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Die immer weiter steigende Zahl an
Glaukompatienten erfordert neue
und langfristige Losungen zur Re-
gulierung des Augeninnendrucks
und damit zur Behandlung des Glau-
koms. Da bisherige Therapieansitze
héaufig nur kurzfristig helfen oder
Komplikationen hervorrufen, stellen
wir hier die Forschung an einem neu-
artigen Implantat vor, das langfristig
wirken und Hypotonie nach dem Ein-
griff sowie Restenosen verhindern
soll. Die Grundidee des Implantats
basiert auf einem Polymergel, dem
Hyaluronsaure-Hydrogel (HA-Gel),
das sowohl die Druckregulierung im
Auge iibernehmen wie auch Vernar-
bungsprozesse verhindern und somit
die Vertraglichkeit des Implantats
erhohen soll.

Hintergrund

Im Jahr 2020 werden 76 Mio. Glaukom-
patienten erwartet, und geht man da-
von aus, dass es bei mindestens derselben
Zahl an Neuerkrankungen in Deutsch-
land wie in den letzten Jahren bleibt,
so werden alleine 100.000 neue Glau-
kompatienten pro Jahr in Deutschland
dazukommen [21, 25]. Diese wachsen-
de Zahl an Patienten, sowie die stei-
gende Lebenserwartung machen es not-
wendig, neue Moglichkeiten zur Behand-
lung des Glaukoms zu erforschen. Bisher
kommt hauptsichlich die Trabekulekto-
mie zur Senkung des Augeninnendrucks
zum Einsatz. Die Drucksenkung ist hier-
bei durch ungewollte Vernarbungspro-
zesse zeitlich begrenzt und neben pati-
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entenabhingigen Faktoren, wie z. B. Al-
ter, Hautfarbe und Voroperationen, auch
von der Erfahrung des Operateurs und
der Nachsorge mit Mitomycin C und
5-Fluoruracil abhingig. Neben der Tra-
bekulektomie kommen auch die Laser-
trabekuloplastik (SLT), die Kanaloplas-
tik sowie minimalinvasive Chirurgie mit
verschiedenen Stents zum Einsatz [2, 15,
17, 27]. Die SLT senkt den Augenaus-
gangsdruck um maximal 30 % und ist
zeitlich begrenzt, kann allerdings wieder-
holt werden. Der Vorteil der Stents liegt
im minimalen Eingriff, der zum Teil auch
ambulant erfolgen kann, und in der ge-
ringer ausfallenden Nachsorge als bei der
Trabekulektomie. Allerdings ist hier die
Drucksenkung nicht so hoch wie bei der
Trabekulektomie, und auch die Funkti-
onsdauer ist bisher begrenzt. Zusitzlich
kann es zu postoperativen Druckschwan-
kungen und Bulbushypotonien kommen
[27].

Mit dem Ziel, diese Problematiken
anzugehen, erforschen wir daher einen
neuartigen, auf Hyaluronsdure (HA)
basierenden Stent zur dauerhaften Re-
gulation des Augeninnendrucks. HA ist
ein korpereigenes Polysaccharid, das aus
den alternierend miteinander verkniipf-
ten Untereinheiten B-D-Glucuronsiure
und N-Acetyl-D-Glucosamin aufgebaut
ist [20]. Die unverzweigten HA-Mole-
kiile kommen tberall im Koérper vor,
hauptséchlich im interzelluldren Raum
z.B. als Teil der extrazelluldren Matrix.
Hohere Konzentrationen sind in Ge-
lenkfliissigkeiten, im Gehirn sowie im
Kammerwasser des Auges zu finden
[5]. Auch im Trabekelwerk, das an der

Druckregulierung im Auge beteiligt ist,
spielt HA eine essenzielle Rolle [16].

