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Einleitung und Zielstellung

1 Einleitung und Zielstellung

1.1 Einleitung

ALook at vitreous{J.Sebagt just through it.

Die vermeintliche Schlichtheit des transparenten Glaskorpers gab lange Zeit keinen Anlass, seine
strukturellen Merkmale und physiologischen Funktionen genauer zu untersuchen. Ungeachtet
seiner zentralen Lage und der wichtigen Funktion bei der Aufrechterhaltung des Intraokulardrucks
blieb der Glaskoérper als volumenbezogen grof3te Struktur des Auges jahrelang unerforscht und

galt als blof3es optisches Medium.

Die Markteinfihrung von wirkstoffhaltigen Praparaten zur intraokularen Applikation ab dem
Jahr 2004 (zum Beispiel Macugen® mit dem Wirkstoff Pegaptanib) kam einer medikamentésen
Revolution gleich und kennzeichnet den Beginn der Pharmakotherapie von chronischen, haufig
zur Erblindung filhrenden Augenerkrankungen mit der vielversprechenden Aussicht auf eine
Erhaltung oder sogar Verbesserung der Sehkraft (Visus). Zuvor wurde der schleichende
Visusverlust mittels Laser- oder photodynamischer Behandlung lediglich verzdgert, jedoch weder
aufgehalten noch therapiert. Durch die Eignung als Applikationsorgan gewann der Glaskdrper an
Beachtung und die wissenschaftliche Nachuntersuchung dieses wenig verstandenen
Applikationsortes sowie angrenzender Strukturelemente wurde unerlasslich. In dem komplexen
Zusammenspiel aus degenerativen, neovaskuléaren und proinflammatorischen Prozessen sowie
durch seine mechanische Interaktion mit der Netzhaut (Retina) nimmt der Glaskdrper aus heutiger

Sicht eine zentrale Rolle bei einer Vielzahl von Augenerkrankungen ein.

Weltweit betrachtet sind derzeit etwa 253 Millionen Menschen sehbeeintrachtigt [1], wobei die
Zahl der Betroffenen im Zuge der demografischen Entwicklung und des altersabhé&ngig erhdhten
Erkrankungsrisikos kontinuierlich steigt. Chronische Augenerkrankungen wie Katarakt, Glaukom
und die altersbedingte Makuladegeneration (AMD) sind in Uber 80% der Falle die Ursache des
Sehverlusts. Die Behandlung von potenziell zur Erblindung fihrenden Erkrankungen des hinteren
Augenabschnitts, wie der feuchten Form der AMD oder des diabetischen Makulabdems (DME),
erfordert eine therapeutische Wirkstoffkonzentration in der Retina, der Fovea (Bereich des
scharfsten Sehens) oder der Choroidea (Aderhaut), die mittels direkter Medikamentenapplikation
in den Glaskorper (intravitreal) derzeit am erfolgreichsten erreicht wird [21 4]. In den Vereinigten

Staaten werden monatlich mehr als 140.000 intravitreale Injektionen durchgefiihrt [5]. Davon
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entfallen etwa 20% auf Corticoide (vorwiegend Triamcinolonacetonid) und etwa 80% auf

antineovaskulare Wirkstoffe. Weltweit werden jahrlich Gber 18 Millionen Injektionen gezahilt.

