantwortlich, weshalb auch die
Restfeuchte der Filme bestimmt wurde. Wie Abb. 14 zeigt, war hier allerdings kein
konzentrationsabhangiger Einfluss des Glycerolgehalts zu erkennen. Vielmehr schwankte die
Restfeuchte der Filme mit Weichmacher um einen Wert von ca. 16% und lag damit deutlich
uber dem Wert des Glycerol-freien Filmes, der nur ungeféahr 11% Wasser enthielt. Obwohl
die Filme im Ofen nur auf 80°C erhitzt wurden, zeigten sie im Laufe der Zeit eine
Braunfarbung. Diese konnte auf eine Dehydratation der Kohlenhydrat-Monomere des
Alginats deuten [114], welche eine korrekte Bestimmung der Restfeuchte durch ein thermi-
sches Verfahren erschwert, da nicht zwischen der tatsachlichen Restfeuchte und durch Dehy-

dratation gebildetem Wasser unterschieden werden kann.
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Abb. 14: Gewichtsverlust der Alginatfilme nach 48 h Lagerung bei 80°C als MaR fur die
Restfeuchte (p < 0,01).

Schichtdicke und Restfeuchte werden zwar durch den Weichmacher beeinflusst, aber sie
lassen keinen Ruckschluss auf die Flexibilitat der Alginatfilme zu. Um die organoleptisch
festgestellte erhohte Flexibilitat der Glycerol-haltigen Filme auch messen zu kdénnen, muss
eine mechanische Analyse durchgefiihrt werden. Deswegen wurde ein Zugversuch durch-
gefiihrt, bei dem eine Probe langsam gedehnt wird und die dazu bendtigte Kraft gemessen
wird. Aus der Kraft und der Querschnittsflache der Probe wird dann die Zugspannung
berechnet und in ein Spannungs-Dehnungs-Diagramm eingetragen (vgl. Abb. 15), aus dem
das Elastizitatsmodul E der Probe ermittelt werden kann [118]. So lange die Probe im linear
elastischen Bereich gedehnt wird, steigt die Zugspannung linear an. Zu Beginn der Messung

liegen also alle Messwerte auf einer Geraden, deren Steigung dem E-Modul entspricht.
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Abb. 15: Charakteristisches Spannung-Dehnungs-Diagramm eines Alginatfilms
(Alginatldsung enthielt 5% Glycerol).
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Abb. 16: Elastizitadtsmodule der Alginatfilme in Abhangigkeit des Glycerolgehalts der
Alginatlésungen (alle signifikant unterschiedlich (p < 0,05), aul3er #).

Die fir die verschiedenen Alginatfilme ermittelten E-Module werden in Abb. 16 miteinan-
der verglichen. Der Film ohne Weichmacher konnte nicht mit dieser Methode vermessen
werden, da er zu sprode war und bei jedem Versuch, ihn in die gewiinschte Form zu schnei-
den oder zu stanzen, sofort zersplitterte. Der Vergleich zeigt deutlich die Abnahme des Elasti-

zitdtsmoduls bis zu einer Glycerolkonzentration von 4%, danach blieb der Wert konstant. Je
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kleiner das Elastizitatsmodul ist, desto weniger Widerstand setzt ein Material seiner Verfor-
mung entgegen, das hei3t das entsprechende Material wird weicher und flexibler [118]. Durch
den Zugversuch konnte also die beobachtete Zunahme der Flexibilitat auch gemessen werden
und es zeigte sich, dass durch die Einarbeitung von Glycerol die Alginatmatrix konzent-
rationsabhéngig weicher wird. Dabei reicht schon eine Konzentration von 1% Glycerol aus,
um die Inserte leichter ausstanzen zu kodnnen, ohne dass die Matrix dabei zerbricht (vgl.
Abb. 17 und Abb. 12). Die Filme mit hohem Glycerolgehalt waren allerdings klebriger als die
anderen, weshalb zur Insertherstellung von nun an der Alginatlésung standardméBig 1%

Glycerol zugesetzt wurde.

Alginatinserte mit 1% Glycerol

Abb. 17: Aus getrocknetem Film ausgestanzte Augeninserte.
(Alginatldsung enthielt 1% Glycerol)

2.3 Sterilisation der Alginate

Augeninserte mussen, wie alle Arzneiformen zur Anwendung am Auge, steril sein [32].
Obwohl sie wiinschenswert wére, ist eine Endsterilisation der hier entwickelten Inserte aus
mehreren Griinden kaum mdglich. Der Wirkstoff EGF ist als Peptid hitzeempfindlich [85]
und sollte deswegen nicht autoklaviert werden. Bei einer Sterilisation mit feuchter Hitze
veréndert sich auch die Alginatmatrix selbst, da die Polysaccharidketten bei erhéhter
Temperatur depolymerisieren [84; 30]. Zu dem gleichen Ergebnis wirde eine Sterilisation
durch Gammastrahlen fuhren, weshalb auch diese nicht eingesetzt werden sollte [84]. Daher
muss die Herstellung der sterilen Augeninserte unter aseptischen Bedingungen erfolgen, das
heilt die Ausgangsstoffe werden einzeln sterilisiert und dann unter Bedingungen weiter-
verarbeitet, die eine mikrobielle Kontamination vermeiden. Als Sterilisationsmethode flr
Alginate wird dabei die Sterilfiltration empfohlen [30], eine weitere Mdglichkeit kdnnte die
Sterilisation des Alginats als Pulver durch trockene Hitze sein.

Der Einfluss dieser beiden Methoden auf die Alginatlésungen wurde mit Hilfe von
rheologischen Messungen untersucht. Da Alginate strukturviskose Losungen bilden, das heif3t
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die Viskositat ihrer Losungen ist abhéngig von der Schergeschwindigkeit, kann kein einzelner
Wert fir die Viskositat angegeben werden. Stattdessen werden strukturviskose Losungen am
rotierenden Rheometer mit kontinuierlich steigender Schergeschwindigkeit vermessen und
dabei FlieBkurven aufgezeichnet, anhand derer die Viskositat verschiedener Losungen ver-
glichen werden kann [37]. Dabei hat vor allem die Lange der Polysaccharidkette einen
Einfluss auf die Viskositat der Alginatlésungen: Je langer diese ist, desto hoher ist auch die
Viskositat der Losung. Mit Hilfe des rotierenden Rheometers kann also eine Anderung des
Polymerisationsgrades des Alginats nachgewiesen werden.

Abb. 18 zeigt die deutlich niedrigere Viskositat der Alginatldsungen nach der Sterilisation
des jeweiligen Pulvers mit trockener Hitze. Das Ergebnis spricht fir eine deutliche Ver-
kirrzung der Polysaccharidkette durch die Hitzebehandlung. Wie von Fagerson am Beispiel
der Cellulose gezeigt wurde, kénnen mit einer Depolymerisation einhergehende Abbau-
reaktionen von Polysacchariden bereits bei etwa 100°C ablaufen [33]. Zur Sterilisation mit
trockener Hitze muss die Temperatur tUber eine Zeitspanne von zwei Stunden mindestens
160°C betragen, so dass es durchaus zu einer Depolymerisation kommen kann. Die Hei3luft-

sterilisation ist daher fiir Alginate nicht geeignet.
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Abb. 18: FlieRkurven der beiden Alginate vor (e) und nach (o) der Sterilisation des Pulvers
durch trockene Hitze.
LF10/60 — Alginat mit hohem G-Anteil
LF10/60LS — Alginat mit niedrigem G-Anteil

Die Sterilfiltration kann dagegen bei Raumtemperatur erfolgen. Dabei werden Filter mit
einer PorengrofRe von 0,2 um benutzt, um Lésungen von Keimen zu befreien. Wie Abb. 19
zeigt, &ndert sich die Viskositat von Alginatlésungen nicht wesentlich durch die Filtration.
Dieses Ergebnis stimmt mit der Literatur Uberein, die fir die Sterilisation von Alginaten
eindeutig die Filtration bevorzugt [84; 139]. Ein Nachteil der Methode ist allerdings, dass

wegen der geringen Porengrofie der Filter nur verdiinnte Lésungen mit niedriger Viskositat

-69 -



Kapitel 3 Herstellung von Augeninserten auf Alginatbasis

filtriert werden konnen. Die in diesem Versuch verwendeten 2%igen Alginatlésungen konn-
ten nur mit hohem Druck durch den Sterilfilter gepresst werden. Da mit dem Druck auch das
Risiko eines Filterdurchbruchs steigt, ist eine geringere Alginatkonzentration von nur einem

Prozent eher zu empfehlen.
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Abb. 19: FlieRkurven der Alginatlésungen vor (e) und nach (o) der Sterilfiltration.
LF10/60 - Alginat mit hohem G-Anteil
LF10/60LS — Alginat mit niedrigem G-Anteil

3. Zusammenfassung

Zur Herstellung der Alginatmatrix wurden zwei verschiedene Methoden etabliert. Dabei
war die einfache Teflonschale brauchbarer als das Filmziehgerat, da mit ihrer Hilfe auch
niedrigviskose Flissigkeiten gut verarbeitet werden kdnnen. Auch zur Quervernetzung des
Alginats wurden zwei Methoden getestet, die duBere und die innere Gelierung. Die innere
Gelierung erwies sich als besser geeignet, da hier die Quervernetzung wahrend der Trocknung
ablauft und deswegen der zweite lange Trocknungsschritt entféllt. Die innere Gelierung wird
in Kapitel 4 genauer untersucht. Weil beide Gelierungsmethoden zu starren und sproden
Augeninserten fuhrten, die schon beim Ausstanzen leicht zerbrachen, wurde der Effekt des
Weichmachers Glycerol auf die Alginatmatrix untersucht. Ein Zusatz von 1% zur Alginat-
I6sung reichte aus, um diese deutlich flexibler und weicher zu machen. Durch eine Erhéhung
der Glycerolkonzentration auf bis zu 5% wurden die Inserte zwar noch etwas weicher, aber
vor allem deutlich Klebriger. Zuletzt wurden zwei Sterilisationsmethoden fur Alginate

getestet, wobei sich die Sterilfiltration wie erwartet als am geeignetsten herausstellte.
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1. Einleitung

Alginate bilden viskose Ldsungen, die durch den Kontakt mit mehrwertigen Kationen
quervernetzt werden und dann ein elastisches Gel ausbilden. Im Gegensatz zur &uReren
Gelierung, bei der zwei Losungen in Kontakt miteinander treten, kann die Zunahme der
Elastizitat bei der inneren Gelierung gut mittels oszillierender Rheometrie vermessen werden,
da hier die Kationen schon in der Probe vorliegen.

Rheologie ist die Wissenschaft vom FlieBen und von der Deformation von Materie, die
sich mit den grundlegenden Beziehungen zwischen Kréften und den daraus resultierenden
Verformungen beschaftigt [92]. FlieRen kann als anhaltende Deformation einer Flissigkeit
unter der Einwirkung einer Kraft von aul’en verstanden werden, man spricht dann von einer
viskosen Deformation. Fiir diese gilt im Idealfall das Newton’sche Gesetz, wonach die
aufgewendete Kraft pro Flache (auch Schubspannung 7 [Pa] genannt) der zeitlichen Anderung
der mechanischen Verformung (in der Rheologie auch Schergeschwindigkeit y [s™*] genannt)
proportional ist:

T=n-y 1)
Der Proportionalitatsfaktor n wird dynamische Viskositat [Pa:-s] genannt. Die mechanische
Verformung y ist in diesem Fall eine Scherung, das heif3t die relative Verschiebung von
Fliissigkeitsschichten zueinander. Die Schergeschwindigkeit y ist deren zeitliche Anderung,
alsoy = dy/dt [4].

Eine weitere Art der Verformung ist die sogenannte elastische Deformation von Fest-
korpern, fiir die im Idealfall das Hooke’sche Gesetz gilt. Danach ist die aufgewendete Kraft
pro Flacheneinheit 7 direkt proportional zur Verformung y, die in diesem Fall eine Langen-

anderung darstellt. Der Proportionalitatsfaktor heif3t hier Elastizitdtsmodul G [Pa]:
T=Gy )

Einige Materialien zeigen bei mechanischer Beanspruchung ein besonderes, sogenanntes
viskoelastisches Verhalten, das zwischen dem von Flussigkeiten und Feststoffen liegt [37].
Diese Stoffe kdnnen unter langer Krafteinwirkung flieRen wie Flissigkeiten, zeigen aber
elastisches Verhalten wenn sie kleinen, sich schnell @ndernden Deformationen ausgesetzt
werden. Als Modell fiir solche Substanzen wird oft die Reihenschaltung einer Feder und eines
StolRdampfers beschrieben, das sogenannte Maxwell-Modell (vgl. Abb. 20). Zieht man lang-
sam mit einer Kraft F an der Feder, wird diese kaum gedehnt und der StoRdampfer folgt der

Krafteinwirkung schnell (d. h. das Material flieRt). Zieht man jedoch schnell an der Feder,
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wird diese gedehnt und der StolRdampfer wird erst anschlief’end durch die Zugkraft der Feder
bewegt. Die FlieBbewegung von viskoelastischen Materialien tritt also bei schnellen Kraft-
einwirkungen verzogert ein [4]. Lasst die Kraft schnell genug wieder nach, verformt sich das
Material lediglich elastisch und wird nach der Scherung seine urspriingliche Form wieder

annehmen.

—AVAVAV
StoRdampfer Feder

Abb. 20: Reihenschaltung von Feder und StolRddmpfer als Modellvorstellung fur visko-
elastische Stoffe (Maxwell-Modell).

Um die FlieReigenschaften eines solchen Materials zu charakterisieren, werden oszillie-
rende Messungen vorgenommen, mit denen man die elastische Komponente der Deformation
getrennt von der viskosen Komponente aufzeichnen kann [4]. Dabei befindet sich die Probe
zwischen zwei Platten, von denen eine mit geringer Amplitude oszilliert und somit eine
sinusformig variierende Scherung der Probe bewirkt. Diese Scherung wird durch folgende
Gleichung beschrieben:

() =y° - sinwt (3)

wobei w fir die Oszillationsfrequenz steht und y° die maximale Scherung darstellt, die die
Probe bei maximaler Auslenkung der oszillierenden Platte erfahrt [74]. Durch Ableitung

dieser Funktion nach der Zeit ergibt sich die dabei auftretende Schergeschwindigkeit zu
7(®) =v° 0 - coswt (4)

Aus diesen beiden Gleichungen wird ersichtlich, das die Schergeschwindigkeit im Vergleich
zur Deformation um 90° phasenverschoben verldauft. Flr ideal elastische Proben, die dem
Hooke’schen Gesetz (Gleichung (2)) folgen, ergibt sich die wahrend der Deformation

auftretende Schubspannung 7 als Funktion der Zeit zu
() =G -y({t) =G -y° - sinwt. (5)

Dagegen gehorchen ideal viskose Proben dem Newton’schen Gesetz (s. Gleichung (1)), sind
also der Schergeschwindigkeit (s. Gleichung (4)) proportional:

(@ =n-y®)=n-w-y° coswt (6)

Bei der Vermessung einer ideal elastischen Probe wiirden die Deformation und die Schubkraft

also miteinander in Phase verlaufen, wahrend bei einer ideal viskosen Probe die Schubkraft
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um 90° phasenverschoben ware [92]. In Analogie zu Gleichung (5) kann der Term y - w
durch einen neuen Proportionalitatsfaktor G ersetzt werden. Dann ergibt sich fir visko-

elastische Materialien die Schubspannung als Kombination der Gleichungen (5) und (6):
t(t) =G -y° sinwt+ G -y°-coswt 7)

G' und G"' heiBen Speichermodul bzw. Verlustmodul und représentieren die elastische bzw.
die viskose Komponente der Probe. Wird eine viskoelastische Probe vermessen, verlaufen die

Schubkraft und die Deformation um einen Winkel & verschoben zueinander:
7(t) = G* - y° - sin(wt + §) (8)

Diese Phasenverschiebung & liegt zwischen 0° und 90° und dient als MaR fir die Elastizitat

der Probe. Viskoelastische Flissigkeiten, die eher viskose Eigenschaften zeigen, ergeben

Werte grofer als 45°, Werte unter 45° sind charakteristisch fur viskoelastische Festkorper wie

zum Beispiel quervernetzte Gele, die vorwiegend elastische Eigenschaften zeigen. Der in

Gleichung (8) verwendete Proportionalitatsfaktor G* setzt sich aus einem realen Teil (dem

Speichermodul G') und einem imagindren Teil (dem Verlustmodul G"') zusammen [74]:
G*=G +iG" (9)

Mit Oszillationsmessungen ist es auch moglich, die Quervernetzung von Hydrogelen zu
verfolgen [74]. Dazu wird die zeitliche Entwicklung der Phasenverschiebung sowie der
beiden Module G’ und G" aufgezeichnet. Als Gelierungsdauer wird der Kreuzungspunkt von
Speicher- und Verlustmodul angesehen [10], bei dem die Phasenverschiebung & einen Wert
von 45° annimmt. Bei logarithmischer Auftragung néhert sich im weiteren Verlauf der
Messung der Betrag des komplexen Moduls |G*| einem Plateau, dessen Hohe als Mal fir die
Gelstarke dient.

Ziel der in diesem Kapitel beschriebenen Versuche war die Charakterisierung der inneren
Gelierung von Alginaten durch eine langsame Verringerung des pH-Werts mittels Glucono-5-
lacton. Mit den Ergebnissen sollte die Herstellungsmethode fiir die Augeninserte optimiert
werden. Dazu wurde zunéchst anhand einer CaHPO,4-Suspension der Einfluss der Calcium-
und der GDL-Konzentration auf die Gelierungsdauer zweier Alginattypen untersucht. Da sich
zwischenzeitlich die Ca-EDTA-LGsung als besser geeignet erwies, wurde auch von dieser die
Gelierungsdauer gemessen, diesmal in Abhé&ngigkeit vom eingestellten pH-Wert und von der
GDL-Konzentration. Zusatzlich wurde die Gelstarke in Abhéngigkeit von der GDL-Konzent-

ration bestimmt.
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2. Ergebnisse und Diskussion

2.1 Innere Gelierung mittels CaHPO,/GDL

Zur Quervernetzung der Alginate wurden diese unter riihren in einer CaHPOg4-Suspension
gel6st. Durch Zugabe von Glucono-é-lacton (GDL) wird die Quervernetzung ausgeldst, da
dieses durch Hydrolyse den pH-Wert der Alginatlosung verringert und sich somit das
CaHPO, l6st. Die Versuche wurden mit zwei verschiedenen Alginaten durchgefiihrt, die sich
nur in ihrer quantitativen Zusammensetzung aus Guluronsdure- und Mannuronsaure-Einheiten
unterschieden. Variiert wurden jeweils die Menge an Calciumhydrogenphosphat und
Glucono-s-lacton. Abb. 21 zeigt die Ergebnisse der Versuche mit dem Guluronsdure-reichen
Alginat (LF10/60). Man erkennt, dass zu Beginn der Messungen bei allen Versuchen das
Speichermodul G' noch kleiner ist als das Verlustmodul G", das heift die Probe liegt noch als
viskose Suspension vor. Mit der Zeit steigt G' jedoch an, wobei die Geschwindigkeit dieser

Zunahme von den verwendeten Konzentrationen des Calciumsalzes bzw. des Lactons
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Abb. 21: Innere Gelierung des ,,G-reichen® Alginates (LF10/60) durch verschiedene Konzent-
rationen von CaHPO, und GDL.
m - Speichermodul (G") A - Verlustmodul (G") o - Phasenverschiebung (8)
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abhdngt. Sobald sich die beiden Kurven kreuzen und G' groRere Werte als G" annimmt,
uberwiegen die elastischen Eigenschaften in der Probe. Die bis zu diesem Kreuzungspunkt
vergangene Zeit wird als Gelierungsdauer bezeichnet. Im Falle des ,,G-reichen® Alginats
(LF10/60) reicht eine CaHPO,4-Konzentration von 0,2% (das entspricht einem Zehntel der
verwendeten Alginatkonzentration) nicht aus, um innerhalb der Messdauer von zwei Stunden
ein Gel zu bilden. Eine Verdoppelung der GDL-Konzentration beschleunigt zwar die
Gelierung, was an der starkeren Annaherung der beiden Module G' und G" am Ende der
Messung erkennbar ist, aber die Probe bleibt trotzdem tberwiegend viskos (s. Abb. 21, obere
Reihe). Eine Messung bei erhéhter Temperatur zeigt jedoch, dass 0,2% CaHPO, fir die
Quervernetzung ausreichen. Bei 50°C hydrolysiert GDL schneller, so dass sich mehr CaHPO,
in krzerer Zeit 16st und es nach ungefahr 100 min zu der gewiinschten Kreuzung der Module
kommt (Abb. 22). Das Gel wird aber nur schwach quervernetzt, was an dem kleinen Wert fiir
G' erkennbar ist. Eine deutliche Verkirzung der Gelierung kann durch eine Verdoppelung der
Ca?*-Konzentration erreicht werden. Bei gleicher GDL-Konzentration (beide 0,4%) Uber-
wiegen nach etwa 51 min die elastischen Eigenschaften in der Probe, bei der doppelten
Menge GDL (0,8%) sogar schon nach nur etwa 12 min (s. Abb. 21, untere Reihe). AufRerdem
liegt G' am Ende der Messung um circa ein bis zwei Zehnerpotenzen hoher, diese Gele sind

also deutlich fester.
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Abb. 22: Innere Gelierung des ,,G-reichen* Alginats (LF10/60) bei verschiedenen Temperatu-
ren. Beide Experimente wurden mit 0,2% CaHPO, und 0,2% GDL durchgefiihrt.
m - Speichermodul (G") A - Verlustmodul (G") o - Phasenverschiebung (d)

Die dritte Kurve in den Grafiken der Abb. 21 und Abb. 22 zeigt den Winkel & der Phasen-
verschiebung, der als Mal} fiir die Elastizitat der Probe dient. Ein Wert von 90° zeigt ein
idealviskoses Verhalten der Probe, ein Wert von 0° ware fir eine idealelastische Probe zu

messen. Die Phasenverschiebung erreicht den Wert 45°, wenn sich das Verlust- und das
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Speichermodul kreuzen. Am Abfall der Phasenverschiebung kann man gut die Geschwindig-
keit der Quervernetzung beurteilen. Bei der ersten Probe bleibt der Wert wéhrend der
kompletten Messzeit nahezu konstant, da die Gelierung sehr langsam ablduft. Die zweite
Messung zeigt die beginnende Quervernetzung gegen Ende der Versuchszeit, aber erst mit der
Erhohung der Calciumionenkonzentration verandert sich das Verhalten der Probe vollstandig
von viskos zu elastisch. Mit gleichen Anteilen GDL und CaHPO, verlauft der Abfall von &
Uber einen Zeitraum von anndhernd zwei Stunden, durch eine Verdoppelung der GDL-
Konzentration kann der Ubergang von der viskosen Losung zum elastischen Gel auf etwa
40 min verkdrzt werden.