» Hyaluronsiure ist ein
korpereigenes Polysaccharid

HA verfugt tiber die Fahigkeit, das 1000-
Fache des Eigengewichts an Wasser zu
binden. Damit kénnen schon bei nied-
rigen Konzentrationen hochviskose und
elastische Losungen entstehen. Diese Ei-
genschaften sowie die gute Biokompatibi-
litat haben dazu gefiihrt, dass HA bereits
in vielen Bereichen der Medizin wie der
Orthopidie, der Schonheitschirurgie, der
Wundheilung und auch der Ophthalmo-
logie zum Einsatz kommt [1, 7,9, 10, 26].
Chemisch modifizierte HA wird z. B. als
viskoelastischer Korper- oder Weichge-
webeersatz, als Tragermaterial fiir Arz-
neimittelfreisetzung, als Fiillstoff fiir Ge-
webe, als Haut- und Gewebeschutz oder
zur Gewebetrennung verwendet [14, 23].
Auchinder Glaukombehandlung kommt
die HA bereits bei chirurgischen Eingrif-
fen zum Einsatz [11, 28].

Neben unvernetzter HA haben auch
die HA-basierten Hydrogele vermehrt
Einzug in den medizinischen Bereich
sowie in die Forschung gehalten [3,
24]. Hydrogele eignen sich durch ihre
Biokompatibilitit sowie antiinflammato-
rischen und nichtimmunogenen Eigen-
schaften hervorragend als Biomaterial in
biomedizinischen Anwendungen oder
im Tissue Engineering [4, 7, 12, 19].
Um ein HA-Gel zu erhalten, miissen die
HA-Molekiile zunichst chemisch mo-
difiziert werden (z. B. thioliert), sodass
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Abb. 1 A a Schematische Darstellung des neuartigen Stents und der Aufgaben des Hyaluronséure-Hydrogels. b Schema zur
Modifizierung der Hyaluronsdure und der Titanoberflachen zur Herstellung von immobilisierten Hyaluronsauregelen an den
Stentgrenzflachen. (Mit freundl. Genehmigung von Dr. Michael Thaller)

Abb. 2 A aPhasenkontrast-und b Fluoreszenzaufnahme eines mit Hyaluronsauregel gefiillten Glas-
modellstents. (Mit freundl. Genehmigung von Dr. Michael Thaller)

sie anschlieflend durch einen Vernetzer
miteinander verkniipft werden kénnen
[3, 29]. Uber die Art und Konzentration
des Vernetzers sowie den Grad der Mo-
difizierung und Konzentration der HA
konnen die Geleigenschaften wie Festig-
keit, Elastizitit, Porengrofie, Schwellrate,
Perfusionsrate etc. eingestellt werden [8,
13, 18, 22].

In dem hier vorgestellten Implantat
zur Behandlung des Glaukoms sollen
HA-Gele mit unterschiedlichen Eigen-
schaften die bisherigen Probleme der
Glaukombehandlungen 16sen. Der Im-
plantatkorper selbst besteht aus einem
moglichst einfachen zylindrischen Hohl-
koérper aus Titan und soll zum einen mit
einem HA-Gel beschichtet werden, das
inflammatorische Prozesse verhindert
und das Einwachsen durch gezielte
Zelladhision verbessert. Zum anderen
soll der Hohlkérper mit einem HA-Gel
gefiillt werden, das die Druckregulie-
rung ibernimmt und zellabweisende
Eigenschaften aufweist, um ein Zuwach-
sen oder Verstopfen des Implantats zu
verhindern (8 Abb. 1a). Die hier vorge-
stellten Untersuchungen beschiftigten
sich damit nachzuweisen, ob und wie
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das HA-Gel im Hohlraum zur Druck-
regulierung dienen kann und welche
Parameter dabei eine Rolle spielen.