Mittel der ersten Wahl in der antineovaskularen Therapie sind die geman aktueller Stellungnahme
der Fachgesellschaften als gleichermalRen effektiv bewerteten Wirkstoffe Aflibercept (Eylea®,
Zulassung 2011), Ranibizumab (Lucentis®, Zulassung 2006), und Bevacizumab (Avastin®,
off label), die durch die Hemmung des vaskularen endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF) das
Wachstum choroidaler Gefal3e in die Retina verhindern oder reduzieren [6,7]. Die intravitreale
operative Medikamentengabe ist eine invasive Behandlungsmethode und kann mit
schwerwiegenden Folgen fir den Patienten verbunden sein. Bei jeder Injektion kénnen retinale
Blutungen, Netzhautablésungen und Infektionen auftreten und mit einem vollstandigen Verlust der
Sehkraft einhergehen [8,9]. Zudem wird die therapeutische Arzneimittelabgabe an das posteriore
Augensegment durch komplexe Gewebsstrukturen und Membranbarrieren erschwert. Alternative
und weniger invasive Applikationsarten als die intravitreale Injektion stellen derzeit nur wenig
erfolgversprechende Therapieoptionen dar: Weder mittels topischer Applikation in umliegende
Augengewebe wie etwa bei der Anwendung von klassischen Ophthalmika (Augentropfen, Inserte,
halbfeste Zubereitungen zur Anwendung am Auge) noch einer systemischen Therapie werden
derzeit zuverlassige Wirkstoffspiegel im hinteren Augensegment (Glaskorper, Retina, Choroidea)
erreicht.

Der Groliteil (>90%) aller ophthalmologischen Arzneimittel ist zur lokalen Anwendung am Auge
bestimmt. Auf dem Weg zur Zielstruktur ist der Tranenfilm auf der Oberflache der 0,5-0,7 mm
starken Cornea (Hornhaut) das erste Hindernis fir einen Augentropfen, der typischerweise ein
Volumen von 25-50 uL aufweist. Der physiologische Tréanenfluss von 0,5-2,2 uL/min vermindert
die Wirkstoffkonzentration in der Tranenflissigkeit, die selbst nur ein Volumen von etwa 7 pL
besitzt, und sorgt fiir eine kurze Verweildauer (<30 s) eines Grof3teils des applizierten Arzneistoffs
am Auge. Der Abtransport der nicht resorbierten arzneistoffhaltigen Flissigkeit erfolgt Gber das
lakrimale Drainagesystem und kann unter Umstanden nachfolgend zur Aufnahme in die
systemische Zirkulation fuhren. Weiterhin wird der Eintritt von exogenen Substanzen von dem
mehrschichtigen Epithel der Cornea selektiv kontrolliert. Die Chance zur Uberwindung okularer
Permeationsbarrieren wird durch die physikochemischen Eigenschaften eines Arzneistoffs wie
seine Lipophilie und Wasserl6slichkeit, Molmasse, Ladung und lonisationsgrad malfigeblich
mitbestimmt. Kleine lipophile und kleine hydrophile Wirkstoffe mit einer molaren
Masse O 3 Ogfimol zeigen eine verhéltnismaRig gute corneale Permeation. Die Bioverfuigbarkeit
selbst kleiner Arzneistoffmolekile ist am Wirkort, bei Ophthalmika meist die vordere

Augenkammer, dennoch haufig gering (1-4%) und am posterioren Segment um einen weiteren
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Faktor 10-100 geringer. Die verbleibende Dosis gelangt tberwiegend in die systemische
Zirkulation und das schnelle Anfluten des Arzneistoffs kann je nach Wirkstoffklasse erhebliche
unerwinschte Arzneimittelwirkungen zur Folge haben wie beispielsweise Sedierung,

Herzkreislaufbeschwerden, zentralnerviose Stérungen oder Schwindel mit Sturzgefahr.

Mit einer subconjunctivalen Injektion (unter die Bindehaut) kann im Vergleich zu topisch
applizierten Ophthalmika eine hohere Wirkstoffkonzentration in der vorderen Augenkammer
erreicht werden (Bioverfuigbarkeit etwa 10%). Trotz innovativer Technologien und einer
vergleichsweise groRen Oberflache mit geringer Barrierefunktion werden nach einer Injektion
unter die Bindehaut mehrheitlich sub-therapeutische Wirkstoffspiegel in der Retina erreicht.
Zahlreiche Blutgefal3e transportieren den Arzneistoff zligig in die systemische Zirkulation und
limitieren den Wirkstofftransport in das Augeninnere. Die Bioverfiigbarkeit an der Retina ist hach
subconjunctivaler Injektion mit etwa 0,1% zu gering, sodass diese Route derzeit keine klinisch
relevante Option zur medikamentdésen Behandlung von Erkrankungen des hinteren

Augensegments darstellt.