Das zweite Alginat (LF10/60LS) enthalt weniger Guluronsdureeinheiten in seiner Poly-
saccharidkette (,,G-arm*). Damit wurden die gleichen Experimente durchgefiihrt, wobei sich
die beiden Module dieses Mal in allen Versuchen kreuzten. Der direkte Vergleich der
Gelierungsdauer zeigt, dass die Quervernetzung mit diesem Alginat deutlich schneller ablauft
(s. Abb. 23). Auch zeigt sich erneut der oben beschriebene Trend, dass die Gelierungsdauer
sowohl mit zunehmender GDL- als auch Ca**-Konzentration abnimmt, wobei der Unterschied

bei der Ca®*-Konzentration hier weniger stark ausfallt.
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Abb. 23: Gelierungsdauer der verschiedenen Alginate in Abhangigkeit von der Ca®*- und
GDL-Konzentration.

Abb. 24 zeigt auf der linken Seite die polarisationsmikroskopische Aufnahme einer
CaHPO4-Suspension in der Alginatlésung vor der rheologischen Vermessung. Makroskopisch
betrachtet war die Dispersion getriibt, mikroskopisch kann man relativ viele Kristalle deutlich
als helle Punkte erkennen. Die Gelierungsdauer betrug hier circa 30 min, danach verringerte

sich der Winkel der Phasenverschiebung aber noch weiter, bis am Ende der Messung die
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Probe vorwiegend elastische Eigenschaften zeigte (6 ~ 0). Im polarisierten Licht zeigten sich
in dem eigentlich klar erscheinenden Gel noch immer CaHPO,-Kristalle (rechtes Bild in
Abb. 24). Die Quervernetzung war also trotz des geringen Winkels & noch nicht komplett
abgeschlossen, sondern das Gel hatte sich noch weiter verfestigt. Dementsprechend hatte das
Speichermodul (als naherungsweises MaR fir die Festigkeit) am Ende der Messung noch kein
Plateau erreicht, wie es auch bei den Messungen mit dem ,,G-reichen* Alginat (LF10/60) zu

beobachten war (vgl. Abb. 21).
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Abb. 24: Polarisationsmikroskopische Aufnahmen der Dispersion vor der Messung (links)
und des nach der Messung resultierenden klaren Alginatgels (rechts).

Wie die Versuche zeigten, kénnen Alginate durch die innere Gelierung mittels CaHPQO,-
Suspension gut quervernetzt werden und die Quervernetzung kann durch die einfache
Variation der eingesetzten Calcium- und GDL-Mengen gut gesteuert werden. Dennoch ist sie
als Methode zur Herstellung von Augeninserten weniger gut geeignet, weil eine Suspension
nur schwer zu sterilisieren ist. Zur Sterilisation sollten Alginate immer sterilfiltriert werden,
da es durch Hitzeeinwirkung leicht zu einer Anderung ihres Polymerisationsgrads kommt
[84]. Deswegen missten bei der Herstellung der Augeninserte die Alginatlosung und das
Calciumsalz einzeln sterilisiert und danach unter aseptischen Bedingungen weiter verarbeitet
werden. Um eine mikrobielle Kontamination des Produkts zu vermeiden, sollte bei Arbeiten
unter aseptischen Bedingungen die Anzahl der Arbeitsschritte moglichst gering gehalten
werden. Daher wére eine gemeinsame Sterilfiltration der Alginatlésung und der Calcium-
quelle zu bevorzugen. Eine solche Moéglichkeit bietet die pH-abhéngige Komplexierung der

Ca**-lonen mittels EDTA, wie sie im folgenden Abschnitt 2.2 beschrieben wird.
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2.2 Innere Gelierung mittels CaCIl,/EDTA

Die innere Gelierung von Alginaten kann auch mit einem l6slichen Calciumsalz
vorgenommen werden, wenn die Ca®*-Kationen zunéchst komplexiert vorliegen. Analog der
CaHPO4-Methode wird dann mit Glucono-é-lacton durch eine langsame Verringerung des
pH-Wertes die Stabilitat des Komplexes herabgesetzt, so dass die Ca**-Kationen freigesetzt
werden. Der Vorteil dieser Methode ist die leichter durchzufiuhrende Sterilisation, da die
Alginatlésung mitsamt den Calciumionen sterilfiltriert werden kann, bevor die Gelierung
einsetzt.

Lost man CaCl, gemeinsam mit Na,-EDTA in Wasser auf, bildet sich ein Ca-EDTA-
Komplex, dessen Stabilitdt pH-abh&ngig ist [31]. Bei niedrigen pH-Werten ist dieser
Komplex weniger stabil, das heiRt es liegen mehr Ca®*-lonen in freier Form vor. Da die
Losung zunachst leicht sauer ist, muss sie vor der Zugabe des Alginats neutralisiert werden
um eine sofortige Gelierung zu vermeiden. Nach der Zugabe von GDL bleibt die Losung
sogar bei 50°C noch lange genug fllssig, um sie zu filtrieren (s. Abb. 25). Die Umwandlung
in ein elastisches Gel erfolgt dann relativ schnell (Abnahme von §), jedoch dauert die Ver-

festigung noch deutlich langer an, was am weiteren Anstieg von G' erkennbar ist.
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Abb. 25: Innere Gelierung einer 1%igen Alginatlésung mit 1% CaCl, und 1% GDL bei 50°C.
m - Speichermodul (G) A - Verlustmodul (G") o - Phasenverschiebung ()

2.2.1 Variation des pH-Wertes vor der Gelierung

Die bei der Herstellung der Alginatlésung erforderliche Neutralisierung der ungepufferten
Ca-EDTA-L6sung muss sehr vorsichtig geschehen, da der neutrale Bereich dabei sehr schnell
durchlaufen wird. Die Herstellung kénnte wesentlich vereinfacht werden, wenn zum Auflésen
des Alginats die Losung nicht neutralisiert, sondern lediglich der pH-Wert erhoht werden

miusste bzw. wenn der in Frage kommende pH-Bereich grofer als 7 bis 7,5 wére. Daher
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wurde die pH-Abhéangigkeit der Gelierung genauer untersucht, indem die Ca-EDTA-L0Osung
vor der Zugabe von Alginat auf bestimmte pH-Werte im Bereich von 6 bis 11 eingestellt
wurde. In den daraus gebildeten Alginatlésungen wurde der pH-Wert gemessen und deren
Gelierung wurde bei 25°C am Rheometer untersucht.

Der Graph auf der linken Seite in Abb. 26 zeigt ein fir diese Versuche typisches
Rheogramm, wie es flr die Lésung mit pH 7,05 gemessen wurde. Im Gegensatz zu den oben
gezeigten Rheogrammen steigt das Speichermodul G' hier sofort nach Beginn der Messung
leicht an. Aber erst nach etwa 60 min beschleunigt sich die Gelierung deutlich, was auch gut
an der Phasenverschiebung & zu erkennen ist. Dieser Kurvenverlauf ist in allen Messungen
zur pH-Abhangigkeit zu beobachten, wobei die Beschleunigung immer zwischen 0,02 und
0,05 Pa auftritt. Eine mogliche Erklarung dafir konnte die autokatalytische Hydrolyse des
Glucono-o-lactons sein [132]. Dabei entsteht Gluconséure, deren Protonen die Hydrolyse-
reaktion beschleunigen. Da der pH-Wert deshalb schneller sinkt, werden die Ca?*-lonen
schneller aus dem Komplex freigesetzt und das Gel bildet sich schneller aus. Die Messungen
bei 50°C zeigen dieses Phdnomen nicht, da hier die Reaktion aufgrund der erhdhten Reaktion

schneller ablauft.
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Abb. 26: pH-Abhangigkeit der Gelierungsdauer bei 25°C.
Links: Typisches Rheogramm mit zu Beginn langsamerer Gelierung.
Rechts: Gelierungsdauer in Abhangigkeit vom pH-Wert (n = 3).

Vergleicht man die einzelnen Ldsungen miteinander, zeigt sich ein linearer Zusammen-
hang zwischen der Gelierungsdauer und dem pH-Wert der Alginatlésung (s. Abb. 26, rechts).
Die Losung mit dem niedrigsten pH-Wert (5,95) war allerdings leicht triib und lief3 sich nicht
mehr sterilfiltrieren. Trotzdem ergibt sich daraus eine Vereinfachung fiir die Herstellung der
Gele, da die CaCl,-EDTA-L6sung nicht (wie vorher angenommen) maoglichst genau neutrali-
siert werden muss. Ihr pH-Wert sollte lediglich Gber 7 liegen und die Quervernetzung erfolgt

selbst dann noch, wenn die Lésung versehentlich tUberneutralisiert wird (pH 10,2). Da zur
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Herstellung von Augeninserten aus dem quervernetzten Gel dieses vorher getrocknet werden
muss (s. Kapitel 3) und dieser Trocknungsvorgang etwa 2 Tage dauert, spielt die durch den
hohen pH-Wert bedingte Verlangerung der Gelierungsdauer fiur die Herstellung von Augen-

inserten keine wesentliche Rolle.

2.2.2 Variation der GDL-Konzentration

Der durch Glucono-é-lacton verringerte pH-Wert im Gel kdnnte zu Unvertraglichkeiten
bei der spateren Anwendung der Augeninserte fiihren. Daher wurde auch untersucht, ob die
eingesetzte Menge GDL verandert werden kann, ohne die Eigenschaften des Gels wesentlich
zu beeinflussen. Dazu wurden in den Alginatlésungen verschiedene Konzentrationen des
Lactons gel6st und diese Losungen dann am oszillierenden Rheometer bei 50°C vermessen.
Durch die erhéhte Temperatur kann die Gelierungszeit verkdrzt werden, da hier vor allem das
Ausmald der Quervernetzung, also die Gelstérke, von Interesse ist. Um diese zu messen wurde
nach Ablauf der Gelierung die Amplitude der oszillierenden Schubspannung t kontinuierlich
von 0,1 auf 1000 Pa erhéht und dabei der Betrag des komplexen Moduls |G*| gemessen. So-
lange die Probe im linear viskoelastischen Bereich geschert wird, bleibt |G*| konstant. Geht
die Belastung jedoch Uber den linearen Bereich hinaus, wird das Gelgerist zerstort und der
Wert nimmt rapide ab. Je stabiler ein Gel ist, desto groRer ist der linear viskoelastische
Bereich und desto groRere oszillierende Belastungen halt das Gelgerust aus [93]. Die maxi-
male oszillierende Schubspannung unmittelbar vor der Zerstérung des Gelgerists kann also
als MaR fur die Gelstérke angesehen werden.

Wie Abb. 27 zeigt, unterscheiden sich die beiden Alginate bei der Verwendung von Ca-
EDTA-Komplexen als Ca**-Quelle kaum hinsichtlich der Gelierungsdauer. Allerdings fallt
auf, dass gerade bei niedrigen GDL-Konzentrationen die Gelierung relativ lange dauert. Um
korrekte Ergebnisse zu erhalten und einen Einfluss der Gelierungszeit zu vermeiden, wurde
vor der Vermessung des linear viskoelastischen Bereiches entsprechend langer gewartet, bis

das Speichermodul konstante Werte annahm.
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Abb. 27: Gelierungsdauer der beiden Alginattypen in Abhéngigkeit von der verwendeten
GDL-Konzentration.

Abb. 28 zeigt die Ergebnisse der Gelstarkemessungen fur die beiden unterschiedlichen
Alginattypen. Der augenscheinlichste Unterschied ist die geringere Festigkeit des ,,G-armen*
Alginats (LF10/60LS). Die Festigkeit von Gelen wird durch ihre Quervernetzung bedingt, das
heildt starker quervernetzte Gele sind auch von festerer Konsistenz [86]. Da in Alginaten
vorwiegend die G-Reste mit den Ca**-lonen interagieren [30], stimmt dieses Ergebnis also
mit den Erwartungen Uberein. Die Festigkeit der Gele ist aber auch von der verwendeten
GDL-Konzentration abhédngig, wobei festere Gele entstehen, wenn mehr GDL eingesetzt
wird. Da in allen Versuchen die gleiche Menge CaCl, eingesetzt wurde und nur freie, nicht-
komplexierte Ca®*-lonen die Alginatketten quervernetzen kénnen, beeinflusst GDL also die
Menge der aus dem EDTA-Komplex herausgelésten Ca**-Kationen. Dies kann anhand der
folgenden Reaktionsgleichung veranschaulicht werden (zur Vereinfachung steht hier ,, Y an-
stelle des EDTA-Molekiils; nach [31]):

Ca’t + H,Y?" —_— [CaY]?*~ + 2HT

Mit einer Erh6hung der Protonenkonzentration (d. h. einem niedrigeren pH-Wert) verschiebt
sich das Gleichgewicht demnach auf die linke Seite. Je niedriger der pH-Wert also ist, desto
mehr freie Ca®*-lonen liegen in der L6sung vor und konnen die Polysaccharidketten quer-
vernetzen. Weil Glucono-d-lacton in Wasser zu Gluconsdure hydrolysiert [23], wird der pH-
Wert durch eine hohere GDL-Konzentration weiter verringert, was zu festeren Gelen fiihrt.
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Abb. 28: Steifigkeit und Gelierungsdauer von Alginatgelen, die mit verschiedenen Konzentra-
tionen GDL hergestellt wurden.

Wie die Abb. 28 zeigt, steigt die Gelstarke mit jedem Konzentrationsschritt an, ohne dass
sich ein Plateau bildet. Daher ist anzunehmen, dass selbst bei der hochsten vermessenen
GDL-Konzentration noch nicht alle Ca®*-lonen aus dem Komplex freigesetzt wurden. Auf
eine weitere Erhohung der GDL-Konzentration wurde aber bewusst verzichtet, da fiir eine
vollstandige Dissoziation des Ca-EDTA-Komplexes ein sehr niedriger pH-Wert von etwa 2-3
oder weniger notwendig wére [31]. Ein so geringer pH-Wert wirde sehr wahrscheinlich zu

massiven Problemen bei der Anwendung der Augeninserte fiihren.

3. Zusammenfassung

Die Quervernetzung von Alginaten wurde zum einen untersucht, um die Methode der
inneren Gelierung besser zu verstehen, zum anderen aber auch, um die Herstellung der
Augeninserte zu verbessern. Dazu wurden zwei verschiedene Methoden der inneren
Gelierung verwendet, zunéchst ein schwerlésliches Calciumsalz (CaHPO,) und danach ein
Ca-EDTA-Komplex, dessen Stabilitdt pH-abhangig ist. Es zeigte sich, dass zur Quervernet-
zung mit Hilfe von CaHPO, weniger Glucono-3-lacton verwendet werden musste als fur die
Methode mit EDTA. Allerdings kann die Alginat-CaHPO,-Suspension nicht so leicht
sterilisiert werden, weshalb die Komplexmethode vorzuziehen ist. Bei dieser kann die Quer-
vernetzung ebenfalls durch die verwendete Menge GDL gesteuert werden. AuRerdem wurde
festgestellt, dass der Ausgangs-pH-Wert der Alginatldsung zwar bei der Dauer der Querver-

netzung eine Rolle spielt, die Gele aber trotzdem mit der Zeit fest werden. Daher reicht es aus,

-83 -



Kapitel 4 Rheologische Untersuchung der Quervernetzung von Alginaten

den pH-Wert der Ca-EDTA-L6sung vor dem Auflosen des Alginats auf grofier sieben zu
erhdhen, anstatt die Losung mdglichst genau zu neutralisieren. Die innere Gelierung hat auch
bei der Verarbeitung von Peptiden wie EGF Vorteile, da die zweite lange Trocknungsperiode
entfallt. Trotzdem konnte die Stabilitdt von EGF aufgrund des pH-Werts der Alginatlésung
wéhrend der Herstellung beeintréchtigt werden. Die Untersuchung der Stabilitdt von EGF

wahrend der Quervernetzung wird in Kapitel 6 beschrieben.
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1. Einleitung

Wegen der Empfindlichkeit der Hornhaut gegentuiber Fremdkoérpern ist die Anwendung von
Augeninserten immer mit einem Fremdkdrpergefiihl verbunden [29]. Da unlésliche Augen-
inserte ihre Eigenschaften wahrend der Anwendung nicht verandern, persistiert dieses Gefuihl
wéhrend der gesamten Applikationsdauer. Durch ein l6sliches Insert kann dieses Problem
abgemildert werden, da der Fremdkdorper langsam aus dem Auge verschwindet. Wichtiger ist
jedoch die verbesserte Compliance der Patienten, die im Wesentlichen darauf beruht, dass
l6sliche Augeninserte nach der Applikation nicht mehr aus dem Auge entfernt werden missen
[124]. Gerade fur &ltere Patienten, die mit der Anwendung von Arzneimitteln am Auge
generell Probleme haben [17], stellt ein 16sliches Insert einen groRen Vorteil dar.

Losliche Augeninserte bestehen aus einer Matrix, die sich langsam in der Tranenflussigkeit
auflost. Als Matrixbildner eignen sich vor allem hydrophile Polymere. Diese sollen sich lang-
sam aufldsen, damit eine mdglichst lange Freisetzungsdauer erreicht werden kann. Bei Kon-
takt einer nicht quervernetzten, hydrophilen Polymermatrix (z. B. Natriumalginat) mit Wasser
kommt es zunédchst zu einer Quellung der Matrix. Dabei vergréfRern sich die Abstédnde der
einzelnen Molekulketten, bis es schlielflich zur Entflechtung des Polymergeriists kommt und
die einzelnen Molekule ins Losungsmittel diffundieren [99]. Ein Film aus Natriumalginat I6st
sich daher relativ schnell im wassrigen Milieu auf. Werden aber zwischen den einzelnen
Polymerketten Querverbindungen eingefugt, kann sich das somit entstehende drei-
dimensionale Netzwerk nicht mehr vollstandig auflésen, sondern die Matrix wird lediglich
quellen. Ein quervernetztes Hydrogel wird sich also nicht einfach auflésen, solange die Quer-
verbindungen bestehen bleiben, sondern es muss zundchst das Netzwerk abgebaut werden.
Die Polysaccharidketten in einer quervernetzten Alginatmatrix werden durch ionische
Wechselwirkungen, an denen mehrwertige Kationen beteiligt sind, miteinander verbunden.
Damit sich ein Alginatgel also wieder auflost, missen diese mehrwertigen Kationen (z. B.
Ca’") erst wieder entfernt und durch einwertige Natriumionen ersetzt werden. Allerdings
besitzt Alginat eine hohe Affinitat zu Calciumionen [30], weshalb deren Austausch sehr lange
dauert und einen hohen, mindestens 20-fachen Uberschuss an einwertigen Kationen erfordert
[102]. Die ionische Bindung ist so stark, dass sich Augeninserte, deren Matrix durch duf3ere
Gelierung quervernetzt wurde, trotz der relativ hohen Natriumkonzentration in der Tranen-
flissigkeit wahrend einer Anwendungsdauer von zwei Tagen nicht auflésten [70]. Um trotz-
dem Augeninserte auf Alginatbasis herzustellen, die sich langsam in der Trénenfllissigkeit

auflosen, miissen die Calciumionen daher ,,aktiv aus der Alginatmatrix entfernt werden. Das
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kénnte durch deren Komplexierung mit dem Chelatbildner EDTA méglich sein, der mit Ca*-
lonen wasserlosliche Komplexe bildet.