Methoden und Ergebnisse

Modifikation von Implantaten mit
Hyaluronsduregelen

Die Herstellung von Hydrogelen aus HA
erfordert zunéchst eine chemische Modi-
fizierung, sodass die einzelnen HA-Mo-
lekiile durch Vernetzer verkniipft werden
kénnen und ein Hydrogel bilden. Hierzu
wurde HA mit unterschiedlichen Mole-
kulargewichten (MWwa) nach Shu et al.
[29] thioliert, sodass zur anschlieflenden
Gelbildung Vernetzer mit Acrylatgrup-
pen verwendet werden kénnen. In den
folgenden Versuchen kam Hyaluron-
sdure mit einem Thiolierungsgrad (TG)
von typischerweise 15-65 % und N,N’-
Methylenbis(acrylamid) (MBA) als Ver-
netzer zum Einsatz. Die HA wurde zur
besseren Beobachtung durch Fluores-
zenzmikroskopie z.T. noch zusitzlich
mittels N-Hydroxysuccinimid/1-Ethyl-
3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
(NHS/EDC)-Chemie mit Fluorescein-

amin markiert (Markierungsgrad FG »
1%). Um einen Verbleib der Gele auf
bzw. innerhalb des Implantats zu garan-
tieren, miissen diese kovalent mit dem
Implantatmaterial verkniipft werden.
Hierzu wurden die Implantatoberfldchen
mithilfe von (3-Glycidyloxypropyl)-tri-
methoxysilane (GPS) mit Epoxygruppen
modifiziert, an die sowohl natiirlich vor-
kommende Hydroxy- als auch die zu-
satzlich eingefiithrten Thiolgruppen der
HA binden kénnen (@ Abb. 1b). Die Ver-
netzung der HA-Molekiile zum Hydro-
gel sowie die Immobilisierung wurden
nach Optimierung der Einzelschritte zur
Vereinfachung der Modifizierung der
Implantate in einem Schritt durchge-
fithrt (@ Abb. 1b). Es konnten sowohl
Titanimplantate (nicht gezeigt) als auch
die fir die Folgeversuche als Modell-
stents dienenden Glasréhrchen mit HA-
Gelen bestiickt werden (8 Abb. 2.) Die
Hydrogele waren sowohl mit bloflem
Auge sichtbar als auch ggf. im Fluo-
reszenzmikroskop. Gele, die in nicht
silanisierten Rohrchen vernetzt wurden,
entwichen aufgrund der fehlenden Im-
mobilisierung schon bei leichtem Druck
aus dem Rohrchen. Dies zeigt deutlich,
dass eine kovalente Bindung der Gele
an das Implantatmaterial essenziell ist,
um als Ventil den Uberdruck im Auge
zu regulieren.



Zusammenfassung - Abstract

Untersuchung des Ventil-
mechanismus

Der Fliissigkeitsfluss durch die gelgefiill-
ten Implantate wurde naher untersucht,
um den Mechanismus aufzukldren. Hier-
zu wurden transparente Modellstents aus
Glas, bei denen die gleiche Oberflichen-
chemie wie an Titanstents verwendet
werden kann, herangezogen. Die 10 mm
langen Glasréhrchen mit einem Durch-
messer von 0,5mm wurden, wie oben
beschrieben, mit GPS silanisiert, und
anschlieflend wurde das HA-Gel (TG =
18 %, 15 mg/ml HA, MWn, = 60 kDa) im
Inneren vernetzt und immobilisiert. Die
Verteilung der Fliissigkeit beim Passieren
des Implantats wurde im Fluoreszenzmi-
kroskop beobachtet. Hierzu wurde eine
Fluoresceinlgsung mithilfe einer Spritze
durch den mit einem HA-Gel gefiillten
Stent gedriickt (8 Abb. 3a). In der Mitte
des Hydrogels bildete sich reproduzier-
bar und reversibel ein ,Kanal®, durch
den die Fliissigkeit floss (@ Abb. 3b).
Um das Verhalten des Gels genauer zu
beobachten, wurde im nichsten Schritt
ein fluoreszenzmarkiertes Gel (TG =
18 %, 15mg/ml HA, MWua = 60kDa,
FG ~ 1 %) verwendet. Unter einem ma-
nuell erzeugten Fliissigkeitsdruck einer
physiologischen Salzlosung (,,balanced
saline solution“ [BSS]) konnte im Fluo-
reszenzmikroskop beobachtet werden,
wie das Gel komprimiert wurde und sich
in der Mitte ein Kanal bildete, der sich bei
nachlassendem Druck wieder verschloss
(8 Abb. 3¢cf). Dieser Vorgang war durch
die elastischen Eigenschaften des HA-
Hydrogels reversibel und konnte mehr-
fach wiederholt werden. Es konnte nicht
fir alle Proben eine Kanalbildung gezeigt
werden. Bei einigen Proben kam es zu
keinem Fliissigkeitsfluss, und bei sehr
hohen Driicken entwich das Gel aus den
Rohrchen. Um einen reproduzierbare
Kanalbildung und damit einen Fliissig-
keitsfluss zu gewihrleisten, wurde die
Priparation der Hydrogele dahingehend
verdndert, dass entlang der mittleren
Lingsachse des Gels die Vernetzung des
Hydrogels aufgelost wurde, sodass sich
anschliefend entlang dieser Linie in
allen Rohrchen ein Kanal bildete. Die
Vernetzung des Hydrogels wurde ent-
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Zusammenfassung

