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Fragestellung

Aktuell in klinischer Anwendung befindliche Glaskorperersatzstoffe
wie Gase oder Perfluorcarbonflussigkeiten sind fur eine langfristige
intraokulare Verweildauer nur sehr begrenzt geeignet. Silikonole,
derzeit Goldstandard der langfristigen Tamponadematerialien,
konnen diverse Komplikationen zur Folge haben. Als neuer Ansatz
auf dem Gebiet der Glaskorperersatzstoffe werden thermo-
sensitive Hydrogele auf der Basis von Biopolymeren entwickelt, die
bei Erwarmen auf Korpertemperatur gelieren. Es handelt sich um
Mischungen von Hyaluronsaure und Poly(ethylen glycol-b-propylen
glycol-b-ethylen glycol) (PEPE)!', welche in Konzentrationen von
20 Gew.% in wassriger Losung verwendet werden.

Methodik

Entwicklungsbegleitend wurden Versuche zur intraoperativen
Handhabbarkeit der Gele durchgefuhrt um Thermosensitivitat,
deren Reversibilitat und die Injizierbarkeit durch dunne Kanulen zu
untersuchen. Zytotoxizitatsversuche wurden entsprechend
ISO 10993-5 mit Mausfibroblasten L929 durchgefuhrt, sowohl
qualitativ, durch direkten Kontakt zwischen thermosensitiven
Hydrogelen und Zellen, als auch quantitativ mittels Tests mit
verschiedenen Verdunnungen der Hydrogele. Um die Wirkung der
Gele auf die Netzhaut zu untersuchen wurden Versuche an einem
organtypischen Modell der Netzhaut? durchgefuhrt, gefolgt von
einer histologischen Auswertung.

Abb.1: Perfusionskultur Versuchsaufbau

A) Porcine Retina und RPE in einem Gewebetragerring

B) Die Ppaparatkammer beinhaltet 6 Gewebetrager mit Gel und ohne Gel (Kontrolle)

C) Von rechts nach links: Kulturmediumzufuhr, Peristaltikpumpe, Warmeplatte mit Praparatkammer,
Kulturmediumauffangbehalter

Ergebnis

Die bei Raumtemperatur flussigen Gele gelierten nach 2 min bei
37°C, dieser Vorgang war mehrfach reversibel. Zunachst zeigte sich
keine Mischbarkeit der mit einer wassrigen Phase uberschichteten
Gele. Nach 3 Tagen bei 37°C verflussigten sie sich jedoch durch
Wasserabsorption und verloren ihre Gelierfahigkeit. Desweiteren
zeigte sich eine unbeeintrachtigte Gelierbarkeit der Gele nach
Injektion durch eine 27g Kanule.
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Abb.2:

A) Geltropfen auf einem senkrecht gehaltenen Objekttrager bei 37°C

B) Verflussigung der Geltropfen nach Abkuhlen auf Raumtemperatur

C) Gel uberschichtet mit Brilliant Peel gefarbter Intraokularflussigleit bei 37°C

D) Nach 3 Tagen

E) Porcines eye cup auf Warmeplatte mit adharenter Gel-Schicht nach Zerschneiden des eye cups

In der Zellkultur war kein dreidimensionales Einwachsen von Zellen
in das Gel zu beobachten. Wahrend erste getestete Gele noch
LZytotoxizitat zeigten, konnte diese nach Anpassung der Gele durch
Stabilisierung von pH-Wert und Osmolaritat fast vollstandig
reduziert werden.

Abb. 3: Direct contact test; Ergebnisse nach 4 Tagen

Angepasstes Gel:
pH 7.6 ; 460 mOsmol/kg
3a) Starke Zellproliferation
keine Veranderung
der Zellmorphologie
3b) Trypanblau-Test:
isoliert tote Zellen

Kontrolle Gel pH 6.5 ; 800 mOsmol/l
(Zellkulturmedium) 2a) Geringe Zellproliferation
1a) Starke Zellproliferation abgekugelte Zellen
1b) Trypanblau-Test: 2b) Trypanblau-Test:

isoliert tote Zellen fast alle Zellen tot

Abb.4: Ergebisse nach photome- Zellvitalitit
trischer Auswertung der Zellvitalitat: Gel pH 7,6 ; 460 mOsmol/kg ; n=8
Verglichen mit der Kontrolle (Kultur-
medium), zeigte sich wohl mangels
Kulturmedium eine deutlich reduzierte
Zellvitalitat von Zellen in purem Gel.
Jedoch lag die Zellvitalitat hoher als in
dem Ansatz mit 0,9% Natriumchlorid.

In niedrigen Konzentrationen zeigte das
Gel keine Zytotoxizitat.

Optische Dichte bei 492nm in Prozent

Histologische Ergebnisse nach Perfusionskulturversuchen zeigten
zunachst toxische Reaktionen der Netzhaut. Nach Versuchen mit
adaptierten Hydrogelen hingegen blieben Netzhautarchitektur und
-morphologie erhalten.
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Abb.5: (A) Gel-Schicht auf der Retina adharent. (B) Toxische Netzhautreaktion in Form von
Desintegration der inneren Netzhautschichten wo ein direkter Kontakt zwischen Gel und Netzhaut
bestand. (C) Komplett erhaltene Netzhautarchitektur und Gewebemorphologie der einzelnen
Netzhautschichten in Tests mit Hydrogelen mit adaptiertem pH-Wert und Osmolaritat wie mit
unbehandelten Kontrollen (hier nicht gezeigt).

Schlussfolgerung

Aufgrund ihrer gunstigen Eigenschaften sind thermosensitive
Hydrogele vielversprechende Kandidaten fur die zukunftige
Ophthalmochirurgie. Ein entscheidender Punkt um die
Biokompatibilitat zu garantieren ist die Stabilisierung von pH-Wert
und Osmolaritat.
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