Diese Maglichkeit wurde vorweg durch einfaches Zutropfen einer Na,-EDTA-LGsung zum
Inkubationsmedium getestet. Im ndchsten Schritt sollten dann durch die Inkorporation des
Komplexbildners in die Alginatmatrix l6sliche Augeninserte hergestellt und deren Erosion in
vitro untersucht werden. Um eine vorzeitige Komplexierung der Ca?*-Kationen wahrend der
Herstellung der Matrix zu verhindern, wurden zunéchst Inserte mit einer 3-Schichtstruktur
hergestellt, die Na,-EDTA nur in der mittleren Schicht enthielten. In einem zweiten Versuch
wurde EDTA in Form der freien S&ure (H4,-EDTA) als Suspension verarbeitet. Beide
Herstellungsmethoden lieferten Inserte, die sich in vitro in Puffer auflsten. Als dritte
Madglichkeit wurden die in Kapitel 3 und 4 beschriebenen l6slichen Augeninserte mit CaCl,
und Na,-EDTA getestet.

2. Ergebnisse und Diskussion

2.1 Tropfenweise Zugabe einer Na,-EDTA-L6sung

Augeninserte, die aus einer mit Ca**-Kationen quervernetzten Alginatmatrix bestehen,
setzen EGF Uber mehrere Stunden verzogert frei, ohne sich dabei aufzulésen [70]. Damit sich
eine quervernetzte Alginatmatrix auflést, mussen die Ca**-Kationen wieder aus der Bindung
mit den Guluronsdurebldcken der Polysaccharidkette herausgelost werden. Um zu testen, ob
das mit EDTA mdglich ist, wurden quervernetzte Inserte bei 37°C inkubiert und dem Puffer
jede Stunde 1,25 mg Na,-EDTA als Losung zugetropft. Die schrittweise Zugabe von Na,-
EDTA war notwendig, da wegen der Quervernetzung durch Diffusion von aufien die Menge
an Calciumionen in den Inserten nicht bekannt war. Um das Ergebnis nicht zu verféalschen,
wurde als Medium fir die Inkubation ein phosphatfreier Tris-Puffer mit pH 7,4 gewéhlt, da

Phosphationen mit Ca**-Kationen unlésliches Calciumphosphat bilden kénnten.
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Abb. 29: Aufldsung von Alginatinserten durch Zutropfen einer Na,-EDTA Losung (e) im
Vergleich zur Kontrolle ohne Zugabe von EDTA (o).

Wie aus Abb. 29 ersichtlich wird, begann die Auflésung der Inserte durch Zugabe von
Na,-EDTA nach zwei Stunden, wahrend sich die Masse in der Kontrollgruppe nicht
wesentlich dnderte. Nach sechs Stunden waren die Inserte komplett aufgelést. Bei diesem
Versuch wurde davon ausgegangen, dass sich ein Insert in einem Zeitraum von einer Stunde
komplett auflost, sobald gentigend Na,-EDTA zur Komplexierung aller Ca®*-lonen vorhanden
ist. Bis zum kompletten Auflésen der Inserte wurden dem Puffer insgesamt 7,5 mg Nay-
EDTA zugefiihrt, was rein rechnerisch zur Komplexierung von etwa 3 mg CaCl, ausreicht.
Da ein Insert nur etwa 4 mg wog, wurde das Intervall von einer Stunde folglich zu kurz
gewahlt, um eine stochiometrische Umsetzung zu erreichen. Bei einem langeren Intervall
héatte auch weniger Na,-EDTA zum kompletten Lésen der Inserte ausgereicht.

Im nachsten Schritt wurde EDTA in die Inserte eingearbeitet, da eine stiindliche Gabe von
Na,-EDTA als Augentropfen wenig sinnvoll ist. Dazu wurde die Alginatmatrix durch die
innere Gelierung quervernetzt, bei der eine definierte Menge Calciumsalz eingewogen wird.

Bei dieser Methode ist also bekannt, mit wie viel Calcium die Matrix quervernetzt wird.

2.2 Inkorporation von EDTA in die Alginatmatrix

Zur Herstellung von l6slichen Augeninserten, in deren Matrix der Komplexbildner bereits
inkorporiert ist, wurden zundchst zwei Herstellungsmethoden etabliert, die beide die innere
Gelierung mit CaHPO,4 und Glucono-é-lacton zur Quervernetzung der Matrix nutzen. Des

Weiteren kann mit diesen Methoden eine verfrihte Bildung des Ca-EDTA-Komplexes
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verhindert werden, da EDTA und Ca®*-lonen wahrend der Quervernetzung nicht miteinander
in Kontakt kommen.

Bei der ersten Methode wurde wasserlosliches Na,-EDTA als Komplexbildner verwendet.
Die gesamte eingesetzte Menge Na,-EDTA befand sich in der mittleren von drei Schichten,
aus denen die Inserte aufgebaut waren. Nur die beiden dufReren Schichten waren quervernetzt,
so dass wahrend der Herstellung kein direkter Kontakt zwischen den Kationen und EDTA

bestand.
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Abb. 30: Auflésung von Alginatinserten, deren Matrix gelostes Na,-EDTA enthélt.
e CaHPO4:Na,-EDTA =1:1
o CaHPO4:Na,-EDTA = 1:0,5
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Wie Abb. 30 zeigt, l6sten sich diese Inserte in vitro jedoch relativ schnell auf. Bei aqui-
molarem Verhaltnis von CaHPO, und Na,-EDTA (oberer Graph) dauerte es nur etwa eine
Stunde, bis sie komplett geldst waren. Etwa 80% der Matrix ldsten sich schon innerhalb der
ersten 15 min auf. Durch eine Halbierung der Na,-EDTA-Menge konnte die Auflésung nur
leicht verzdgert werden (Abb. 30, unterer Graph). In den ersten 15 min gingen 70% der
Matrix in Lésung, vollstandig aufgeltst war sie nach etwa zwei Stunden.

Die in beiden Fallen beobachtete schnelle Abnahme der Masse zu Beginn der Inkubation
lasst vermuten, dass sich die mittlere, Na,-EDTA-enthaltende Schicht der Inserte trotz der sie
umgebenden quervernetzten Alginatschichten sehr schnell aufgeltst hat. Tatsachlich konnte
wahrend der Versuche bei einigen Proben beobachtet werden, dass sie sich entlang ihrer
Langsachse teilten. Der schnelle Verlust eines Drittels der Masse kann also durch die nicht-
quervernetzte mittlere Schicht erklart werden. Da sich mit 70-80% aber ein weit groerer Teil
der Matrix innerhalb von nur 15 min im Puffer aufloste, liegt es nahe, dass ein Teil des
Calciums doch schon wahrend der Herstellung durch EDTA komplexiert wurde. Die Alginat-
matrix wurde also nicht mehr vollstandig quervernetzt, so dass sich ein groRerer Anteil
schnell auflésen konnte. Die Herstellung der Inserte erfolgte in Teflonschalen, wobei die
zweite, Na,-EDTA-haltige Alginatlosung auf die erste, bereits quervernetzte und getrocknete
Schicht gegossen wurde. Wahrend der darauf folgenden Trocknungsphase kdnnte diese also
wieder quellen und geléstes Na,-EDTA aus der Alginatlésung durch Diffusion in die ge-
quollene erste Schicht tibertreten, um hier Ca®* zu komplexieren. Nachdem die zweite Schicht
getrocknet war, wurde die oberste Schicht darauf gegossen und quervernetzt. Da die innere
Gelierung bei Raumtemperatur relativ lange dauert, kdnnte sich die zweite Alginatschicht in
der dritten zum Teil 16sen, so lange diese noch flissig ist. Demnach kann eine verfriihte
Komplexbildung zwischen Ca** und EDTA durch den Schichtaufbau der Inserte nicht
ganzlich vermieden werden. Dennoch bleiben geniigend freie Ca®*-lonen in Losung, so dass
ein Teil der Alginatmatrix noch quervernetzt werden kann und sich somit nicht sofort im
Puffer 16st. Dabei dirfte auch die pH-abhéngige Stabilitat des Ca-EDTA-Komplexes eine
Rolle spielen.

Es ist also moglich, durch die Einarbeitung von EDTA in Form ihres l6slichen Dinatrium-
salzes l6sliche Augeninserte herzustellen. Durch den Komplexbildner kann die Quervernetz-
ung spéater wieder riickgédngig gemacht werden, damit sich das Augeninsert wahrend der
Anwendung in der Tranenflussigkeit auflost. Allerdings kann die Gelbildung in Gegenwart

von Na,-EDTA trotz der Trennung in mehreren Schichten nicht ausreichend kontrolliert wer-
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den, was wahrscheinlich zu der beobachteten schnellen Auflésung in der Anfangsphase des
Versuchs fihrt.

Wenn EDTA wadhrend der Quervernetzung mit den Polysaccharidketten um die freien
Ca®*-lonen konkurriert, missen die EDTA-Molekiile dem Gleichgewicht entzogen werden,
um die Quervernetzung in Gegenwart des Komplexbildners zu ermdglichen. Das ist moglich
durch die Verwendung von EDTA in Form der freien S&ure (H,-EDTA), die in Wasser
schwer 16slich ist und deswegen als Suspension verarbeitet werden kann [9]. Zur Insert-
herstellung wurde Alginat in einer Suspension von H;-EDTA in Wasser gelést und an-
schlielend quervernetzt. Die ausgestanzten Inserte wurden vor und nach der Inkubation
gewogen und bei diesem Versuch zusétzlich noch fotografiert, um den Auflésungsprozess zu
verdeutlichen.

H4-EDTA ist in reinem Wasser unldslich, aber mit steigendem pH-Wert (z.B. durch Zu-
gabe von NaOH) I6st es sich unter Ausbildung des Dinatriumsalzes langsam auf [55]. Die
Tranenflussigkeit enthalt mit 120-194 mmol deutlich mehr Natriumionen als andere Kationen,
ihr pH-Wert liegt bei etwa 7,1-7,6 [56]. Daher kann davon ausgegangen werden, dass sich Hy-
EDTA nach der Applikation langsam auflésen wird. Die lonenstdarke des fur die in vitro
Versuche verwendeten Puffers wurde nur mit NaCl eingestellt, weil die Literaturwerte zur
Nachahmung der genauen Zusammensetzung der Tranenfllssigkeit zu ungenau sind. Wegen
der geringen Flussigkeitsmenge werden diese nur mit groRer Streuung angegeben und er-
schwerend kommt noch hinzu, dass zur Bestimmung dieser Werte die Tranenproduktion

angeregt wurde, wodurch sich allerdings deren Zusammensetzung andert [29].

100 +
80 A
60 A

40 -

Restliche Masse
des Inserts (%)

20 A

Zeit (h)

Abb. 31: Auflésung von Alginatinserten, in deren Matrix unlosliche Hs,-EDTA als Suspension
inkorporiert wurde.
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Wie in Abb. 31 zu sehen, l6sten sich die Inserte mit H,-EDTA im Vergleich zu denen mit
Na,-EDTA deutlich langsamer auf. Etwa die Halfte der Matrix ging innerhalb einer Stunde in
Losung, danach blieb die Masse des Inserts wahrend einer Phase von mehreren Stunden fast
unverdndert. Erst nach sechs Stunden Inkubation l6ste sich der Rest langsam weiter auf und
nach acht Stunden, am Versuchsende, konnten noch 20% der Insertmasse gewogen werden.
Tatséchlich waren die Inserte allerdings nach acht Stunden komplett aufgeldst und das Glas
war nach dem Waschen leer, wie die letzte Fotografie in Abb. 32 zeigt. Die anderen Bilder
der Fotostrecke zeigen den Rest des Inserts nach der jeweiligen Inkubationsdauer. Man
erkennt deutlich, dass das Insert zwei Stunden lang seine runde Form beibehalt. Erst danach
wird der Auflésungsprozess der Alginatmatrix auch an deren Form erkennbar, wobei die
beobachtete Verkleinerung der Matrix im Vergleich mit der Abnahme der gewogenen Masse
eher kontinuierlich verlauft. Da die Inserte direkt nach Entfernung des Inkubationsmediums
mit Wasser gewaschen wurden, kann diese Diskrepanz nicht durch zurlickbleibende Puffer-
salze erklart werden. AuBerdem waren nach der Trocknung keinerlei Ruckstande im Glas zu
sehen. Allerdings bilden Alginatlésungen beim Trocknen dunne Filme [34], die mit dem
Auge nicht zu erkennen sind. Der Unterschied ist also am ehesten auf beim Waschen zuriick-
gebliebene Alginatreste zurtick zu fiihren, die wegen ihrer geringen Dicke nach der Trock-
nung im Glas nicht zu erkennen sind. Sie erhdhen aber die Masse des leeren Glases und

tauschen somit einen nicht mehr vorhandenen Rest des Inserts vor.

Abb. 32: Ungel6ste, noch feuchte Reste von Alginatinserten mit Hs-EDTA. Die Fotos wurden
jeweils zum angegebenen Zeitpunkt nach dem Waschschritt aufgenommen.
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Durch eine Wégung des verbleibenden Rests kann die Erosion also nicht verldsslich dar-
gestellt werden. Deswegen musste eine Methode gefunden und etabliert werden, mit der das
zu einem bestimmten Zeitpunkt in Losung gegangene Alginat direkt quantifiziert werden
kann. Mit einem solchen Nachweis kann die Erosion der Inserte genauer und zuverlassiger

beschrieben werden.

2.3 Loslichkeit der mit CaCl,/Na,-EDTA quervernetzten Augeninserte

Die innere Quervernetzung von Alginat mit der CaCl,/Na,-EDTA-Methode (s. Kapitel 3
und 4) stellt eine weitere Moglichkeit dar, den Komplexbildner in die Matrix zu inkorporie-
ren. Diese hat den Vorteil, dass alle Bestandteile gelost vorliegen und somit eine einfache
Sterilfiltration moglich ist, so dass damit relativ leicht sterile Augeninserte nach den An-
forderungen des Arzneibuchs hergestellt werden kénnen. Die Erosion dieser Inserte sollte
maoglichst zuverlédssig bestimmt werden, um eine bessere Ausgangslage flr eine eventuelle
Klinische Prifung der Augeninserte zu haben. Daher erfolgte hier die Quantifizierung des
gelosten Alginats anstelle des verbleibenden Restes.

Die Inserte wurden wieder aus getrockneten und quervernetzten Alginatfilmen ausgestanzt
und in Tris-Puffer bei 37°C inkubiert. Zu vorher festgelegten Zeitpunkten wurden Proben
gezogen und durch neuen Puffer ergénzt. Die Alginatkonzentration darin wurde mit Hilfe des
Borat-Carbazol-Nachweises kolorimetrisch bestimmt.

120 1
100 1
80 1
60 1

40 7

Gel6stes Alginat (%)

20 7

0 1 2 3 4 5 6
Zeit (h)

Abb. 33: Auflésung von Alginatinserten, die mittels CaCl,/Na,-EDTA hergestellt wurden.
Gemessen wurde die zum jeweiligen Zeitpunkt geltste Alginat-Menge.
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Wie in Abb. 33 zu erkennen ist, l6sten sich auch diese Inserte in Tris-Puffer bei pH 7,4 auf.
Schon nach drei Stunden waren sie vollstdndig in Lésung gegangen, aber die Aufldsung
erfolgte hier deutlich gleichmaRiger als die der oben beschriebenen Inserte. Wahrend der
Inkubation quillt die Matrix und wird komplett vom Puffer durchdrungen. Dabei werden die
aus der bei der Quervernetzung entstandenen Gluconsdure stammenden Protonen abgepuffert,
so dass sich das Gleichgewicht der folgenden Dissoziation nach rechts, also auf die Seite des
stabilen Chelatkomplexes, verschiebt (zur Vereinfachung steht hier wiederum ,,Y* anstelle
des EDTA-Molekiils):

Ca’*t + H,Y*" — [CaY]?’~ + 2H*

Dadurch wird das Ca®* aus der Komplexierung durch das Alginat gelost und die Querver-
netzung somit riickgangig gemacht. Das Abfangen der Protonen durch den Puffer ist hier also
fur die Auflosung der Alginatmatrix besonders wichtig, da ansonsten die Stabilitat des Ca-
EDTA-Komplexes nicht fiir eine vollstandige Bindung der Ca?*-lonen ausreicht.

Wahrend der Applikation sollten sich die Inserte mdglichst kontrolliert auflésen. Daher
wurde versucht, die Auflosungsgeschwindigkeit zu beeinflussen, indem die zur Quervernet-
zung verwendete Menge Glucono-oé-lacton variiert wurde. Dabei zeigten sich nur sehr geringe
Unterschiede, die Inserte 16sten sich alle innerhalb von zwei bis vier Stunden auf. Abb. 34
zeigt die Auflésungsprofile der mit vier unterschiedlichen GDL-Konzentrationen hergestell-
ten Augeninserte. Die grau hinterlegten Kurvenabschnitte kennzeichnen jeweils die Bereiche,
in denen sich die Alginatkonzentrationen an zwei aufeinander folgenden Zeitpunkten nicht
mehr signifikant voneinander unterschieden. Demnach waren Inserte, die mit nur 0,6% GDL
quervernetzt wurden, nach nur zwei Stunden komplett geldst, solche mit 0,8% und 1% nach

drei Stunden und diejenigen mit 1,5% erst nach vier Stunden.
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Abb. 34: Auflosung von Alginatinserten in Abhéngigkeit von der zur Quervernetzung
verwendeten GDL-Konzentration.

Eine mdgliche Erklarung fir dieses Ergebnis ist die bessere Quervernetzung der Alginat-
gele mit hoherem GDL-Anteil. Je mehr Ca®*-lonen die Alginatketten miteinander verbinden,
desto langer dauert die Auflosung der Matrix. Wie in Kapitel 4Kapitel 3, Abschnitt 2.2.2
gezeigt wurde, nimmt die Gelstarke mit zunehmender GDL-Konzentration zu. In
Ubereinstimmung damit zeigte sich hier eine langere Auflosungsdauer der Inserte mit
héherem GDL-Gehalt. Die Gelstarke nahm, im Gegensatz zur Auflésungsdauer, auch noch
zwischen 0,8% und 1% GDL zu. Allerdings war der Unterschied weniger stark als zwischen
0,6% und 0,8% bzw. 1% und 1,5% GDL-Gehalt. Um diesen geringen Unterschied auch bei
der Auflésung zu erkennen, missten die Zeitpunkte der Probennahme wohl deutlich enger

gewahlt werden.

3. Zusammenfassung

Es konnte gezeigt werden, dass eine mittels Ca®*-lonen quervernetzte Alginatmatrix durch
Zugabe von EDTA als Chelatbildner in das umgebende Medium wieder aufgelést werden
kann. Wenn EDTA direkt in die Matrix inkorporiert wurde, losten sich die Inserte auch in
EDTA-freiem Puffer auf. Zur Inkorporation des Chelatbildners sollte dieser entweder als

Suspension in Form der freien Saure verarbeitet werden, oder als geldster Ca®*-Komplex, der
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je nach pH-Wert unterschiedlich stark dissoziiert. Dabei wird die zweite Methode wegen der
leichter durchzuftihrenden Sterilisierung bevorzugt. Durch die Menge des bei der Herstellung
verwendeten Glucono-é-lactons kann die Dauer der Auflésung in engen Grenzen kontrolliert
werden. Eine Klinische Studie zur Uberpriifung der in vivo Auflosung der mit CaCl,/Na,-
EDTA hergestellten Inserte ist geplant. Gleichzeitig soll damit auch deren Vertraglichkeit am
menschlichen Auge getestet werden.
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1. Einleitung

Wachstumsfaktoren sind l6sliche Proteine, die durch Bindung an spezifische Rezeptoren
sowohl die Proliferation als auch die Differenzierung von Zellen férdern [117]. Dazu gehéren
unter anderem EGF und NGF, fir deren Entdeckung Stanley Cohen und Rita Levi-Montalcini
1986 den Nobelpreis fir Medizin verliehen bekamen [103]. Cohen isolierte zu Beginn der
1960er Jahre erstmals EGF aus der Speicheldriise von M&usen [129]. Humanes EGF wurde
dann erstmals 1975 aus Urin gewonnen, ebenfalls von Cohen. Es zeigte sich, dass die Amino-
sauresequenzen der beiden Formen zwar nicht identisch sind, aber doch groRe Ahnlichkeiten
aufweisen. AulRerdem haben beide Peptide &hnliche biologische Wirkungen und beide wirken

sowohl beim Menschen als auch bei Mé&usen [22].

Abb. 35: Aminosduresequenz von humanem EGF mit 53 Aminoséuren. Eingezeichnet sind
auch die drei fur die Wirkung essentiellen Disulfidbriickenbindungen [38].