Hintergrund. Die steigende Zahl an
Glaukompatienten und bei der Behandlung
auftretende Probleme, wie z. B. Restenosen
oder Hypotonie, erfordern neue Thera-
piemdglichkeiten, um das Erblinden der
Patienten zu verhindern. Voraussetzung hier-
fiir ist die Losung der genannten Probleme
mittels langlebiger TherapiemaBnahmen, um
wiederholte Eingriffe zu vermeiden.
Fragestellung. Kann ein neuartiger Stent
mit Hyaluronsdure-Hydrogelen (HA-Gel)

als funktioneller Einheit zur langfristigen
Druckregulierung und damit zur Therapie des
Glaukoms eingesetzt werden?

Material und Methoden. Es wurden
Modellstents, basierend auf HA-Gelen,
hergestellt. Mit diesen wurde getestet, ob
ein Druckausgleich moglich ist und welcher
Mechanismus diesem zugrunde liegt.
Ergebnisse. Mithilfe der Modellstents konnte
gezeigt werden, dass das HA-Gel im Inneren
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der Stents wie ein Ventil funktioniert. Unter
einem bestimmten Gleichgewichtsdruck
verschlieBt das HA-Gel den Stent und hélt
somit die Flissigkeit zuriick. Ab einem
gewissen Uberdruck erméglich das HA-

Gel den Abfluss der Fliissigkeit und fiihrt

zu einer selbstregulierten Einstellung des
Gleichgewichtsdrucks.

Diskussion. Die hier vorgestellten Mo-
dellstents werden im ndchsten Schritt
miniaturisiert, sodass getestet werden kann,
ob die Ventilfunktion auch in den fiir das
Auge notwendigen Dimensionen funktioniert
und damit das Problem der Hypotonie bei
Glaukombehandlungen geldst werden kann.

Schliisselworter
Hydrogele - Minimalinvasive Chirurgie -
Druckausgleich - Stent - Ventil

treatment

Abstract

Background. The increasing numbers

of glaucoma patients and complications
occuring during treatment, such as restenosis
and hypotony, require new treatment options
to prevent blindness in patients. Therefore,
the abovementioned problems should be
solved to prolong the lifetime of implants and
to prevent repeated surgery.

Objective. Can a novel stent with hyaluronic
acid hydrogels (HA gel) as a functional unit
be used to regulate pressure in glaucoma
therapy in the long term?

Material and methods. Model stents were
filled with HA gels and it was investigated if
these could regulate the pressure and what
the underlying mechanism is.

Results. The results of the investigations
showed that the HA gel inside the stent

Hyaluronic acid gels for pressure regulation in glaucoma

functions as a pressure valve. Under certain
equilibrium pressures the HA gel closes the
stent and therefore retains the fluid. At a
certain overpressure the HA gel enables
the fluid to be released and leads to a self-
regulated adjustment of the equilibrium
pressure.

Discussion. The next step will involve
miniaturization of the stents. Experiments
will then show if the valve function will also
work in the dimensions necessary for an
eye implant and if the current problem of
hypotension in glaucoma therapy can be
solved.