Menschliches EGF ist ein aus 53 Aminosduren aufgebautes Polypeptid mit einem Moleku-
largewicht von 6216,05 Da. Seine Aminosauresequenz und die Lage der drei fur die Wirkung
erforderlichen Disulfidbriicken sind in Abb. 35 dargestellt. Die Sekundéarstruktur des Mole-
kils zeigt keine a-Helix, aber etwa 25% p-Faltblattstrukturen [21]. Zusammen mit den Di-
sulfidbriicken verleihen diese dem Peptid eine kompakte und globulére Struktur [20].

EGF wird von der Zelle als sogenanntes prapro-EGF synthetisiert [21]. Dieses Vorlaufer-
protein ist mit etwa 1200 Aminosduren und ca. 170 kDa deutlich groRer als der Wachstums-
faktor und liegt als glykosyliertes, membranstandiges Protein vor [97]. Durch proteolytische
Spaltung nahe der Zelloberflache wird aus prapro-EGF das l6sliche pro-EGF freigesetzt (ca.
150 kDa), das durch weitere Abspaltung zu fertigem EGF (ca. 6 kDa) umgewandelt wird. Alle
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drei Formen des Wachstumsfaktors sind biologisch aktiv. Wéhrend das membransténdige
Vorlauferprotein durch juxtakrine Stimulation nur auf Zellen einwirken kann, die in un-
mittelbarem Kontakt zur produzierenden Zelle stehen, kénnen die I6slichen Proteine durch
einen parakrinen Mechanismus auch weiter entfernte Zellen stimulieren [25].

Die bekannteste Wirkung von EGF auf epidermale und epitheliale Zellen ist die Anregung
zur Proliferation [20]. Daneben beeinflusst EGF aber auch die Differenzierung und Migration
von Zellen sowie deren Proteinsekretion [142] und reguliert somit die Entwicklung des
Organismus, das Wachstum und die Erneuerung von Geweben und die Wundheilung [25].
Ausgelost wird die Wirkung durch die Bindung des Wachstumsfaktors an den EGF-Rezeptor
auf der Zielzelle. Dieser besteht aus einer einzigen Aminosaurekette mit drei Domaénen: eine
extrazellulare, um den Liganden zu binden, eine hydrophobe, die den Rezeptor in der
Membran verankert und eine zytoplasmatische Doméne mit Tyrosinkinaseaktivitat, die fur die
Signalweiterleitung von Bedeutung ist [21]. Bindet EGF an die extrazellulare Doméne,
kommt es zur Dimerisierung des Rezeptors, wodurch die Tyrosinkinase im Zellinneren akti-
viert wird und bestimmte Tyrosinreste der intrazellularen Domane phosphoryliert. Diese
phosphorylierten Tyrosinreste dienen als Bindungsstellen fir weitere Molekile, die dann
selbst aktiviert werden und verschiedene intrazelluldre Signalwege auslésen.

Es gibt drei Hauptwege, die durch den EGF-Rezeptor aktiviert werden (s. Abb. 36): der
Ras/Raf/MAPK-Weg, der PLCy-Weg und der Pl3-K-Weg [90]. Der Ras/Raf/MAPK-Weg
beginnt mit der Bindung des Adapterproteins Shc an die Phosphotyrosinreste des aktivierten
EGF-Rezeptors. Uber zwei weitere Adaptermolekiile (GRB2 und SOS) wird das in der
Zellmembran verankerte kleine G-Protein Ras durch den Austausch von GDP mit GTP akti-
viert. Dieses aktivierte Protein setzt eine Reihe von Phosphorylierungsreaktionen in Gang:
Zunéchst wird die Serin/Threonin-Kinase Raf aktiviert, die als zweite Stufe die MAPK-
Kinase (MAPKK) phosphoryliert. Durch diese wird im letzten Schritt der Kaskade die
Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK) aktiviert. Diese wandert in den Zellkern, um hier
Transkrisptionsfaktoren zu aktivieren und dadurch die Genexpression zu stimulieren [90]. Die
vermehrte Genexpression fiihrt dann zur erhéhten Zellproliferation, aber auch zu einer

verstarkten Differenzierung der Zellen [25].
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Abb. 36: Signaltransduktion am EGF-Rezeptor (nach [89]):
Die Bindung des Liganden an den Rezeptor fuhrt zu dessen Dimerisierung und
Autophosphorylierung. Daraufhin kénnen drei intrazellulére Signalwege aktiviert
werden: Ras/Raf/MAPK-Weg (griin), PLCy-Weg (orange) und Pls;-K-Weg (blau).

Die Phospholipase Cy (PLCy) bindet direkt an die Phosphotyrosinreste des aktiven EGF-
Rezeptors und wird dadurch aktiviert. Sie katalysiert die Spaltung von Phosphatidylinositol-
2,4-bisphosphat (PIP;) zu Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3). Beide
Molekiile wirken als second messenger, wobei IP; die Freisetzung von Ca®* aus dem endo-
plasmatischen Retikulum bewirkt. Zusammen mit DAG aktiviert Ca®* dann die Protein-
kinase C, die durch die Regulation von Transkriptionsfaktoren eine wichtige Rolle bei Wachs-
tum und Differenzierung von Zellen spielt [90]. AuBerdem flhrt der PLCy-Signalweg durch
die Erh6hung des intrazelluldren Ca**-Gehalts zu einer erhhten Motilitat der Zellen. Daran
beteiligt ist auch die Mobilisation von Aktin-modifizierenden Proteinen [142].

Die Phosphatidylinositol-3-kinase (Pls-K) ist eine Lipidkinase, die ebenfalls ohne Adapter-
molekule direkt durch die Bindung an einen Phosphotyrosin-Rest des EGF-Rezeptors akti-
viert wird. Sie katalysiert die Umwandlung von PIP, zu PIP; (Phosphatidylinositol-3,4,5-tris-
phosphat), das dann mit Proteinkinasen interagiert, welche verschiedene zelluldre Reaktionen
beeinflussen. Dazu gehoren zum Beispiel das Uberleben der Zelle, das Zellwachstum oder die

Neuordnung von Aktin innerhalb der Zelle [25].
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Am Auge finden sich EGF-Rezeptoren unter anderem im Epithel der Hornhaut, vor allem
im Bereich des Limbus [57], und am Epithel der Bindehaut [88]. In beiden Féllen ist die
grolte Rezeptorendichte auf den Basalzellen des Epithels zu finden, die ein grofieres pro-
liferatives Potential besitzen, wahrend die Rezeptorendichte auf den oberflachlichen Zellen
geringer ist. EGF wirkt also auf der Augenoberflache, wobei die langfristigen Effekte des
Wachstumsfaktors gut durch den oben beschriebenen Wirkmechanismus beschrieben werden
kdnnen. Zum Beispiel fordert EGF die Wundheilung des Hornhautepithels, was durch die
angeregte Proliferation und Migration der Basalzellen erklart werden kann [53].

EGF ist, neben anderen Wachstumsfaktoren, auch in der normalen Trénenflissigkeit ent-
halten und wird von der Trénendriise sezerniert [61]. Wahrscheinlich dient das Zytokin der
Aufrechterhaltung der Homdostase der Augenoberflache, indem es zum Beispiel die Sekre-
tion von Muzin aus den Becherzellen der Bindehaut reguliert [67]. In der Tranenfllssigkeit
von Patienten mit Keratoconjunctivitis sicca konnte ein geringerer EGF-Gehalt nachgewiesen
werden [105; 110]. Weil Muzin fiir die Benetzung der Augenoberflache durch den Tranenfilm
von Bedeutung ist, kdnnte also eine direkte Behandlung der Epithelien mit EGF fiir die
Patienten von Vorteil sein [80; 136].

EGF kommt in verschiedenen Tierarten (darunter Vogel und S&uger) vor und wird dement-
sprechend auch, als rekombinant hergestelltes EGF, in unterschiedlichen Formen angeboten.
Obwohl zum Beispiel EGF von der Maus auch am Menschen wirkt und umgekehrt [129], ist
fur die Anwendung am Menschen humanes EGF sicherlich am besten geeignet. Von den
zahlreichen auf dem Markt erhéltlichen Produkten ist jedoch nur eines auch zur Verwendung
am Menschen zugelassen, was Voraussetzung flr die Benutzung des Peptids als Arzneistoff
ist. Folglich sollte dieses Produkt zur Beladung der Augeninserte mit EGF eingesetzt werden.
Da flr die Herstellung von Arzneimitteln sowohl Reinheit als auch ldentitat der eingesetzten
Stoffe von Bedeutung sind, wurden damit entsprechende Untersuchungen mit HPLC und
Massenspektrometrie durchgefuhrt.

Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Herstellung von Arzneimitteln ist die Stabilitat des
Wirkstoffs. Gerade Peptide sind im Allgemeinen instabil und chemische Veranderungen an
einem oder mehreren Aminosaureresten kdnnen schnell zum Aktivitatsverlust fuhren. Da der
Wachstumsfaktor wéhrend der Herstellung von Augeninserten in geléster Form vorliegt, kann
es leicht zu Abbaureaktionen kommen, zumal die Trocknungszeit mit 48 h sehr lange dauert.
Um den Abbau von EGF wéhrend der Insertherstellung zu untersuchen, wurden die fertigen
Inserte aufgeldst und die in dieser LOsung vorhandenen Peptide chromatographisch auf-

getrennt. Die Identifizierung der Abbauprodukte erfolgte mittels Massenspektroskopie.
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Damit wahrend der Anwendung von mit EGF beladenen Augeninserten der Wachstums-
faktor seine Wirkung entfalten kann, muss er aus der Arzneiform heraus zu seinem Wirkort
diffundieren. Die Freisetzungseigenschaften der Augeninserte sind also flr den Erfolg einer
Therapie mit EGF von entscheidender Bedeutung. Zu deren Optimierung wurden in vitro
Untersuchungen zunéchst mit einem relativ einfachen Versuchsaufbau durchgefihrt, indem
die Inserte in 5ml Puffer inkubiert wurden. Dabei wurde die Zusammensetzung der
Alginatmatrix geandert: Zum einen wurde mehr Alginat zur Herstellung verwendet und zum
anderen wurden die Monomerenzusammensetzung sowie die Kettenldnge des verwendeten
Alginats variiert. Um die in vitro-Freisetzung besser den physiologischen Verhaltnissen
anzupassen, wurden die Inserte auch in einer Durchflusszelle mit geringem Volumen und

kleinem Fluss getestet.
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2. Ergebnisse und Diskussion

2.1 Untersuchungen zur Reinheit und Identitat von EGF

Die Beladung der Augeninserte sollte mit rekombinant hergestelltem EGF erfolgen, das
zur Anwendung am Menschen zugelassen ist. Da in Deutschland kein entsprechendes Produkt
erhaltlich ist, wurde EGF vom ,, Center for Genetic Engineering and Biotechnology* in
Havana (Kuba) gekauft. Bevor das Peptid verwendet wurde, sollte dessen Reinheit und
Identitat durch einen Vergleich mit reinem, nur zu Forschungszwecken und zum Gebrauch in
Laboratorien zugelassenem EGF bestétigt werden. Das Vergleichspeptid wurde von der
Biomol GmbH in Hamburg gekauft. Die beiden verwendeten EGF-Sorten werden im
Folgenden als ,,EGF in GMP-Qualitit* und ,,EGF in Labor-Qualitit” bezeichnet.

Zunachst wurde von beiden Peptiden das Molekulargewicht mittels MALDI-ToF be-
stimmt. Anhand seiner Aminosaurezusammensetzung [133] wurde das Molekulargewicht von
humanem EGF berechnet (6216,05Da) und mit dem experimentell ermittelten Wert
verglichen. Das Massenspektrum der Vergleichssubstanz (EGF in Labor-Qualitét) zeigte nur
eine Substanz mit einem Molekulargewicht von 6218,3 Da (vgl. Abb. 37, oben). Der zweite
Peak bei einem Masse/Ladungs-Quotienten (m/z) von 3108,7 stammt von einem doppelt
geladenen Molekil, daraus ergibt sich folglich ein Molekulargewicht von 6217,4 Da. Das
Ergebnis liegt also leicht Gber dem theoretisch zu erwartenden Molekulargewicht, allerdings
kann man unter Berticksichtigung der Ungenauigkeit von MALDI-ToF Messungen (etwa
0,1% [40]) davon ausgehen, dass die Aminosaurezusammensetzung dieser Probe korrekt ist
und das Peptid alle 53 Aminoséuren enthélt. Da keine weiteren Signale detektiert wurden,
kann auch eine ausreichende Reinheit angenommen werden.

Die Reinheit der zweiten Probe (EGF in GMP-Qualitat) dagegen war deutlich schlechter.
Neben den von doppelt geladenen Molekilen herriihrenden Signalen bei Masse/Ladungs-
guotienten von etwa 3000 konnten drei einfach geladene Peptide mit Molekulargewichten von
6054,0 Da, 5940,8 Da und 5626,8 Da detektiert werden (vgl. Abb. 37, unten). Keiner dieser
Messwerte entspricht dem berechneten Molekulargewicht, die Peptide in dieser Probe schei-
nen demnach anders zusammengesetzt zu sein als humanes EGF.

Den Hinweis auf die tatsdchliche Zusammensetzung gab eine Studie zur Wirksamkeit von
EGF mit verkirzter Aminosaurekette, die unter Beteiligung des kubanischen Herstellers im
Jahr 2000 veroffentlicht wurde. Die Autoren verglichen natiirliches EGF mit Varianten, deren
Peptidkette vom C-Terminus her um eine bzw. zwei Aminosauren verkurzt waren [19]. Daher

wurden, ausgehend von der bekannten Primérstruktur von humanem EGF, die Molekular-
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gewichte einer Reihe von jeweils um eine

Aminosaure verkirzten EGF-Varianten berechnet.

Es zeigte sich, dass in dem GMP-konformen Produkt mit hoher Wahrscheinlichkeit folgende

verkirzte EGF-Varianten enthalten sind (die Zahlen in Klammern geben das jeweils be-
rechnete Molekulargewicht an): EGFi.s, (6059,8 Da), EGF;5; (5946,7 Da) und EGFi.49

(5631,3 Da).

EGF in Labor-Qualitat
100 -

B (o2} (o]
o o o
1 1 1

Relative Intensitat (%)

N
o
1

<— 6218,3 Da

<— 3108,7 Da

0 T T

2000 3000 4000

EGF in GMP-Qualitat
100

80 A

60 A

2971,7 Da
40 1

Relative Intensitat (%)

20 A

5626,8 D
J o
JL% 3027,9 Da

5000 6000 7000 8000
m/z

5940,8 Da —> | | «<— 6054,0 Da

\l

A

0 . .
2000 3000 4000

5000 6000 7000 8000
m/z

Abb. 37: Massenspektren der beiden EGF-Sorten (Labor- und GMP-Qualitat), aufgenommen

mittels MALDI-ToF.

Um dieses Ergebnis zu verifizieren und um die Reinheit der Substanz mit einer zweiten

Methode beurteilen zu kdnnen, wurden die beiden Peptide mittels LC/MS analysiert. Dazu

wurden die Proben zun&chst an einer C18-Sdule chromatographisch getrennt und anschlie-
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Rend von den detektierten Bestandteilen ein Massenspektrum aufgenommen. Dabei bestétigte
sich die gute Reinheit der Vergleichssubstanz, wie am UV-Chromatogramm zu sehen ist
(Abb. 38). Neben dem Hauptpeak nach einer Retentionszeit von 28,29 min zeigte sich nur ein

weiteres, deutlich kleineres Signal nach einer Retentionszeit von 27,44 min.
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Abb. 38: Chromatogramm von EGF in Labor-Qualitat (UV-Detektor, A = 220 nm).

Das Massenspektrum des Hauptpeaks, der nach 28,29 min eluiert wurde, ist in Abb. 39
wiedergegeben. Es zeigt mehrere Signale, von denen das bei einem Massen/Ladungs-
Quotienten von 1555,1 deutlich als Hauptsignal zu erkennen ist. Die Heterogenitat des
Spektrums ist in diesem Fall nicht auf verschiedene Bestandteile der Probe zurlick zu fuhren,
sondern auf das zur lonisierung des Analyten verwendete Verfahren. Bei der ,, electrospray
ionisation“ (ESI, lonisation durch Verspriihen einer Losung in einem elektrischen Feld)
bilden sich sogenannte Quasimolekiilionen der allgemeinen Form [M + H]", die haufig mehr-
fach geladen sind [40]. Gleiche Molekiile mit verschiedenen Ladungen fiihren zu unter-
schiedlichen Signalen im Massenspektrum und das jeweilige Molekulargewicht muss aus dem
Massen/Ladungs-Quotienten (m/z) berechnet werden. In Abb. 39 sind die Signale dreier
Quasimolekulionen zu erkennen, die drei-, vier- bzw. flinffach geladen sind. Daraus ergibt
sich jeweils ein Molekulargewicht von 6215,5 Da, 6216,4 Da und 6215,4 Da. Diese Signale
kdnnen also alle dem vollstandigen Peptid EGF;.s3 zugeordnet werden. Die kleineren Peaks
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jeweils rechts vom vierfach und dreifach geladenen EGF entstehen durch Anlagerungen von
Trifluoressigsaure (TFA, engl. ,, Trifluoroacetic acid*) aus der mobilen Phase der HPLC.
Dieses lonenpaarreagenz hat ein Molekulargewicht von 114,02 Da und ergibt bei vierfacher
Ladung eine Differenz von etwa 28,5 Da zwischen den einzelnen Signalen, bei dreifacher
Ladung eine von etwa 38 Da.

Von dem Kleineren Signal, das im Chromatogramm nach einer Retentionszeit von
27,44 min zu erkennen ist, konnte leider kein Massenspektrum aufgenommen werden, da
wegen der geringen Menge das Signal-Rausch-Verhéltnis zu gering war. Jedoch kann an-
genommen werden, dass dieses Signal von oxidiertem EGF hervorgerufen wurde, da

oxidiertes EGF kurz vor dem unveranderten Peptid eluiert wird [69].
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Abb. 39: Massenspektrum des zweiten Peaks aus Abb. 38 (Retentionszeit 28,29 min),
aufgenommen mittels ESI-MS.

Abb. 40 zeigt das Chromatogramm der zweiten Probe (EGF in GMP-Qualitét). Hier sind
insgesamt sechs Peaks zu erkennen, die alle auch ein auswertbares Massenspektrum ergaben.
Anstelle der einzelnen Spektren sind die relevanten Ergebnisse in Tab. 19 zusammengefasst.
Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden dabei die TFA-Addukte nicht beriicksichtigt und

nur die drei- bzw. vierfach geladenen Quasimolekiilionen ausgewertet.
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Abb. 40: Chromatogramm von EGF in GMP-Qualitat (UV-Detektor, A = 220 nm).

Retentions- Molekular-

zeit (min) m/z Ladung gewicht (Da) Zuordnung

1362,3  [M+4H]* 5445,2

24,25 1816,1  [M + 3H]* 54453 EGFi14s (5445.2 Da)
27,09 1332(2’ {m : gﬂ}; gggig EGFy.40 (56214 Da)
2831 gggg Em : gm: ggj;:é EGF..5; (5946,7 Da)
29,49 1328:2 Em ' gm; 2212‘2‘ EGFy.s0 (5817,6 Da)
30,27 ;ggg% Em N gm: gg;g:g ox-EGFy.5, (6075,9 Da)
30,99 1516,2  [M +4H]*® 6060,8 EGF..s, (60599 Da)

2021,3  [M +3H]* 6060,9

Tab. 19: Ergebnisse der LC/MS-Untersuchung des GMP-konformen EGFs
(die eingeklammerte Zahl in der Spalte ,,Zuordnung* ist das aus der jeweiligen
Aminosauresequenz berechnete theoretische Molekulargewicht der EGF-Variante).
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Es zeigte sich, dass in der zur Anwendung am Menschen zugelassenen EGF-L6sung ins-
gesamt flinf verschiedene EGF-Sorten mit 48 bis 52 Aminoséureresten enthalten sind. Dabeli
fehlten die entsprechenden Aminosauren immer am C-terminalen Ende der Aminosaurekette.
Das HPLC-Signal mit einer Retentionszeit von 30,27 min konnte anhand seines Massen-
spektrums als oxidierte Form von EGF.s, identifiziert werden.

Der Wirkstoff in GMP-Qualitat ist also ein Gemisch verschiedener EGF-Varianten, die
jeweils vom C-terminalen Ende her um bis zu funf Aminosauren verkirzt sind. Die einzelnen
Peptide liegen dabei in sehr unterschiedlichen Mengen vor, was am Chromatogramm gut zu
erkennen ist (Abb. 40). EGF1.5; und EGFy.5; bilden den Hauptanteil und zeigen die grofiten
Signale im UV-Detektor. Calnan et al. verglichen die Aktivitat dieser beiden EGF-Sorten mit
der von vollstdandigem EGFi.s3 und konnten zeigen, dass kein Unterschied zwischen diesen
Formen besteht [19]. Von den restlichen verkirzten Peptiden ist in der Literatur nur noch
EGF1.4s beschrieben, dessen Aktivitat gegeniiber EGFi1.53 um etwa 30% geringer ist [41].
Noch mehr nimmt die Aktivitat ab, wenn die Aminosdure Leucin an Position 47 entfernt wird,
die offensichtlich flr die Rezeptorbindung von Bedeutung ist [43]. Da die Position 47 aber in
allen nachgewiesenen Peptiden vorhanden ist und die starker verkirzten Formen auflerdem
nur in geringer Menge vorhanden sind, kann auch die GMP-konforme EGF-Ldsung als aktiv
angesehen werden. Sie ist jedoch aufgrund ihrer Heterogenitat nicht fir Stabilitatsstudien

geeignet.

2.2 Stabilitat von EGF wahrend der Herstellung von Augeninserten

2.2.1 Abhangigkeit der EGF-Stabilitat von der verwendeten Quervernetzungsmethode

Der Einfluss der zwei grundsétzlich verschiedenen Quervernetzungsmethoden fir Alginat-
gele (dulRere und innere Gelierung, s.a. Kapitel 3) auf die Stabilitdt von EGF wurde mit Hilfe
der HPLC untersucht. Zur Herstellung der Alginatfilme mittels &ulRerer Gelierung wurde EGF
in geloster Form direkt zur Alginatlésung gegeben. Die Gelierung erfolgte durch Eintauchen
der getrockneten Filme in eine CaCl,-L6ésung. Folglich mussten die Filme anschliel3end
erneut getrocknet werden. Die Herstellung mittels innerer Gelierung erfolgte nach der in
Kapitel 2, Abschnitt 2.1.2 beschriebenen Methode mit CaHPO,/GDL. Der Wachstumsfaktor
wurde hier zusammen mit GDL gel6st und erst unmittelbar vor dem AusgieRen zur Alginat-
I6sung gegeben. Die fertigen und trockenen Filme wurden dann in einem EDTA-haltigen

Puffer wieder aufgeldst und das geléste Alginat mittels Festphasenextraktion abgetrennt. Die

- 108 -



Kapitel 6 Beladung von Alginat-Augeninserten mit EGF

so erhaltene EGF-L6sung wurde chromatographisch auf Veranderungen am Molekul unter-
sucht, wobei als Kontrolle eine EGF-Alginatlosung diente, die der gleichen Festphasen-
extraktion unterworfen wurde. Fir diese Versuche wurde EGF in Labor-Qualitat verwendet,

da die Ausgangssubstanz in moglichst reiner Form vorliegen sollte.
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Abb. 41: Chromatogramm von unbehandeltem EGF in 50% Methanol.

Es liegt nahe, das der in allen Chromatogrammen vorkommende Hauptpeak mit einer
Retentionszeit von 29,4 min (vgl. Abb. 42 und Abb. 43) auf unverandertes EGF zurtick zu
flhren ist. Zur Bestatigung dieser Annahme wurde ein Chromatogramm von reinem, un-
behandeltem EGF aufgenommen (vgl. Abb. 41). Dessen Retentionszeit betrug 29,2 min und
ist somit im Vergleich zu der in Abschnitt 2.1 gemessenen hier um etwa eine Minute langer.
Jedoch muss dabei berticksichtigt werden, dass die Proben nach der Festphasenextraktion
nicht mehr in einem rein wassrigen Milieu geldst waren, sondern in 50% Methanol. Bei der
Aufreinigung der Proben wurde EGF an die Festphase gebunden, das Alginat interagierte
nicht mit der Phase und wurde deswegen mit dem Ldsungsmittel verworfen. Anschlielend
musste der Wachstumsfaktor von der Festphase eluiert werden, wozu eine 50%ige Methanol-
Wasser-Mischung verwendet wurde. Das zur Aufzeichnung des Chromatogramms in Abb. 41

verwendete EGF war ebenfalls in 50% Methanol gelost.
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Abb. 42: Chromatogramm zur Stabilitdtsuntersuchung bei Herstellung durch duf3ere Quer-
vernetzung (Fluoreszenz-Detektor, Xex. 270 NmM Agm. 310 Nm).
Die Prozentzahlen geben den Anteil der jeweiligen Peakflache an der Gesamtflache
aller detektierten Peaks an.
— Probe Kontrolle

Das Chromatogramm in Abb. 42 zeigt deutlich, dass sich das EGF-Molekil wahrend der
Herstellung mittels duBerer Quervernetzung verandert: Der Fluoreszenzdetektor zeigt vier
Signale, obwohl nur ein Peptid verarbeitet wurde. Proteine zeigen eine sogenannte intrinsi-
sche Fluoreszenz, die nach Anregung mit Licht von etwa 280 nm Wellenlédnge oberhalb von
300 bis 350 nm gemessen werden kann [91]. Aufgrund der verwendeten Wellenlédngen
(Aex. 270 nm und Agm, 310 nm) kann also angenommen werden, dass es sich bei den Signalen
um Proteine bzw. Peptide handelt. Die graue Kurve in Abb. 42 zeigt das Ergebnis der
Kontrolllosung, aus der das Alginat sofort (ohne die langen Trocknungsphasen) entfernt
wurde. Hier sind drei Signale zu erkennen, das heif3t die Verdnderungen am EGF-Molekdl
erfolgen auch wéhrend der Probenvorbereitung, jedoch in weit geringerem AusmaB. Ins-
gesamt bleiben in der Kontrolle mehr als 85% des EGFs intakt, wahrend nach der Herstellung
nur noch etwa 45% des EGFs in unverdanderter Form vorliegen.

Auch nach der inneren Gelierung werden in der HPLC die vier Analyten gefunden, jedoch
mit deutlich anderem Verteilungsmuster. Vor allem fallt der grolle EGF-Peak auf, der noch
gut 75% der Gesamtflache aller gefundenen Peaks ausmacht, wéhrend sowohl das Signal bei
25,5 min als auch das bei 37,8 min hier deutlich kleiner ausfallen (vgl. Abb. 43).
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Abb. 43: Chromatogramm zur Stabilitatsuntersuchung bei Herstellung durch innere Quer-
vernetzung (Fluoreszenz-Detektor, Aex. 270 nm; Aem. 310 NmM).
Die Prozentzahlen geben den Anteil der jeweiligen Peakflache an der Gesamtflache
aller detektierten Peaks an.
— Probe Kontrolle

Der Hauptpeak mit einer Retentionszeit von 29,4 min konnte durch das Vergleichs-
diagramm in Abb. 41 als EGF identifiziert werden. Um auch den anderen Signalen bestimmte
Stoffe zuordnen zu kénnen, wurden die einzelnen Fraktionen am Detektorauslass gesammelt
und davon mittels MALDI-ToF Massenspektren aufgenommen (Abb. 44). Da alle Spektren
eindeutige Signale aufweisen, kann davon ausgegangen werden, dass die einzelnen Fraktio-
nen jeweils nur ein Peptid enthielten. Betrachtet man zundchst nur das Spektrum des
Hauptpeaks bei 29,4 min (also das von EGF), zeigt sich ein etwas zu hohes Molekulargewicht
von 6220,3 Da; dieses liegt aber im Rahmen der Messungenauigkeit.

Auch das Massensignal des Signals mit einer Retentionszeit von 27,3 min kann relativ gut
zugeordnet werden. Schon die LC/MS-Daten aus Abschnitt 2.1 zeigen, dass unmittelbar vor
dem EGF-Peak eine einfach oxidierte Form des Wachstumsfaktors eluiert wird. Diese Beo-
bachtung wird auch in der Literatur beschrieben, auBerdem wurde hier das Sulfoxid der
Aminosdaure Methionin an Position 21 des Peptids als Oxidationsprodukt identifiziert [38].
Dessen theoretisches Molekulargewicht betragt 6232,05 Da, was gut mit der in Fraktion 2 ge-

messenen Masse von 6235,3 Da Ubereinstimmt.
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1. Fraktion (Rz: 25,5 min) 2. Fraktion (Rz: 27,3 min)
1007|3365 100 3120,0
90 A 90 1
80 - 80 A
S 6267,9 =
— 701 S 70 A 6235,3
= g
g 60 g 60 -
i 50 £ 50 A
S [}
F 40 1 £ 40
& ©
30 1 @ 30 -
20 1 20 A
] L JJL\A‘ o -_...._JL J
0 - 0 e

2529,0 4049,6 5570,2 7090,8 8611,4 2529,0 4049,6 5570,2 7090,8 8611,4

m/z m/z
3. Fraktion (Rz: 29,4 min) 100 4. Fraktion (Rz: 37,8 min)
1007 3113,6 %
90
6220,3 |
80 - 80
S < 704
S 70 - =
kS =
= %] .
2 60 5 60
] £ |
= 50 - o 50
2 £ 40l
B 40 3 40
Q x
© 30 304
20 201
10 J 10+
0 T T T i 0 T T T 1
2531,0 4051,4 5571,8 7092,2 8612,6 2531,0 4051,4 5571,8 7092,2 8612,6
m/z m/z

Abb. 44: Massenspektren der einzelnen Fraktionen der Stabilitatsuntersuchung,
aufgenommen mittels MALDI-ToF.

Die zwei mittels Massenspektroskopie identifizierten Substanzen zeigen beide etwas zu
hohe Molekulargewichte. Offensichtlich sind die von dem verwendeten Gerdt gemessenen
Molekulargewichte um etwa 4 Da zu hoch, was fur die Auswertung der restlichen Spektren
von Bedeutung ist. In der vierten Fraktion (Rz: 37,8 min) wurde mit 6222,8 Da ein gegeniiber
dem unverdnderten EGF in Fraktion 3 (6220,3 Da) nur sehr leicht erhdhtes Molekulargewicht
gemessen. Senderoff et al. konnten neben der einfachen Oxidation von EGF noch zwei
weitere Abbaureaktionen nachweisen: eine Desamidierung von Asparagin an Position 1 der
Aminosdurekette und eine Succinimidbildung an der Asparaginsdure in Position 11 [123].
Das Succinimid-Derivat entsteht als Intermediat bei der Desamidierung von Asparagin, wie
Abb. 45 zeigt. Dabei wird ein Molekil Ammoniak abgespalten, was zu einer Verringerung
des Molekulargewichts von 17 Da fiihren wiirde. Bei der darauf folgenden Anlagerung eines

Molekils Wasser kénnen zwei Isomere entstehen, ein Asparaginsaure-Derivat und ein Iso-
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Asparaginséaure-Derivat von EGF. Beide Molekile haben die gleiche Masse, die durch das
Wassermolekul wieder um 18 Da zugenommen hat, so dass nach einer Desamidierung das
Molekulargewicht des Peptids um 1 Da hoher ist als vorher. Daher kann angenommen
werden, dass die Substanz mit einer Retentionszeit von 37,8 min ein desamidiertes EGF ist.
Die Position der desamidierten Aminoséure kann jedoch nicht festgelegt werden, da EGF
insgesamt zwei Asparaginreste (an Position 1 und an Position 32 der Peptidkette) und einen

Glutaminrest, der auf die gleiche Weise reagieren kann, an Position 43 enthalt.
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Abb. 45: Mechanismus der Desamidierung von Asparagin (fett gedruckt) in Position 1 der
Aminosaurekette von EGF (nach [123].

Auch das Molekulargewicht der ersten Fraktion (Rz: 25,5 min) hat gegeniber reinem EGF
zugenommen: Es betrégt 6267,9 Da. In der Literatur zur Stabilitdt von EGF wird ein solches
Abbauprodukt jedoch nicht beschrieben. Zu den mdglichen Reaktionen, die zum Abbau von
Proteinen fiihren, zéhlen die Hydrolyse der Peptidkette, die B-Elimination und die Razemisie-
rung [94], die jedoch entweder zu leichteren Derivaten flihren oder das Molekulargewicht
nicht verdndern. Eine Desamidierung flhrt, wie oben beschrieben nur zu einer marginalen
Erh6hung der Masse. Lediglich durch eine Oxidation, bei der es zu einer Anlagerung von
Sauerstoff kommt, kann das Molekulargewicht starker zunehmen. Eine dreifache Oxidation
von EGF wiurde in einem Molekulargewicht von etwa 6264 Da resultieren, also nur knapp

4 Da geringer als in der ersten Fraktion gemessen. Es ist daher sehr wahrscheinlich, dass es
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sich bei dem Abbauprodukt um den dreifach oxidierten Wachstumsfaktor handelt. VVon den 20
proteinogenen Aminosduren koénnen nur Methionin, Cystein, Histidin, Tryptophan und
Tyrosin an ihrer Seitenkette oxidiert werden [94]. Am wahrscheinlichsten ist dabei die
Oxidation von Methionin, die auch in diesen Versuchen beobachtet wurde. Jedoch ist nur ein
einziger Methioninrest in EGF enthalten, so dass noch weitere Aminosauren oxidiert worden
sein mussen. Die Seitenketten der sechs in EGF enthaltenen Cysteine kommen dafur nicht in
Frage, da deren Oxidation zur Bildung von Disulfidbriicken fiihrt, ohne dass dabei Sauerstoff
angelagert wird [24]. Somit bleiben nur noch Histidin, Tryptophan und Tyrosin als potentiell
oxidationsgefédhrdete Aminosduren ubrig, deren Seitenketten zumindest theoretisch durch
sichtbares Licht oxidiert werden kdnnen [94].

2.2.2 Semiquantitativer Vergleich der beiden Herstellungsmethoden

Die Identifizierung der Abbauprodukte reicht nicht zur Beantwortung der Frage aus,
welche Methode den Wachstumsfaktor am wenigsten beeintrachtigt und damit zur Herstel-
lung EGF-haltiger Augeninserte besser geeignet ist. Dazu missen die Abbauprodukte auch
quantifiziert und die Ergebnisse miteinander verglichen werden. Da sich die Absorptions-
koeffizienten der Abbauprodukte durchaus von dem der Ausgangssubstanz unterscheiden
kénnen, wurde ein semiquantitativer Vergleich durchgefuhrt. Dabei wird nicht die absolute
Menge der Substanzen bestimmt, sondern lediglich das Ausmal} der Signale zueinander in
Relation gesetzt. Dazu wurde die Flache unter den jeweiligen HPLC-Signalen berechnet und
prozentual auf die Gesamtflache aller Signale bezogen. Beim Vergleich der beiden Methoden
zeigt sich, dass bei der aulleren Gelierung weniger EGF in unveranderter Form erhalten blieb
(s. Abb. 46).

Der Erklarung dafir liegt offensichtlich im zweiten Trocknungsschritt: Wahrend der Quer-
vernetzung quillt der bereits getrocknete Alginatfilm in der CaCl,-L6sung, so dass sich auch
der Wirkstoff erneut aufldsen kann. Wéhrend der zweiten Trocknungsphase kann das Peptid
dann in geldster Form weiter abgebaut werden. Ein weiterer Grund fur die in unterschied-
lichen Mengen auftretenden Abbauprodukte kann auch der niedrigere pH-Wert wéhrend der
inneren Gelierung sein. Senderoff et al. haben den Abbau von EGF bei unterschiedlichen pH-
Werten untersucht und dabei festgestellt, dass die Desamidierung bevorzugt bei hohen pH-
Werten (>6) ablauft [123]. Hohe pH-Werte vereinfachen die Bildung des Succinimid-
Derivates durch den Angriff des Stickstoffs aus der Peptidbindung zur n&chsten Aminoséure
am Carbonylsauerstoff der Asparagin-Seitenkette (vgl. Abb. 45) [94]. Bei der inneren
Gelierung sinkt der pH-Wert innerhalb der Alginatmatrix aber mit der Zeit, folglich wird die
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Desamidierung in geringerem Male ablaufen. Daher ist hier weniger desamidiertes EGF zu
finden als bei der &ufReren Gelierung, die ohne eine pH-Wertanderung ablauft. Die Oxidation
von Methionin dagegen erfolgt auch bei niedrigen pH-Werten (< 4), weshalb auch nach der
inneren Gelierung der Alginatmatrix relativ viel einfach oxidiertes EGF zu finden ist. Wegen
des zweiten Trocknungsschritts bei der duReren Gelierung ist jedoch auch der Anteil an
oxidiertem EGF hier hoher als nach der inneren Gelierung.
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Abb. 46: Semiquantitativer Vergleich der wahrend der Quervernetzung mit CaHPO,/GDL
entstehenden Abbauprodukte von EGF.
3 unverandertes EGF — einfach oxidiertes EGF
1 desamidiertes EGF B cvil. dreifach oxidiertes EGF

Abb. 46 zeigt auch den nicht unbetrachtlichen Anteil oxidierten EGFs in der Kontrolle.
Dieser ist, wie bereits erwéhnt, vermutlich auf die Probenvorbereitung zurilick zu fihren. Aber
auch in unbehandeltem EGF ist teilweise schon die oxidierte Form enthalten (vgl. Ab-
schnitt 2.1 und Abb. 41). Weil die am Methioninrest oxidierte Form des Wachstumsfaktors
aber die gleiche Aktivitat aufweist wie das unveranderte Molekil [38], stellt zumindest dieses
Abbauprodukt kein Problem fir die Therapie dar. Auch fur desamidiertes EGF gibt es
Hinweise, dass es noch eine dem nativen Peptid dhnliche biologische Aktivitat besitzt [27].
EGF-beladene Augeninserte sollten daher besser mit Hilfe der inneren Gelierung quervernetzt
werden, da dann das inkorporierte Peptid zu annéhernd 100% aktiv bleibt, wahrend es nach

der aulleren Gelierung etwa 10-20% an Aktivitat verliert.
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2.2.3 Abhéangigkeit der EGF-Stabilitat vom eingestellten pH-Wert wahrend der Quer-
vernetzung mit CaCIl,/EDTA

Bei der dritten Herstellungsmethode fir die Augeninserte (mit CaCl,/GDL) wird der pH-
Wert vor der Auflésung von Alginat annéhernd neutralisiert. Wie in Kapitel 4 beschrieben,
kann der eingestellte pH-Wert dabei in einem groRen Bereich von etwa 7 bis >10 liegen, ohne
dass die Quervernetzung beeintrachtigt wird. Wie oben beschrieben, kann der pH-Wert aber
einen Einfluss auf die Stabilitdt von EGF haben. Daher wurde die Stabilitat des Wachstums-
faktors wéhrend der Herstellung in Abhédngigkeit vom eingestellten pH-Wert der Alginat-
I6sung vor der Quervernetzung untersucht. Dazu wurde der pH-Wert der CaCl,/Na,-EDTA-
Losung vor der Auflosung des Alginats auf 7, 9 oder 11 eingestellt. Die fertigen Alginatfilme
wurden wieder in Na,-EDTA-haltigem Phosphatpuffer gelost und das Alginat mittels Fest-
phasenextraktion aus der Lsung entfernt.
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Abb. 47: Reprasentatives Chromatogramm zur Stabilitatsuntersuchung wahrend der Quer-
vernetzung mittels CaCl,/Na,-EDTA.
(Fluoreszenz-Detektor, Aex. 270 nm; Aem. 310 NM)
— Probe (pH 11) Kontrolle

Mit der chromatographischen Untersuchung konnte keine Abhangigkeit der Stabilitdt vom
eingestellten pH-Wert gefunden werden. In Abb. 47 ist exemplarisch eines der aufgenomme-
nen Chromatogramme abgebildet, die alle das gleiche Signalmuster zeigten: Einen grofien
Peak mit einer Retentionszeit von etwa 30 min und einen diesem vorgelagerten, kleineren

Peak nach etwa 27,5 min. Die Vermutung liegt nahe, dass der Kkleinere Peak das am
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Methioninrest oxidierte EGF darstellt, wahrend das unveranderte EGF im Hauptpeak eluiert

wird, wie am Vergleichschromatogramm zu sehen.
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Abb. 48: Massenspektren der beiden Peaks aus der chromatographischen Untersuchung (vgl.
Abb. 47), aufgenommen mittels MALDI-ToF.

Zur Verifizierung dieser Vermutung wurde eine groRere Menge der Probe injiziert und die
beiden Fraktionen gesammelt, um davon ein Massenspektrum aufzunehmen (s. Abb. 48). Die
Masse der als zweites isolierten Substanz (Rz von etwa 30 min) war 6228,4 Da, also im
Vergleich zur theoretischen Masse von EGF etwa 12 Da zu hoch. Die Substanz aus der ersten
Fraktion (Rz: 27,5 min) misste ein Molekulargewicht von 6232,05 Da haben, wenn es
tatsachlich oxidiertes EGF ist. Die tatsachlich gemessene Masse ist 6243,5 Da. Zieht man
davon 12 Da ab, weil das Gerét offensichtlich zu hohe Werte misst, erhélt man ein Molekular-
gewicht von 6231,5 Da, was gut zu einfach oxidiertem EGF passt. Wéhrend der Querver-
netzung mit CaCl,/Na,-EDTA wurde EGF also nur am Methioninrest oxidiert, ansonsten
wurden keine Abbauprodukte detektiert.