Keywords
Hydrogels - Pressure regulation - Minimally
invasive surgery - Stent - Valve

weder mechanisch durch eine Glasfaser
oder iiber einen Laser unterbrochen.

Druckmessungen an Hyaluron-
sauregel-modifizierten
Implantaten

Um Druckmessungen an den HA-Gel
modifizierten Modellstents durchzufiih-
ren und damit den Einfluss unterschied-
licher Gel- und Implantatparameter zu
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Abb. 3 A a Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Beobachtung des Gelverhaltens bei erh6htem Fliissigkeits-
druck. b Fluoreszenzaufnahme eines Hyaluronsduregels, nachdem der Druck erh6ht wurde und fluoreszenzmarkierte Fliis-
sigkeit durch das Gel hindurchflie3t. c—f Zeitreihe von Fluoreszenzaufnahmen eines mit Fluorescein markierten Gels ohne

Druck (c, e) und unter Druck (d, f). (Mit freundl. Genehmigung von Dr. Michael Thaller)
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untersuchen, wurden 2 Versuchsaufbau-
ten konzipiert: eine schnelle Methode
mithilfe der Zugpriifmaschine BOSE
Electroforce III 3200 (BOSE Electro-
Force Systems Group, Friedrichsdorf,
Deutschland), mit der der Einfluss der
HA-Konzentration und der Stentlinge
an mehreren Proben gemessen werden
konnte, und eine auf hydrostatischem
Druck basierende Methode, die erlaubte,
den realen Gleichgewichtsdruck fiir die
Ventilfunktion der HA-Gele zu bestim-
men (@ Abb. 4).
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Fir die BOSE wurden die Proben
an eine fliissigkeitsgefiillte Spritze an-
geschlossen, und anschlieffend wurde
der Ausgleichsdruck ermittelt, bei dem
sich ein konstanter Fliissigkeitsfluss bei
Verschiebung des Spritzenkolbens er-
gab (B Abb. 5a, b). Mehrfachmessungen
an einer Probe zeigten, dass der Aus-
gleichsdruck reproduzierbar ist, jedoch
ein ,, Aktivierungsdruck® notwendig ist,
um das Hydrogel zu komprimieren,
sodass sich der oben beschriebene Ka-
nal fir die Ventilfunktion bilden kann
(8 Abb. 53, c). Der Ausgleichsdruck wur-

de dann abhingig von Rohrchengeo-
metrie und Geleigenschaften ermittelt.
Zunichst wurde die Réhrchenldnge bei
gleichbleibender Gelzusammensetzung
untersucht. Hier zeigte sich, dass sich
fiir langere Rohrchen ein héherer Aus-
gleichsdruck ergab (@ Abb. 5d). Wurden
hohere HA-Konzentrationen und damit
kompaktere HA-Gele mit héherer Riick-
stellkraft, bedingt durch die rdumliche
Begrenzung, eingesetzt, stieg der Aus-
gleichsdruck ebenfalls mit steigender
HA-Konzentration.
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Der Druck, bei dem sich der Ka-
nal wieder schliefSt bzw. der den realen
Gleichgewichtsdruck darstellt, konn-
te mit dieser Methode nicht bestimmt
werden. Dieser wurde anschlieflend in
Langzeitmessungen mithilfe einer Fliis-
sigkeitssdule iiber den hydrostatischen
Druck ermittelt. Hierzu wurden aus
technischen Grinden Glasmodellstents
mit 1cm Liange und einem Durchmes-
ser von 0,5cm benutzt. Diese wurden
mit HA-Gelen (TG = 52 %, 15mg/ml
HA, MWua = 100kDa) gefiillt und vor

Augeninnendruck Der Stent wurde ins-

gesamt 3-mal ak-
tiviert, wobei sich
200 jedes Mal der glei-
che Gleichgewichts-
druck einstellte

dem Schwellen in BSS mit 100 um oder
200 um-Glasfasern entlang der Mittel-
achse des Glasrohrchens durchstoflen.
Fir diese Gele ergaben sich Gleich-
gewichtsdriicke nahe des erwiinsch-
ten Augeninnendrucks von ca. 2000 Pa
(B Abb. 6). Die Rohrchen konnten re-
produzierbar mehrfache Uberdriicke
regulieren und waren dabei tiber meh-
rere Tage stabil.