Der semiquantitative Vergleich der bei verschiedenen pH-Werten hergestellten Filme
zeigt, dass der Abbau unabhangig vom pH-Wert erfolgt: In allen Proben waren etwa 20%
oxidiertes EGF zu finden (s. Abb. 49). Die Oxidation am Methioninrest soll nach der Literatur
bei hohen pH-Werten langsamer ablaufen, stattdessen erfolgt der Abbau dann bevorzugt
durch die Desamidierung [123]. Dass diese hier nicht nachgewiesen wurde, spricht dafr, dass
der pH-Wert schneller gesenkt wurde als wéhrend der Quervernetzung mittels CaHPO4/GDL.
Zur Quervernetzung wurde hier tatsdchlich mehr Glucono-é-lacton verwendet als bei den
Versuchen mit CaHPO, (1% gegenuber 0,4%), was eine schnellere pH-Abnahme erklaren
wirde. Das Ergebnis zeigt deutlich, dass die Quervernetzung mittels CaCl, und Na,-EDTA
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zur Herstellung von mit EGF beladenen Augeninserten zu bevorzugen ist, da hier zum einen

nur ein Abbauprodukt entsteht und zum anderen dieses biologisch aktiv ist.
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Abb. 49: Semiquantitativer Vergleich der wahrend der Quervernetzung mit CaCl,/Na,-EDTA
entstehenden Abbauprodukte von EGF
3 unverandertes EGF 1 einfach oxidiertes EGF

2.3 Freisetzung von EGF

Freisetzungsuntersuchungen sind wichtig fir die Abschatzung, ob ein Arzneistoff in vivo
uberhaupt seine Wirkung entfalten kann. Fiir Augeninserte wird im Européischen Arzneibuch
zwar eine Freisetzung iiber einen ,ldngeren Zeitraum“ gefordert [32], jedoch wird keine
Untersuchungsmethode beschrieben, mit der diese getestet werden soll oder die fir Augen-
inserte besonders geeignet ist. Daher wurde die Freisetzung von EGF aus den Inserten
zunéchst einfach durch eine Inkubation in Puffer bei 37°C untersucht. Die Proben wurden
geschuttelt, um die durch den Lidschlag und die Bewegungen des Augapfels bedingte
mechanische Beanspruchung der applizierten Augeninserte zu imitieren. In vivo wird die
Tréanenflussigkeit auf der Augenoberflache kontinuierlich ausgetauscht. Daher erfolgte die
Inkubation unter Sink-Bedingungen in einem relativ groen Volumen von 5 ml (das Trénen-
volumen im Bindehautsack betrdgt normalerweise nur 7-10 pl [115]).
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Abb. 50: Freisetzungsuntersuchungen mit EGF-beladenen Augeninserten bei 37°C im
Schuttelwasserbad. Als Inkubationsmedium dienten 5 ml Trispuffer, pH 7,4.
a) Vergleich zweier Alginate mit unterschiedlicher Monomerenzusammensetzung
b) Verdoppelung der zur Herstellung benutzten Alginatmenge
c) Vergleich zweier Alginate mit unterschiedlicher Kettenlédnge
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In einem ersten Versuch wurde mit diesem Freisetzungsmodell der Einfluss des zur Insert-
herstellung verwendeten Alginattyps (LF10/60LS —,,G-arm* und LF10/60 — ,,G-reich*) unter-
sucht. Wie in Kapitel 4 gezeigt wurde, bilden diese beiden Typen aufgrund ihrer unterschied-
lichen Zusammensetzung verschieden starke Gele aus. Trotzdem zeigen die beiden Frei-
setzungsprofile in Abb. 50 a) aber keinen Unterschied, beide Alginatformen setzen mehr als
80% des Peptids in nur 20 min frei und nach weiteren 20 min ist der Wachstumsfaktor
komplett in Losung gegangen. Das aufgrund seines hoheren Gehalts an Ca®*-bindender
Guluronséure starker quervernetzte Alginat (LF10/60) kann also die EGF-Freisetzung gegen-
uber dem weniger festen Gel (LF10/60LS) nicht verlangsamen.

Um die Freisetzung zu verzoégern, wurde im néchsten Schritt die Konzentration der zur
Insertherstellung verwendeten Alginatlésung verdoppelt. Daraus resultierten dickere Augen-
inserte (180 um gegentiber 115 um bei Verwendung einer 1%igen Ldsung), die die EGF-
Freisetzung tatsachlich etwas verlangsamten (s. Abb. 50 b)). Innerhalb der ersten 20 min
werden zwar immer noch etwa 70% des eingearbeiteten Wirkstoffs freigesetzt, aber erst nach
etwa zwei bis drei Stunden bleibt die EGF-Konzentration im Inkubationsmedium anndhernd
konstant und die Freisetzung kann als beendet angesehen werden.

Auch der Einfluss der Kettenldange des Polysaccharids wurde untersucht. Wie in Abb. 50 ¢)
zu sehen ist, wird die bei allen anderen Versuchen beobachtete schnelle initiale Freisetzung
durch das langerkettige Alginat LF200DL auf etwa die Hélfte vermindert. Dartiber hinaus
erfolgt die Freisetzung im weiteren Verlauf gleichmaRiger, jedoch ist auch hier nach circa
zwei Stunden das Peptid komplett freigesetzt.

Grundsétzlich kdnnen Arzneistoffe aus einer Alginatmatrix auf zwei verschiedene Arten
freigesetzt werden: Durch Diffusion innerhalb der Matrix oder durch deren Abbau [140]. Die
Freisetzung von EGF erfolgte jedoch deutlich schneller und ungleichméRiger als die
Auflésung der Augeninserte, die erst nach etwa drei bis maximal vier Stunden beendet war (s.
Abb. 51). Daher kann die EGF-Freisetzung nicht durch die Erosion der Matrix kontrolliert
werden, sondern die Diffusion des Peptids innerhalb der Matrix muss die Freisetzungs-
geschwindigkeit bestimmen. Die schnelle Freisetzung kann bei Betrachtung der Ladungs-
verhaltnisse des Peptids und der Matrix erklart werden. Als Polysaccharid liegt Alginat bei
physiologischem pH-Wert in deprotonierter Form vor, ist also negativ geladen. EGF hat einen
relativ niedrigen isoelektrischen Punkt von etwa 4,8 und liegt somit bei pH 7,4 ebenfalls als
negativ geladenes Peptid vor. Somit kann die Alginatmatrix nicht mit dem Peptid inter-
agieren, im Gegenteil wird durch die AbstoRungskréfte zwischen den beiden gleich geladenen

Molekilen der Diffusionskoeffizient des Peptids wahrscheinlich erhoht, wie es zum Beispiel
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von Martinsen et al. fir BSA nachgewiesen werden konnte [96]. Die gleichen Autoren
konnten auch nachweisen, dass der Diffusionskoeffizient von Proteinen innerhalb einer
quervernetzten Alginatmatrix von der Alginatkonzentration abhéngt. Die aufgrund der
erhdhten Alginatkonzentration verringerte Diffusion von EGF kann jedoch den elektro-
statischen Effekt allenfalls etwas abmildern, wie an der nur geringfugig langsameren Frei-
setzung zu erkennen ist. Am effektivsten konnte EGF durch die Verwendung eines langer-
kettigen Alginats in der Matrix zurlick gehalten werden. Offensichtlich setzten die langen
Alginatketten dem Peptid einen grofReren Widerstand entgegen. Dieser kénnte durch die
wegen der langeren Ketten erhdhte Viskositat innerhalb der Matrix bedingt sein, da der
Diffusionskoeffizient bekanntlich mit zunehmender Viskositat abnimmt [6].
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Abb. 51: Beispiele fur die Auflésung der Augeninserte wahrend der Freisetzungsunter-
suchungen im Schittelwasserbad (langkettiges Alginat).

Freisetzungsuntersuchungen koénnen die physiologischen Verhéltnisse des Kdrpers nicht
genau kopieren, sondern diese nur mehr oder weniger gut nachahmen. Mit Ausnahme des pH-
Wertes und der Temperatur entsprechen die hier beschriebenen Versuche allerdings nicht den
physiologischen Verhaltnissen am Auge, da die Inserte (wie bereits oben erwéhnt) in 5 ml
Puffer inkubiert wurden. Durch diese Flissigkeitsmenge wird gewahrleistet, dass sich der
Wirkstoff komplett 16sen kann und das Ergebnis nicht durch eine Sattigung des
Freisetzungsmediums verfalscht wird. Normalerweise sind im Auge allerdings nur etwa 7-
10 ul Trénenflissigkeit vorhanden, also ein um ein Vielfaches geringeres Volumen. Daher ist
wéhrend der Anwendung im Auge ein komplett anderes Freisetzungsverhalten zu erwarten,

das wahrscheinlich mehr vom Austausch der Trénenfllssigkeit abhéngt.
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Um das Modell an die physiologischen Verhéltnisse anzupassen, wurde das Freisetzungs-
verhalten der Augeninserte in einer Durchflusszelle mit kleinerem Volumen bei geringem
Fluss untersucht. Das Augeninsert befand sich dabei in einer kleinen Teflonkammer mit
einem Volumen von 72 pl, die mit 5 pl Puffer pro Minute gespilt wurde. Mit Hilfe eines
Fraktionensammlers wurden jeweils 30 min lang Proben gesammelt und das darin geloste
EGF bestimmt.

Die EGF-Freisetzung erfolgte in diesem Modell tatsachlich langsamer, wie in Abb. 52 zu
erkennen ist. Wird das zur Verfuigung stehende VVolumen verringert, erfolgt die Freisetzung
uber einen Zeitraum von mindestens acht Stunden. Erneut wurde versucht, einen Unterschied
im Freisetzungsverhalten der beiden Alginattypen zu messen (vgl. Abb. 52a)). Jedoch (ber-
lagerten sich die beiden Freisetzungsprofile auch bei diesem Versuchsaufbau, obwohl in der
Literatur ein Unterschied beschrieben wird, der auf der unterschiedlichen Flexibilitat der
beiden Alginattypen beruhen soll [2]. Mit der Durchflusszelle kénnen aber durchaus Unter-
schiede im Freisetzungsverhalten nachgewiesen werden, wie bei dem Vergleich der Alginate
mit unterschiedlichen Kettenldngen deutlich wird (Abb. 52 b)): Das langerkettige Alginat
setzt Uber den gesamten Zeitraum deutlich weniger EGF frei und nach acht Stunden ver-
bleiben noch etwa 20% des eingesetzten Wachstumsfaktors im Augeninsert. Eine Steuerung
der Freisetzung kann also tatséchlich Uber die Kettenldnge des zur Einbettung von EGF
benutzten Alginats erfolgen.

Damit EGF seine volle Wirkung entfalten kann, muss der Wachstumsfaktor iber eine Zeit-
spanne von 6-8 Stunden an seinen Rezeptor binden [67]. Damit es an der Augenoberflédche
wirken kann, sollte das Peptid also mdglichst lange in ausreichender Konzentration im
Tranenfilm vorliegen. Weil der Tranenfilm standig erneuert wird, ist dazu eine verzogerte
Freisetzung des Peptids aus dem Augeninsert notwendig. Wahrend die ersten Freisetzungs-
versuche in 5 ml Puffer gegen eine lange Wirkungsdauer sprechen, zeigen die Versuche in der
Durchflusszelle, dass EGF mit Hilfe der Augeninserte tatsachlich (ber einen l&ngeren
Zeitraum in die Tranenflussigkeit abgegeben werden kann. Letztlich musste die Kinetik der
Freisetzung aber im Rahmen einer klinischen Studie in vivo Uberprift werden, mit der dann
auch gleich die Wirksamkeit des freigesetzten EGFs gegen das ,,Trockene Auge* gezeigt

werden konnte.
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Abb. 52: Freisetzungsuntersuchungen mit EGF-beladenen Augeninserten in der Durchfluss-
zelle.
a) Vergleich zweier Alginate mit unterschiedlicher Monomerenzusammensetzung
b) Vergleich zweier Alginat mit unterschiedlicher Kettenlange

3. Zusammenfassung

Die ldentitats- und Reinheitsuntersuchungen des GMP-konformen EGFs zeigten, dass
dieses mehrere EGF-Varianten enthélt, die vom C-terminalen Ende her um bis zu funf
Aminoséuren gekirzt sind. Dabei sind EGF;.5, und EGF;.5; die beiden Hauptbestandteile, die
genauso wirksam sind wie unverdndertes EGF;.s3. Fur die Stabilitdtsuntersuchungen wurde
aber das hochreine EGF in Labor-Qualitat verwendet, da ansonsten zu viele Abbauprodukte
entstanden waren. Die Versuche zeigten, dass die Quervernetzung der Alginatmatrix zur
Herstellung von mit EGF beladenen Augeninserten am besten mit Hilfe der inneren Gelierung
erfolgen sollte. Dabei wird EGF vorwiegend am Methioninrest oxidiert, wobei auch das

entstehende Abbauprodukt biologisch aktiv ist.
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Die Untersuchungen zur Freisetzung ergaben, dass diese aufgrund des geringen pl-Wertes
von EGF sehr schnell erfolgt. Zur Verlangsamung der Freisetzung eignen sich am besten
langerkettige Alginate. Wie die Versuche in der Durchflusszelle zeigten, héngt die
Freisetzung dabei sehr von den Umgebungsbedingungen ab. Weil die physiologischen
Bedingungen am Auge aber durch die in vitro Versuche nicht genau wiedergegeben werden
kénnen, sollte die endgultige Bewertung des Systems erst nach einer klinischen Studie

erfolgen.
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1. Einleitung

Die altersbedingte Makuladegeneration fuhrt, wie in Kapitel 1 beschrieben, zur Degenera-
tion des gelben Flecks und damit zu einer drastischen Verringerung der Sehschérfe. In
Industrienationen ist sie die Hauptursache fiir Erblindungen im Erwachsenenalter [35]. Die
dem Augenarzt zur Verfligung stehenden Behandlungsmdglichkeiten sind dabei beschrankt,
da sich die durch das Alter bedingten Veranderungen nicht umkehren lassen [44].

Die friher haufig durchgefiihrte Laserkoagulation der neu gebildeten Gefél3schlingen unter
der Netzhaut wird heute (wenn Uberhaupt) nur noch eingesetzt, wenn die zu verddenden
chorioidalen Neovaskularisationen (CNV) mindestens 200 um vom Zentrum der Netzhaut
entfernt liegen [60]. Neben der Verddung der neu gebildeten Gefélie liegt dem Verfahren
auch eine Anregung der Proliferation von RPE-Zellen durch das Laserlicht zugrunde. Diese
umhillen dann das neue Blutgefal3, dichten es somit ab und absorbieren gleichzeitig die
subretinale Flissigkeit [71]. Da die neu gebildeten Adern aber unter der Netzhaut liegen, wird
auch diese durch das Laserlicht geschadigt. Unmittelbar nach der Behandlung kommt es
durch die Vernarbung der Netzhaut zu einem deutlichen Gesichtsfeldausfall, der nicht
reversibel ist [44; 60].

Eine Verbesserung stellt die photodynamische Therapie (PDT) dar, mit der eine gezielte
Zerstorung der GefaBwucherungen unter der Netzhaut erfolgen kann. Dazu wird der
Photosensibilisator Verteporfin intravends appliziert, so dass er sich im Korper verteilen
kann. Aufgrund der liposomalen Formulierung des Arzneistoffs bindet er im Blutplasma an
die LDL-Fraktion und kann sich in schnell proliferierenden Zellen, wie zum Beispiel den
Endothelzellen neuer BlutgefaRe, anreichern. Die Aufnahme in die Zellen erfolgt tber den
LDL-Rezeptor [112]. Durch Bestrahlung der betroffenen Netzhautregion mit Licht von
689 nm Wellenldnge wird der Arzneistoff angeregt und fuhrt dann zu Zellschaden, die eine
selektive Zerstorung der CNV bewirken. Die PDT ist zur Therapie von subfovealen GefaR-
neubildungen geeignet, da die Photorezeptoren nicht geschadigt werden und es somit nicht zu
einer Abnahme des Visus kommt [71]. Mit der PDT kann die Sehschérfe der Patienten jedoch
nicht verbessert werden, sondern es wird lediglich das Fortschreiten der Krankheit verhindert
[60; 71].

Wegen der moglichen Verbesserung der Sehschéarfe wird die Anwendung von VEGF-
Inhibitoren durch die Deutsche Ophthalmologische Gesellschaft als ,, first line“ Therapie fir
eine subfoveale CNV empfohlen [8]. Dafir stehen drei Stoffe zur Verfiigung: Pegaptanib und
Ranibizumab, die beide zur Therapie der AMD zugelassen sind (Pegaptanib in den USA),
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sowie Bevacizumab, dass in Kombination mit anderen Zytostatika zur Krebstherapie
zugelassen ist. Pegaptanib ist ein Oligonukleotid-Aptamer, das spezifisch VEGFig5 (die am
weitesten verbreitete Isoform von VEGF-A) bindet [107]. Es muss alle sechs Wochen
intravitreal injiziert werden, wird aber wegen des begrenzten Erfolges (nur bei wenigen
Patienten verbesserte sich die Sehscharfe) kaum noch eingesetzt [60].

Ranibizumab dagegen ist ein AntikOrperfragment, das nach der intravitrealen Injektion
durch die Retina diffundieren kann und alle Isoformen von VEGF-A bindet. Somit wird die
Neubildung von GeféBen unter der Netzhaut gehemmt und deren Hyperpermeabilitét
verringert [8]. Auf die gleiche Weise wirkt auch der Vollantikdrper Bevacizumab, dessen
Penetration durch die Retina in einer Studie an Affen nachgewiesen werden konnte [51]. Mit
beiden Stoffen kann die Sehschédrfe der AMD-Patienten erstmalig verbessert werden. Ein
mdoglicher Nachteil der VEGF-Antikdrper ist das erhdhte Schlaganfallrisiko bei systemischer
Gabe, das aber durch die lokale Applikation der Wirkstoffe eigentlich umgangen werden
sollte. Tatsachlich wurden in den Zulassungsstudien fir Ranibizumab keine Anhaltspunkte
flr systemische Nebenwirkungen gefunden [8]. Da aber die Blut-Retina-Schranke bei der
altersbedingten Makuladegeneration aufgrund der erhdhten Permeabilitat der neu gebildeten
Geféalle durchlassiger wird, bleibt zumindest ein theoretisches Risiko fur derartige Neben-
wirkungen, auch nach lokaler Applikation in den Glaskdrperraum, bestehen [60].

Sowohl Ranibizumab als auch Bevacizumab werden intravitreal appliziert und missen im
Abstand von vier Wochen reinjiziert werden. Mit Ranibizumab kann das Intervall nach einer
initialen Behandlungsphase von drei Monaten je nach ansprechen der Therapie auf bis zu drei
Monate verlangert werden [16]. Trotzdem mdissen die Injektionen weiter erfolgen, um den
Erfolg der Therapie nicht zu gefahrden. Jede intravitreale Injektion ist mit dem Risiko
schwerwiegender Nebenwirkungen behaftet. So kann es in 0,15% der Falle zu Komplikatio-
nen wie einer Endophthalmitis, einer Netzhautablésung oder einem traumatischen Katarakt
kommen [62]. Weitere Ereignisse konnen Uveitiden, intraokulare Blutungen oder eine
Erhohung des Augeninnendrucks sein [59]. Daher ist es sinnvoll, die Zahl der intravitrealen
Injektionen zu minimieren, zumal sie fir die Patienten eine nicht unerhebliche psychische
Belastung darstellen.

Quervernetzte Hydrogele stellen eine Mdglichkeit dar, die Freisetzung von Wirkstoffen zu
verzogern und dadurch das Dosierungsintervall zu vergroRern. Allerdings ist deren Anwen-
dung im Auge schwierig, weil die Applikation durch eine schmale Kanule erfolgen muss.
Daher wurde am Lehrstuhl fiir Pharmazeutische Technologie der Universitat Regensburg ein

auf Polyethylenglykol basierendes in situ gelierendes Hydrogel entwickelt, das als Flissigkeit
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applizierbar ist. Dazu wurden zwei Vorstufen synthetisiert, die bei Kontakt miteinander auch
unter physiologischen Bedingungen polymerisieren und ein dreidimensionales Gelnetzwerk
ausbilden [10]. Die erste Komponente ist ein verzweigtes, vierarmiges PEG-Succinimidyl-
propionat mit einem Molekulargewicht von etwa 10000 Da. Dieses ist aminreaktiv und
reagiert mit der zweiten Komponente, einem ebenfalls verzweigten, vierarmigen PEG-Amin
(s. Abb. 53). Durch die Verzweigung der beiden Komponenten bildet sich bei der Reaktion

ein zusammenhangendes, quervernetztes Gelgerst aus.
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Abb. 53: Gelierung des in situ gelierenden PEG-Hydrogels:
Das aminreaktive PEG-Succinimidyl-propionat reagiert mit dem PEG-Amin unter
Abspaltung von N-Hydroxysuccinimid (NHS). Die Reaktion l&uft unter physiologi-
schen Bedingungen ab.

Zur Herstellung eines Gels werden die beiden Komponenten zunéchst getrennt
voneinander gelést. Die Gelbildung beginnt, sobald die beiden Ldsungen miteinander
gemischt werden. Da zu Beginn der Gelierung das System noch flissig ist und es erst nach
einigen Minuten gelférmig wird [10], kann die Injektion in das Auge also mit Hilfe einer
Doppelkammerspritze erfolgen.

Grundsétzlich kann der Succinimidylester mit allen freien Aminogruppen reagieren. Da
auch Proteine wie zum Beispiel Antikoper freie Aminogruppen tragen, kann theoretisch nicht
ausgeschlossen werden, dass ein gel6stes Protein bei der in situ Gelierung in das Gelnetzwerk

einpolymerisiert wird. Ein kovalent in das Netzwerk eingebundenes Protein konnte jedoch
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nicht mehr freigesetzt werden und koénnte folglich auch seine Wirkung im Auge nicht
entfalten. Daher musste zur Beladung der Gele mit einem Protein die Reaktivitat der protein-
gebundenen Aminogruppen herabgesetzt bzw. die Aminogruppen der Reaktion ganz entzogen
werden. Das hier genutzte Verfahren dazu beruht auf der Ausféllung der Proteine mit
16slichem Polyethylenglykol (PEG). Zunichst wurde dieses Verfahren mit bovinem y-
Globulin als Modellprotein etabliert und die zur Ausfallung der Antikoérper bendtigte
Konzentration an lgslichem PEG bestimmt. Der Einfluss des zusatzlichen PEGs auf die
Gelierung des in situ-gelierenden Systems wurde am oszillierenden Rheometer untersucht.
Dazu wurden die beiden Gelkomponenten unmittelbar vor der Messung in geléstem PEG
getrennt voneinander aufgeldst, gemischt und sofort auf das Rheometer gegeben.

Das nach dem etablierten Verfahren hergestellte und mit Protein beladene in situ-
gelierende PEG-Hydrogel wurde sodann mit Hilfe von Freisetzungsuntersuchungen auf seine
Eignung als Drug Delivery System getestet. Auch hier wurde zundchst ein Modellprotein,
namlich humanes Immunglobulin G verwendet, das mit Fluoreszeinisothiocyanat (FITC)
fluoreszenzmarkiert war. Erst danach wurde der Wirkstoff Bevacizumab (Avastin®) in das
Gel eingearbeitet, um einen Einfluss des an die Aminogruppen des IgG angebundenen

Fluoreszenzfarbstoffes auszuschlieRen.

2. Ergebnisse und Diskussion

2.1.1 Beladung der PEG-Hydrogele mit Proteinen

Bevacizumab (Avastin®) ist ein monoklonaler, humanisierter Antikorper und besteht aus
zwei leichten und zwei schweren Aminosdureketten. Neben den vier N-Termini dieser Ketten
sind in dem Molekil noch insgesamt 90 Lysinreste mit priméarem aliphatischem Amin in der
Seitenkette enthalten, die theoretisch mit dem Succinimidylester des in situ gelierenden PEG-
Hydrogels reagieren konnen [50]. Ob sie tatsachlich reagieren, hdngt auch davon ab, wie
zuganglich die jeweilige Amingruppe im Protein ist.

Um die Reaktion des Antikoérpers mit der Vorstufe des PEG-Hydrogels zu verhindern,
sollte Bevacizumab als Feststoff verarbeitet werden. Dazu muss die Ldslichkeit des Proteins
in Wasser herabgesetzt werden. Mit Hilfe von Polyethylenglykol kdnnen Proteine aus
Losungen ausgefallt werden, ohne dass es zu deren Denaturierung kommt [58]. Mit Losungen
verschiedener Polyethylenglykole wurde zundchst versucht, die zur vollstandigen Prazipita-
tion von Antikorpern aus deren Loésungen erforderliche, minimale PEG-Konzentration zu

finden. Da Bevacizumab sehr teuer ist, wurden die Versuche mit y-Globulinen aus bovinem
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Blut durchgefiihrt. Die y-Globulinfraktion der Plasmaproteine wird von den Immunglobulinen
gebildet und enthalt neben den IgG-Antikorpern (zu denen Bevacizumab z&hlt) auch IgA- und
IgM-Antikorper [64].

1,0

0,8

04

0,2

y-Globulin im Uberstand (mg/ml)

0 10 20 30 40 50
PEG-Konzentration (%)

Abb. 54: Ausfallung von y-Globulinen mit Hilfe von verschiedenen PEG-L6sungen.
I Kontrolle (ohne PEG) BN PEG 400
B PEG 2000 1 PEG 10000
# konnte nicht vermessen werden

In Abb. 54 sind die Ergebnisse der Versuche zusammengefasst, fiir die eine y-Globulin-
Losung mit der jeweiligen PEG-LOsung so gemischt wurde, dass die entstehende Ldsung
bzw. Suspension 1 mg Protein pro Milliliter enthielt. Dabei wurden PEGs mit verschiedenen
Kettenldngen verwendet: PEG 400, PEG 2000 und PEG 10000. Das ausgefallte Protein wurde
abzentrifugiert und der klare Uberstand UV-spektroskopisch vermessen.

In der Kontrollgruppe (reiner Puffer ohne PEG) blieb erwartungsgeméaR die gesamte
Proteinmenge in Losung. Durch das kurzkettige PEG 400 konnten die Antikorper zwar
ausgefallt werden, jedoch reichten die untersuchten Konzentrationen nicht zur vollstandigen
Prézipitation aus. Bis zu einer Konzentration von 30% (m/V) PEG 400 fiel praktisch kein
Protein aus, erst ab 40% (m/V) begann die Prézipitation, wobei auch mit der hochsten
Konzentration (50% (m/V)) die y-Globuline nicht vollstandig abgetrennt werden konnten.
Von PEG 2000 dagegen reichten schon 30% (m/V) fiir eine vollstandige Prazipitation aus;
mit mehr PEG konnte die in Losung bleibende Menge Protein nicht mehr verringert werden.
Dabei fallt auf, dass mit 10% (m/V) noch nahezu die gesamte Proteinmenge gel6st blieb.
PEG10000 war am effektivsten, da schon in Gegenwart von nur 10% (m/V) ein Grofiteil der

Proteinmenge (> 60%) ausfiel. Um das Protein quantitativ zu prazipitieren reichten
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20% (m/V) des langkettigen PEG 10000 aus. Gerade die héher konzentrierten Losungen von
PEG 10000 (ab 40% (m/V)) sind allerdings sehr viskos, so dass sich beim Einfillen in die
Kivette leicht Schlieren bildeten und die betreffenden Ldsungen nicht vermessen werden
konnten.

In der Literatur wird fir die Prazipitation von Proteinen durch PEG ein Verdrangungs-
mechanismus beschrieben. Danach belegt gelostes PEG als inertes Polymer bestimmte
Bereiche im Losungsmittel, aus denen das Protein sterisch ausgeschlossen wird. Folglich
konzentriert sich dieses in dem PEG-freien Bereich des Losungsmittels, bis seine Loslichkeit
uberschritten wird und es schlieBlich zur Prazipitation kommt [3]. Die Verringerung der
Loslichkeit des Proteins héngt dabei in erster Linie von der GroRe des Proteins und der
Kettenldnge des Polymers ab [58]. Der Grund fir die unterschiedliche Effektivitat der hier
verwendeten PEGs liegt also in deren verschieden langen Polymerketten: PEG 10000 (die
Zahl gibt das mittlere Molekulargewicht an) besteht aus etwa 227 sich wiederholenden
Einheiten, wahrend PEG 400 nur neun solcher Einheiten aufweist. Damit hat PEG 400 eine
deutlich geringere raumliche Ausdehnung als PEG 10000 und folglich ist die sterische
Behinderung der relativ groRen Antikérper (ca. 150 kDa) durch PEG 400 weniger effizient
[3]. Die Effizienz des PEG 2000 (mit etwa 45 Einheiten) liegt erwartungsgemaf zwischen den
beiden anderen Polymeren.

Wegen der geringen Ldslichkeit eines Proteins bei seinem isoelektrischen Punkt (IEP) ist
zu erwarten, dass auch der pH-Wert bei der Prézipitation von Proteinen durch PEG eine Rolle
spielt. Beispielsweise kann Albumin, dessen IEP im Bereich von 4,6-4,7 liegt, bei neutralem
pH-Wert nicht vollstandig ausgefallt werden [49]. Daher wurde stattdessen die y-Globulin-
fraktion der Plasmaproteine als Modellprotein verwendet. Auch der isoelektrische Punkt des
IgG-Antikorpers Bevacizumab (errechnet wurde ein Wert von 8,1 [133] gestattet das voll-
stdndige Ausféllen des Proteins bei neutralem pH, so dass die Forderung nach pH-neutralen
Losungen zur intraokularen Injektion [29] erfillt werden kann.

Zur vollstandigen Prazipitation der Proteine werden, je nach Kettenldnge, 20-30% (m/V)
PEG bendétigt. Die Herstellung der PEG-Hydrogele aus den beiden Vorstufen (PEG-Succin-
imidyl-Propionat und PEG-Amin, s. Abschnitt 1) erfolgt aber mit insgesamt nur 4% Polymer.
Folglich muss zur Beladung der PEG-Hydrogele mit Antikdrpern noch zuséatzliches, nicht-
quervernetzbares PEG zugefligt werden, das dann in deutlichem Uberschuss vorliegt, so dass
ein Einfluss auf die Gelierung nicht ausgeschlossen werden kann. Daher wurde die Gelierung
der PEG-Hydrogele am oszillierenden Rheometer sowohl in Abwesenheit als auch in
Gegenwart von 30% PEG 2000 untersucht.
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Wie aus Abb. 55 ersichtlich, verkirzt sich die Gelierungsdauer durch Zugabe von nicht-
quervernetzbarem PEG auf etwa die Hélfte. AuBerdem steigt das Speichermodul G' in Gegen-
wart von PEG 2000 nur auf etwa die Hélfte des Werts ohne PEG an. Je hoher G' ist, desto
elastischer, also desto besser quervernetzt ist das Gel. Der Zusatz von PEG 2000 hat also
tatséchlich einen Einfluss auf die Gelierung des PEG-Hydrogels, die entstehenden Gele sind
weniger fest als ohne zusétzliches PEG. Des Weiteren kénnte auch das prazipitierte Protein
einen Einfluss auf die Gelierung haben. Wie die untere Grafik in Abb. 55 zeigt, ist das jedoch
nicht der Fall. Der Einfluss des nicht-quervernetzbaren PEGs bleibt bestehen, aber weder die
Gelierungsdauer noch das Ausmal} der Quervernetzung dndern sich wesentlich gegenuber

dem proteinfreien Gel.
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Abb. 55: Rheologische Unteruchungen der Gelierung von in situ gelierenden PEG-
Hydrogelen:
a) ohne zusétzliches PEG
b) mit zusatzlichem, nicht-quervernetzbarem PEG
¢) mit zusatzlichem, nicht-quervernetzbarem PEG und Bevacizumab (Avastin®)
m - Speichermodul (G") A - Verlustmodul (G") o - Phasenverschiebung (8)
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2.1.2 Freisetzung von FITC-1gG

Wie die oben beschriebenen Versuche zeigen, kdénnen Proteine mit PEG erfolgreich
ausgefallt werden. Gleichzeitig kdnnen auch in Gegenwart von nicht-quervernetzbarem PEG
aus den beiden Vorstufen (PEG-Succinimidyl-Propionat und PEG-Amin) noch in situ gelier-
ende Gele hergestellt werden. Diese sind allerdings weniger fest als vergleichbare Gele ohne
zusatzliches PEG. Um zu zeigen, dass die mit Hilfe von nicht-quervernetzbarem PEG aus-
gefallten und in die PEG-Hydrogele eingearbeiteten Proteine nicht im Gel fixiert sind, wurden
Freisetzungsuntersuchungen durchgefuhrt. Dazu wurden die Gele in Puffer (pH 7,4) bei 37°C
inkubiert und zu bestimmten Zeitpunkten Proben gezogen. Als Protein wurde humanes

Immunglobulin G eingesetzt, das mit Fluoreszeinisothiocyanat markiert war (FITC-1gG).
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Abb. 56: Freisetzung von FITC-1gG aus PEG-Hydrogelen

¢ Kontrolle, ohne zusatzliches PEG

+ mit 30% (m/V) zusatzlichem, nicht-quervernetzbarem PEG 2000

¢ mit 50% (m/V) zusétzlichem, nicht-quervernetzbarem PEG 400

In Abb. 56 sind die jeweiligen Freisetzungskurven fir Gele ohne zusétzliches PEG und mit

30% PEG 2000 bzw. 50% PEG 400 zu sehen. Die Freisetzung erfolgte tber einen Zeitraum
von funf Tagen und schon am ersten Tag zeigt sich ein deutlicher Unterschied zwischen dem
einfachen PEG-Hydrogel (ohne zuséatzliches PEG) und den PEG-Hydrogelen, die zusatzlich
nicht-quervernetzbares PEG enthielten. Im weiteren Verlauf wird dieser Unterschied noch
deutlicher, und nach funf Tagen waren in der Kontrollgruppe lediglich 10% der eingesetzten
Proteinmenge freigesetzt, wahrend die Gele mit zusétzlichem PEG im gleichen Zeitraum (ber

80% des Proteins freisetzten. Die Freisetzungskurven der beiden PEG-enthaltenden Hydro-
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gele verliefen dagegen erst ab dem zweiten Tag unterschiedlich. Die FITC-IgG-Freisetzung
aus dem Hydrogel mit 30% zusatzlichem PEG 2000 verlangsamte sich leicht gegentiber dem
weiterhin relativ schnell freisetzenden Gel mit 50% PEG 400. Die Freisetzung aus diesem Gel
war dann auch schneller beendet, nach etwa drei Tagen zeigt die Kurve ein Plateau mit nur
leicht schwankenden Werten. Im Vergleich dazu setzte das Gel mit 30% PEG 2000 bis zu Tag
funf frei, die Werte bilden auch gegen Ende des Versuchs kein erkennbares Plateau.

Da Proteine freie Aminogruppen tragen, kdnnen sie mit dem PEG-Succinimidyl-Propionat
reagieren und folglich kovalent in das Hydrogelnetzwerk eingebunden werden. Die sehr
geringe Freisetzung aus dem PEG-Hydrogel ohne zusétzliches PEG deutet darauf hin, dass
FITC-1gG in das Gelnetzwerk ,.einpolymerisiert”, d.h. kovalent an das Gelgerist gebunden
wurde. Die sich dabei bildende Amidbindung zwischen dem Protein und dem Gelnetzwerk
wird aufgrund ihrer Stabilitat unter den milden Bedingungen der Freisetzung (37°C, pH 7,4)
nicht gespalten. Daher verbleibt ein Grof3teil des inkorporierten Proteins im PEG-Hydrogel.

Wie bereits erwahnt, setzt das PEG 2000 enthaltende Hydrogel das Protein etwas lang-
samer frei als das Gel mit 50% PEG 400. Dieser Unterschied durfte darauf zuriick zu fiihren
sein, dass mit PEG 2000 mehr Protein ausgeféllt wird und die Auflésung des Proteins einen
zusétzlichen, die Freisetzung verlangsamenden Faktor darstellt. Theoretisch kénnten die
beobachteten Unterschiede in der Freisetzung auch auf einer unterschiedlichen Quellung der
Hydrogele beruhen. Das kann jedoch ausgeschlossen werden, da alle Gele (auch die PEG-
Hydrogele der Kontrollgruppe, die ohne zusatzliches PEG hergestellt wurden) in gleichem
Ausmal? quellen [11].

In einem zweiten Freisetzungsversuch wurden zur Beladung von PEG-Hydrogelen mit der
FITC-lgG-Suspension unterschiedliche Mengen PEG 2000 eingesetzt. Damit sollte gezeigt
werden, dass der mobile Anteil des inkorporierten Proteins abnimmt, wenn weniger nicht-
quervernetzbares PEG zur Protein-Prézipitation eingesetzt wird. Wie Abb. 57a) zeigt, werden
innerhalb der ersten elf Tage aus den drei Gelen deutlich unterschiedliche Mengen an FITC-
IgG freigesetzt. Das Gel mit 30% (m/V) nicht-quervernetzbarem PEG 2000 setzte mit etwa
60-80% die groRte Menge FITC-IgG frei, allerdings schwankten hier die Werte der einzelnen
Gele auch am starksten. Das Gel mit der mittleren Konzentration an nicht-quervernetzbarem
PEG 2000 setzte etwa 60% der eingearbeiteten Antikorper frei, das mit der geringsten
Konzentration von 10% (m/V) PEG 2000 nur etwa 40%. In der Kontrollgruppe ohne
zusatzliches PEG wurden 20% FITC-IgG freigesetzt. Im weiteren Kurvenverlauf (bis 50
Tage) zeigt sich, dass aus allen Gelen (auch in der Kontrollgruppe) weiterhin fluoreszenz-

markierte Antikorper freigesetzt werden. Allerdings fallt der weitere Anstieg der FITC-1gG-
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Konzentration bei der Gruppe mit 30% (m/V) zusétzlichem PEG 2000 weniger deutlich aus,
da hier die Standardabweichungen generell recht grofl sind. Am Ende der untersuchten
Freisetzungsdauer (nach 51 Tagen), wurden aus den Gelen der Kontrollgruppe etwa 35% der
inkorporierten Antikorper freigesetzt, aus den anderen Gelen circa 60% (10% (m/V)
PEG 2000), 70% (20% (m/V) PEG 2000) bzw. 85% (30% (m/V) PEG 2000). Die Abbildung
zeigt auch, dass die Freisetzung nach 30 Tagen beendet war, da die Konzentration nach dieser
Zeit nicht mehr weiter zunahm. Keines der untersuchten Hydrogele setzte die gesamte

eingearbeitete FITC-IgG-Menge frei.
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Abb. 57: Freisetzung von FITC-1gG aus PEG-Hydrogelen, zu deren Beladung unter-
schiedliche Mengen PEG 2000 eingesetzt wurden.
a) Tag O bis Tag 11 der Freisetzung b) komplette Freisetzung tUber 51 Tage

¢ Kontrolle, ohne zusatzliches PEG

¢ mit 10% (m/V) zusétzlichem, nicht-quervernetzbarem PEG 2000 hergestellt

¢ mit 20% (m/V) zuséatzlichem, nicht-quervernetzbarem PEG 2000 hergestellt
mit 30% (m/V) zusétzlichem, nicht-quervernetzbarem PEG 2000 hergestellt
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2.1.3 Freisetzung von Avastin®

Die in situ-gelierenden PEG-Hydrogele sollten als Drug Delivery System fiir Avastin® im
Glaskorperraum des Auges eingesetzt werden. Daher wurde auch die Freisetzung von
Bevacizumab (Avastin®) aus den Gelen bestimmt. Aus den Untersuchungen mit dem
fluoreszenzmarkiertem Antikorper ist ersichtlich, dass die 4%igen PEG-Hydrogele die Frei-
setzung von Antikdrpern nicht ausreichend verzdgern (siehe Abschnitt 2.1.2). Daher wurden
fir die Versuche mit Bevacizumab sowohl 4%ige als auch 10%ige PEG-Hydrogele
hergestellt. Aulerdem erfolgte die Beladung nicht nur mit 30% (m/V) PEG 2000, sondern
auch mit 10% (m/V) PEG 10000.