Diskussion und Ausblick

Diebisherigen Forschungsergebnisse zei-
gen, dass eine Druckregulierung durch
ein HA-Gel im Inneren eines zylindri-
schen Stents moglich ist. Der Gleich-
gewichtsdruck, bei dem keine weitere
Fliissigkeit mehr durch den Stent flief3t,
ist dabei von der Geometrie des Stents
selbst (R6hrchenlinge) sowie mafigeb-
lich von der Zusammensetzung des HA-
Gels, wiez. B. Kompressionsfihigkeit, ab-
héngig. Das Hydrogel funktioniert hier-
bei wie eine Art Ventil. Bei Uberdruck
bildet sich im Inneren des Gels ein Ka-
nal, durch den Fliissigkeit entweichen
kann. Sinken der Druck und damit die
Kraft auf das Gel, schlief3t sich der Kanal
wieder, wenn die Riickstellkraft des Gels
den Druck der Flissigkeit tibersteigt. Da
die Riickstellkraft von der Gelkomposi-
tion abhéngig ist, lasst sich der Gleich-
gewichtsdruck beeinflussen, bei dem das
Ventil wieder schlief3t.
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Mit einem {iberdimensionierten
Glasstent konnte gezeigt werden, dass
der im Auge wiinschenswerte Druck von
ca. 2000 Pa durch Anpassung der Gel-
komposition erreicht und ein Uberdruck
mehrmals hintereinander durch die Ven-
tilfunktion des Gels ausgeglichen werden
kann. Die Dimensionen der verwende-
ten Modellstents sind fiir einen Einsatz
im Auge noch zu grof}, sodass eine
Miniaturisierung erfolgen muss. Hierzu
miissen dann auch die Geleigenschaf-
ten neu angepasst werden. Da die HA-
Geleigenschaften jedoch durch mehrere
Parameter wie HA-Konzentration, HA-
Molekiillinge, Vernetzerkonzentration
etc. variiert werden konnen, wird es
moglich sein, auch in kleineren Dimen-
sionen den Augeninnendruck durch ein
HA-Gel zu regulieren.

» Eine Druckregulierung durch
ein Hyaluronsduregel im Inneren
eines zylindrischen Stents ist
mdoglich

Im nichsten Schritt miissen die zellab-
weisenden Eigenschaften der Gelkompo-
sition, die eine Druckregulierung zuldsst,
untersucht werden. Das Gel im Inneren
des Stents sollte ein Zellwachstum und
Proteinablagerungen verhindern, sodass
es zu keinem Zuwachsen oder Verstop-
fen des Ventils kommt. Hierbei kénnten
Vernetzer mit unterschiedlicher Ladung
helfen, die dem Gel unterschiedliche Ei-
genschaften verleihen [8]. Um eine 6ko-
nomische Herstellung zu ermoglichen,
ist angedacht, das bereits etablierte Ver-
fahren des ,,Roll-up“ zur Herstellung von
Titanrohrchen zu modifizieren [6]. Hier-
bei wird eine grofle Anzahl an Titan-
rohrchen durch ein Lithographieverfah-
ren in einem Selbstassemblierungspro-
zess parallel hergestellt. Nach Integration
einer HA-Schicht in das Verfahren wire
es moglich, mehrere hundert Stents pa-
rallel herzustellen. Andere Moglichkei-
ten zur Miniaturisierung des Stents bietet
die Mikrofluidik, mit deren Hilfe kleine
Fliissigkeitsmengen prazise gehandhabt
werden konnen. Die Hauptaufgaben der
weiteren Forschung an diesem neuarti-
gen Stent liegen also in der Miniaturisie-
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rung, sodass ein Einsatzim Auge moglich
ist, sowie in der Untersuchung des Zell-
verhaltens an den Grenzflichen des auf
HA-Gel basierenden Stents.
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