Abb. 58 zeigt das Ergebnis der Freisetzungsuntersuchung mit den 4%igen PEG-Hydro-
gelen. Die Gele wurden jeweils mit 1,25 mg Bevacizumab beladen, was der derzeitigen Dosis
einer einmaligen intravitralen Injektion entspricht. Wahrend die Kontrolle ohne zuséatzliches
PEG wie erwartet nur eine minimale Menge des Wirkstoffes freisetzt (< 10%), werden aus

den beiden anderen Gelen etwa 50% bzw. 70% der inkorporierten Menge freigesetzt.
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Abb. 58: Freisetzung von Avastin aus 4%igen PEG-Hydrogelen.
¢ Kontrolle, ohne zusatzliches PEG
¢ mit 30% (m/V) zusétzlichem, nicht-quervernetzbarem PEG 2000
mit 10% (m/V) zusétzlichem, nicht-quervernetzbarem PEG 10000
Auch bei den 10%igen PEG-Hydrogelen zeigte sich ein &hnliches Bild: Hier setzten die
Gele mit zusatzlichem, nicht-quervernetzbarem PEG etwa 35% bzw. 60% des eingearbeiteten
Wirkstoffes frei, in der Kontrollgruppe wurden dagegen nur etwa 10% freigesetzt (siehe

Abb. 59). In allen Gruppen endet die Wirkstofffreisetzung innerhalb des untersuchten Zeit-
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raumes von 28 Tagen; bei den 4%igen PEG-Hydrogelen ist sie schneller beendet als bei den
10%igen. AuBerdem ist sie in den mit zusatzlichem PEG 10000 hergestellten Gelen etwas
friher beendet als in denen mit 30% (m/V) zusatzlichem PEG 2000. Am kirzesten war die
Freisetzung aus den 4%igen PEG-Hydrogelen mit 10% (m/V) zusatzlichem PEG 10000 (nur
etwa finf Tage). Mit etwa zwei Wochen dauerte sie bei den 10%igen PEG-Hydrogelen mit
30% (m/V) zusatzlichem PEG 2000 am langsten. Allerdings wurden hier nur knapp 40% des
Antikorpers freigesetzt.
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Abb. 59: Freisetzung von Avastin aus 10%igen PEG-Hydrogelen.
+ Kontrolle, ohne zusatzliches PEG
mit 30% (m/V) zusatzlichem, nicht-quervernetzbarem PEG 2000
mit 10% (m/V) zusatzlichem, nicht-quervernetzbarem PEG 10000
Des Weiteren fallen beim Vergleich der beiden Abbildungen 58 und 59 die grofieren

Standardabweichungen bei den 4%igen PEG-Hydrogelen auf. Die rheologische Untersuchung
dieser Gele zeigte, dass beide Gele mit zusétzlichem PEG weniger fest waren als das Gel
ohne zusatzliches PEG (vgl. Abb. 60, linke Seite). Zur Herstellung der Gele wurden die
Losungen der beiden Ausgangssubstanzen in Glasringen gemischt, die Gelierung erfolgte
anschlieBend bei 37°C im Trockenschrank. Fur die Freisetzungsuntersuchungen wurden die
Glasringe entfernt und die Gelzylinder in Glasgefalle gegeben. Weil die Gele mit
zusatzlichem PEG-Anteil weniger fest waren, behielten diese dabei ihre Zylinderform nicht
bei, was zu der groReren Streuung innerhalb dieser Gruppen fiihrte. Die aus 10% quer-
vernetzbarem PEG hergestellten Gele zeigen zwar auch unterschiedliche Festigkeiten (vgl.
Abb. 60, rechte Seite), jedoch liegt das Gel mit der niedrigsten Festigkeit hier noch im

Bereich des festesten 4%igen PEG-Hydrogels (ohne zusatzliches PEG). Daher waren diese
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Gele auch leichter zu handhaben und behielten ihre Form, was zu der geringeren Streuung
fuhrt.
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Abb. 60: Rheologische Untersuchung der PEG-Hydrogele mit verschiedenen Anteilen an
zusétzlichem, nicht-quervernetzbarem PEG.
links: 4%iges PEG-Hydrogel rechts: 10%iges PEG-Hydrogel
W ohne zusétzliches, nicht-quervernetzbares PEG
A mit 30% (m/V) zusétzlichem, nicht-quervernetzbarem PEG 2000
© mit 10% (m/V) zusatzlichem, nicht-quervernetzbarem PEG 10000

3. Zusammenfassung

Die Versuche zur Ausfallung von Proteinen mit léslichem PEG zeigten, dass die zur
vollstdndigen Prazipitation der Antikdrper bendtigte Konzentration stark von der Kettenlange
des verwendeten PEGs abhangt. Mit dem niedermolekularen, fliissigen PEG 400 kann auch
mit der hohen Konzentration von 50% (m/V) nur etwa die Halfte der Antikorper aus der
Losung ausgefallt werden. Dagegen reichen schon etwa 30% (m/V) von PEG 2000 aus, um
das gesamte Protein aus der Losung zu entfernen, von PEG 10000 sogar nur 20% (m/V).
Wegen der hoheren Viskositat der PEG 10000-Loésung ist aber trotzdem PEG 2000 zu
bevorzugen. Die Gelbildung des in situ-gelierenden PEG-Hydrogels wird durch das zusatz-
liche, losliche PEG 2000 leicht beschleunigt, aulRerdem sind die Gele mit zusétzlichem
PEG 2000 weniger fest als die reinen PEG-Hydrogele.

Die durch Zugabe von loslichem PEG ausgeféllten Antikérper wurden nicht kovalent in
das Polymergerist des Gels eingebunden, wie die Freisetzungsuntersuchungen zeigten. Die
jeweiligen Gele setzten die ausgeféllten Proteine relativ schnell frei, wahrend die Gele ohne
PEG-Zusatz die fluoreszenzmarkierten AntikOrper nur in sehr geringem MaRe freigaben.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die absolut freigesetzte Proteinmenge von der zur
Prazipitation eingesetzten Menge PEG abhing. Den Wirkstoff Bevacizumab setzten die in situ

gelierenden PEG-Hydrogele tber einen maximalen Zeitraum von etwa 2 Wochen frei.
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1. Zusammenfassung

Die Keratoconjunctivits sicca ist eine multifaktorielle Erkrankung der Augenoberfléache,
bei der auch die Stabilitat des Tranenfilms beeintrachtigt ist [82]. Eine verringerte EGF-Kon-
zentration in der Trénenflussigkeit von KCS-Patienten fihrt zu Schaden an der Augen-
oberflache [105]. Die Substitution von EGF bei diesen Patienten stellt demnach einen kau-
salen Therapieansatz dar. Flr diese Substitution sind Augentropfen (die wegen ihrer leichten
Anwendbarkeit gangigste Darreichungsform fir Augenarzneimittel) jedoch nicht geeignet.
Sie haben nur eine relativ geringe Verweildauer im Auge, da die applizierte Dosis durch den
Trénenfluss schnell verdiinnt und ausgesplilt wird. Fur die Therapie mit Wachstumsfaktoren
ist aber eine moglichst lange Verweildauer der Peptide an ihrem Rezeptor entscheidend [48].
Daher sollte eine Darreichungsform mit langerer Verweildauer im Auge, wie Augeninserte,
entwickelt werden (Kapitel 1).

Die Herstellung der Augeninserte auf Alginatbasis wird in Kapitel 3 beschrieben. Die
Inserte werden aus einer gleichméafig dicken, quervernetzten und getrockneten Alginatmatrix
ausgestanzt. Die Herstellung dieser Matrix erfolgt am einfachsten in einer Teflonschale, damit
auch niedrigviskose Alginatlésungen verarbeitet werden kénnen. Die Viskositat der Lésungen
ist entscheidend, da Alginate durch Filtration sterilisiert werden mussen; eine Hitzesterili-
sation fihrt zu einer Verkirzung der Polysaccharidketten. Zur Quervernetzung der Alginat-
matrix wurden zwei Methoden etabliert: die duRere Gelierung durch Diffusion von Ca®*-lonen
und die innere Gelierung, bei der die bendtigten Kationen zundchst komplexiert oder als
schwerldsliches Salz innerhalb der Alginatldsung vorliegen und erst durch eine Verringerung
des pH-Werts frei werden. Beide Methoden fiihren zu einer relativ festen und sproden Matrix,
die jedoch durch einen Zusatz von Glycerol als Weichmacher erheblich flexibler wird.

Die Quervernetzung mittels innerer Gelierung erscheint vorteilhafter, da Quervernetzung
und Trocknung hier parallel ablaufen. Die beiden etablierten Methoden zur inneren Gelierung
(mit Ca-EDTA-Komplex und mit schwerloslichem Salz) wurden mittels oszillierender Rheo-
metrie genauer untersucht (Kapitel 4). Dabei zeigte sich, dass die Festigkeit der Gele und
damit das Ausmal der Gelierung vor allem vom verwendeten Alginattyp abhdngt (je mehr
Guluronséurereste in der Polysaccharidkette sind, desto fester wird das Gel), wéhrend die
Geschwindigkeit der Quervernetzung von der GDL- und Ca**-Konzentration beeinflusst wird.
Fir die Quervernetzung mit Ca-EDTA und GDL muss die Ausgangslosung zunéchst

neutralisiert werden, da ansonsten das Alginat nicht darin aufgel6st werden kann. Wie sich
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zeigte, kann der pH-Wert aber auch deutlich hoher liegen (bis etwa 10), dann dauert die
Gelierung jedoch entsprechend langer.

Die Augeninserte sollen sich wahrend der Applikation langsam auflésen, um ihre Anwen-
dung zu erleichtern. Dazu muss die Quervernetzung riickgangig gemacht werden, was durch
die Bildung eines stabilen Ca-EDTA-Komplexes geschehen kann (Kapitel 5). Zur Herstell-
ung sich langsam lgsender Augeninserte muss der Komplexbildner in die Matrix inkorporiert
werden, ohne dass die Ca®*-Kationen schon wahrend der Herstellung komplexiert werden. Es
zeigte sich, dass ein geschichteter Aufbau der Inserte nicht dazu geeignet war, den Komplex-
bildner von den Ca**-lonen zu trennen, da sich die entsprechenden Inserte in vitro zu schnell
wieder auflésten. Durch die Verwendung der schwer l6slichen freien Séure (H,-EDTA) konn-
te die Auflésung der Inserte dagegen deutlich verlangsamt werden. Auch durch den direkten
Einsatz von Ca-EDTA als Ca®*-Quelle konnten langsam I8sliche Augeninserte hergestellt
werden. Das Prinzip beruht dabei auf einer voriibergehenden Verringerung der Stabilitat des
Ca-EDTA-Komplexes wahrend der Herstellung, die durch den neutralen pH-Wert der Trénen-
flissigkeit wieder erhéht wird.

Als weiterer wichtiger Faktor wurde die Stabilitdt des Wirkstoffes EGF wahrend der
Herstellung der Augeninserte mittels duBBerer und innerer Gelierung untersucht (Kapitel 6).
Dazu wurde hochreines EGF mit der Alginatldsung gemischt und die entstandenen Abbau-
produkte zunéchst mittels HPLC detektiert und anschlieend anhand von Massenspektren
identifiziert. Neben einfach oxidiertem EGF als Hauptabbauprodukt konnten noch desamid-
iertes und dreifach oxidiertes EGF nachgewiesen werden. Im Vergleich mit den beiden
Methoden der inneren Gelierung stellte sich die &ul3ere Gelierung wegen des zweiten Trock-
nungsschrittes als schlechter geeignet heraus. Wurde dagegen die innere Gelierung angewen-
det, blieb bei der direkten Verwendung des Ca-EDTA-Komplexes am meisten EGF in
unverénderter Form erhalten.

Zur Untersuchung ihrer Freisetzungseigenschaften wurden die erodierbaren Augeninserts
zum einen in 5 ml Puffer inkubiert und zum anderen in einer kleinen Durchflusszelle (72 pl)
von Puffer umsplilt (Kapitel 6). Mit beiden Apparaturen konnte eine leichte Verzégerung der
Freisetzung durch die bei der Herstellung verwendete Alginatmenge und die Kettenldnge des
verwendeten Alginats festgestellt werden. Es zeigte sich aber ein deutlicher Unterschied
zwischen den beiden Methoden, da die Freisetzung in dem gréfReren Volumen deutlich
schneller erfolgte. Daher sollte die endglltige Bewertung der Augeninserte als Darreichungs-

form fur EGF erst nach einer entsprechenden klinischen Studie erfolgen.
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Augentropfen sind auch fur die Therapie intraokulérer Erkrankungen weniger geeignet.
Hier erschweren die physiologischen Schutzfunktionen der Augen die Resorption der Wirk-
stoffe. Neben dem Tranenfluss zéhlen dazu vor allem der Aufbau der Hornhaut und das von
innen nach auBen flieRende Kammerwasser [108]. Zur Therapie solcher Erkrankungen, etwa
der altersbedingten Makuladegeneration, werden die Wirkstoffe daher direkt ins Auge in-
jiziert (Kapitel 1). Ein intraokuldres Drug Delivery System, das Wirkstoffe wie z.B. Bevaci-
zumab gegen die AMD (iber einen mdéglichst langen Zeitraum freisetzt, ware sinnvoll um die
damit verbundenen Risiken und Belastungen zu verringern.

Erste Versuche zur Entwicklung eines intraokuldren Drug Delivery Systems werden in
Kapitel 7 beschrieben. Das System basiert auf einem injizierbaren PEG-Hydrogel aus zwei
Komponenten, die erst nach ihrer Durchmischung in situ ein Gel ausbilden. Das Gelgerust
wird dabei durch die Reaktion eines PEG-Amins mit einem Amin-reaktiven PEG-Succin-
imidylester aufgebaut. Um zu verhindern, dass Proteine in das Gelnetzwerk einpolymerisiert
werden, kdnnen diese mit zusétzlichem, nicht quervernetzbarem PEG ausgefallt werden. Die
zur Prazipitation benotigte Menge PEG hangt dabei von der Kettenldnge ab: Je hoher das
Molekulargewicht, desto weniger PEG wird zur vollstdndigen Prazipitation ben6tigt. Durch
das zusétzliche PEG wird die Gelierung der PEG-Hydrogele leicht beschleunigt und es bilden
sich etwas weniger feste Gele aus. In Freisetzungsuntersuchungen mit Antikorpern konnte
gezeigt werden, dass die freigesetzte Menge Protein von der eingesetzten Menge an l6slichem
PEG abhéngt: Je mehr zusatzliches PEG verwendet wurde, desto mehr Protein wurde frei-
gesetzt. Die Dauer der Freisetzung konnte durch eine héhere Konzentration an gelbildenden
Komponenten von einer Woche auf etwa zwei Wochen verlangert werden.
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2. Schlussfolgerungen

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde ein Augeninsert zur Behandlung der Keratocon-
junctivitis sicca mit EGF entwickelt. Es wurden verschiedene Herstellungsmethoden etabliert,
von denen die innere Gelierung mit einem geldsten Ca-EDTA-Komplex als Ca**-Quelle am
geeignetsten erscheint. Vor allem die durch den Wegfall des zweiten Trocknungsschrittes
bessere Stabilitat des Wirkstoffs ist hier entscheidend. Ein weiterer Vorteil ist, dass samtliche
Bestandteile des Inserts aufgeldst und somit einfach sterilfiltriert werden kénnen. Die mit
CaHPO, als Ca?*-Quelle entstehende Suspension ware erheblich schwerer zu sterilisieren. Der
Alginatmatrix sollte weiterhin generell 1% Glycerol als Weichmacher zugesetzt werden,
damit die Augeninserte flexibler sind und somit vom Auge besser toleriert werden.

Zur abschlieBenden Bewertung der Augeninserte sollte die bereits geplante Vertraglich-
keitsstudie mit Placebo-Inserten durchgefiihrt werden. Damit kann auch gleichzeitig der
Nachweis erfolgen, dass sich die Inserte wéhrend der Applikation im Auge auflésen. Des
Weiteren sollte in einer placebokontrollierten klinischen Studie die Wirksamkeit von EGF bei

Keratoconjunctivitis sicca belegt werden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde eine Methode entwickelt, mit der Amin-reaktive, in situ
gelierende PEG-Hydrogele mit Proteinen beladen werden kdnnen, ohne dass diese in das
Gelnetzwerk einpolymerisiert werden. Mit in vitro Versuchen konnte gezeigt werden, dass
sich die eingearbeiteten Proteine bei Kontakt mit Puffer wieder auflosen und aus dem Gel
freigesetzt werden. Allerdings erfolgt diese Freisetzung nicht tber den gewiinschten Zeitraum
von mehreren Monaten. Die hier entwickelte Methode zur Beladung des in situ gelierenden
PEG-Hydrogels ist somit nicht fur eine Verbesserung der gegenwadrtigen intravitrealen
Therapie mit Anti-VEGF-Antikdrpern geeignet.

Um das PEG-Hydrogel dennoch als intraokuldres Drug Delivery System einsetzen zu
kdnnen, sollten die Antikorper in Zukunft gezielt an die Komponenten des Gels angebunden
werden, ohne dass sie dabei ihre Wirksamkeit verlieren. Die Anbindung sollte so gestaltet
sein, dass die Antikdrper in vivo von dem Gelgertst abgespaltet werden und zum Wirkort
diffundieren konnen. Das koénnte zum Beispiel durch einen entsprechenden bioabbaubaren
Linker geschehen oder durch ein enzymatisch spaltbares PEG-Hydrogel, dass sich langsam
im Auge auflost und dabei den Wirkstoff freisetzt.
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Liste der verwendeten Abkirzungen

Abb.
ADDE

AMD
BSA
BUT
bzw.
°C

ca.
CNV
C-Terminus
d.h.
Da
DAG
ddH,O
ECM
EDE

EDTA
EGF
E-Modul
engl.
etal.
EuAB
FITC
G

G

G

G
GDL
GDP

G-Protein

Abbildung

Aqueous-deficient dry eye (Form des trockene Auges, die durch
einen Mangel an wésriger Tranenschicht bedingt ist)

Altersbedingte Makuladegeneration

Bovine Serum Albumin (Serumalbumin vom Rind)
Break-up Time (Zeit bis zum Aufreissen des Tranenfilms)
beziehungsweise

Grad Celsius

circa

Chorioidale Neovaskularisation

Carboxylterminus eines Proteins oder Peptids

das heif3t

Dalton

Diacylglycerin

bidestilliertes Wasser

Extracellular matrix (Extrazellularmatrix)

Evaporative dry eye (Form des trockenen Auges, die durch
vermehrtes Verdunsten der wassrigen Tranenschicht bedingt ist)

Ethylendiamintetraessigsaure

Epidermal Growth Factor (epidermaler Wachstumsfaktor)
Elastizitdtsmodul

Englisch

und andere

Europaisches Arzneibuch
Fluoreszeinisothiocyanat

Guluronsédure

Speichermodul bei rheologischen Messungen
Verlustmodul bei rheologischen Messungen
Komplexes Modul bei rheologischen Messungen
Glucono-s-lacton

Guanosindiphosphat
Guanin-Nucleotid-bindendes Protein
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GRB2

GTP

Hs-EDTA
HPLC

IEP

Aex.
LC/MS

LDL
LF10/60

LF10/60LS

LF200S

M
m/z
MALDI-TOF

MAPK
MAPKK
mg

min

pl

Growth factor receptor-bound protein 2 (ein Adapterprotein in der
Signaltransduktion des EGF-Rezeptors)

Guanosintriphosphat
Stunde
Ethylendiamintetraessigsaure

High performance liquid chromatography (Hochleistungsflissig-
chromatographie)

Isoelektrischer Punkt (eines Proteins)
Immunglobulin A
Immunglobulin G
Immunglobulin M
Interleukin
Inositol-1,4,5-trisphosphat
Keratoconjunctivitis sicca
Kilodalton

Wellenlange
Emissionswellenldnge
Anregungswellenlange

Liquid Chromatography/Mass Spectrometry (Kopplung von
Flussigchromatographie mit einem Massenspektrometer)

Low Density Lipoprotein (Lipoprotein mit niedriger Dichte)

Typenbezeichnung der Firma FMC BioPolymers fiir ein
mittelviskoses Alginat mit hohem Guluronsaure-Anteil

Typenbezeichnung der Firma FMC BioPolymers fir ein
mittelviskoses Alginat mit niedrigem Guluronsaure-Anteil

Typenbezeichnung der Firma FMC BioPolymers fiir ein
hochviskoses Alginat mit hohem Guluronséaure-Anteil

Mannuronsaure
Quotient aus Masse und Ladung eines Molekiils

Matrix assisted Laser desorption/ionisation - Time of flight
(Massenspektroskopische Methode, bei der der Analyt mittels
Laserlicht ionisiert wird und die Auftrennung nach der Masse
anhand der Flugzeit der unterschiedlich schweren Molekiile erfolgt)

Mitogen-aktivierte Proteinkinase
MAPK-Kinase

Milligramm

Minute

Mikroliter
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pm
mm
MMP
Na,-EDTA
NGF

Pa

PDT
PEG
PI13-K
PIP,
PIP3
PLCy
PLGA

R2
Raf

Ras

RPE
Rz.

s.a.
S.u.
Shc

SOS

TFA
TNF-a
Tris
uv
VEGF

vgl.

Mikrometer

Millimeter

Matrixmetalloproteinase

Dinatriumsalz der Ethylendiamintetraessigsaure
Nerve Growth Factor (Nervenwachstumsfaktor)
Pascal

Photodynamische Therapie

Polyethylenglykol
Phosphatidylinositid-3-Kinase
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat
Phospholipase Cy

Poly (lactic-co-glycolic acid) (Kopolymer aus Milch- und
Glykolséure)

Bestimmtheitsmald

Rat fibrosarcoma (eine Serin/Threoninkinase, die als erste Kinase
innerhalb der durch EGF aktivierten ,,Mitogen-aktivierten
Proteinkinase-Kaskade* aktiviert wird)

Rat sarcoma (ein kleines G-Protein, das am Anfang der durch EGF
aktivierten ,,Mitogen-aktivierten Proteinkinase-Kaskade* steht)

Retinales Pigmentepithel
Retentionszeit

Sekunde

siehe

siehe auch

siehe unten

Src homologous and collagen-like protein (ein Adapterprotein in der
Signaltransduktion des EGF-Rezeptors)

Son of sevenless (ein Adapterprotein in der Signaltransduktion des
EGF-Rezeptors)

Trifluoroacetic acid (Trifluoressigséure)
Tumornekrosefaktor-a
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Ultraviolett

Vascular Endothelial Growth Factor (Vaskularer endothelialer
Wachstumsfaktor)

vergleiche
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