Bei Netzhauterkrankungen wie der feuchten Form der AMD, retinalen Gefal3verschliissen und
DME haben sich intravitreale Injektionen daher als Therapieoption der ersten Wahl etabliert [10].
Der intravitreal verabreichte Wirkstoff verteilt sich im Glaskorper und wird entweder Uber den
anterioren oder den posterioren Weg eliminiert. Der anteriore Eliminationsweg erfolgt Uber den
Kammerwasserabfluss in die systemische Zirkulation und setzt eine Wirkstoffdiffusion durch den
Glaskdrper in die hintere Augenkammer voraus. Fir den posterioren Eliminationsweg muss der
Arzneistoff die Retina durchdringen, um anschlieend tber den choroidalen Blutfluss eliminiert
werden zu kdnnen. Die Elimination Uber die posteriore Route wird durch die Blut-Retina-Schranke
selektiv kontrolliert und ist kleinen Molekillen mit einer ausreichenden Lipophilie vorbehalten, die
die komplexen Barrieresysteme im Auge Uberwinden kénnen. Kleine Molekile mit lipophilen
Eigenschaften werden daher schneller (Halbwertszeit 1-10 h) aus dem Glaskorper eliminiert als
groBe Molekule, fur die Halbwertszeiten bis zu mehreren Tagen beschrieben sind [11]. Fur
Ma k r o mo | e kn) lbielet da &tinale Pigmentepithel als wichtiger Bestandteil der Blut-
Retina-Schranke eine dichte Barriere, weshalb die Clearance von der Membranpermeabilitat
abhangt und fir groRe Molekile davon ausgegangen wird, dass die Elimination bevorzugt Gber

die anteriore Route verlauft [11,12].

Noch immer gibt es viele offene Fragen hinsichtlich des molekularen Wirkmechanismus von Anti-
VEGF-Proteinen (Ranibizumab, Bevacizumab, Aflibercept, Pegaptanib) sowie deren Elimination

aus dem Glaskorper. Wo die genauen Wirkorte dieser Biologica liegen und wie tief die Proteine
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in das Netzhautgewebe eindringen missen, um pharmakologisch aktiv zu sein, ist derzeit nicht
bekannt. Erkrankungsbedingt kénnen die okularen Barrieresysteme eine veranderte Permeabilitat
aufweisen und den Arzneistofftransport in die Choroidea erleichtern. Jedoch ist die Permeabilitat
von Netzhautkapillaren schwer messbar, sodass die Mechanismen zum Wirkstofftransport in und
durch die komplexe Struktur der Retina bisher wenig verstanden sind. Mangels zuverlassiger
Schatzungen besteht hier weiterhin ein groRer Forschungsbedarf. Auch die pharmakologische
Bedeutung von aktiven Transportprozessen im hinteren Augensegment ist noch weitgehend

unklar.

Neben der intravitrealen und der subconjunctivalen Route werden auch periokulare (subtenon,
peribulbar, retrobulbar), suprachoroidale und subretinale Wege zur Arzneimittelapplikation
erforscht [131 15]. Durch die Umgehung der cornealen Barriere und die geringere Entfernung
zwischen der Injektionsstelle und dem angestrebten Wirkort wird eine vergleichsweise hthere
retinale Bioverflgbarkeit erwartet. Auch die Applikation in das komplexe GefaRsystem der
Choroidea wird trotz der klrzeren Transportstrecke zum Wirkort, der grol3en Oberflache der
BlutgefalRe (Kaninchen: 400-600 mm?) und der hohen Permeabilitat der fenestrierten choroidalen
BlutgefaRwande (Offnungen von 70-80 nm) durch die verhaltnismaRig hohe choroidale
Blutzirkulation (Mensch: 43 mL/h, Kaninchen: 62 mL/h, Schwein: 96 mL/h) und die komplexen
retinalen Membranbarrieren limitiert. Folglich ist die Bioverfligbarkeit des Arzneistoffs am hinteren
Augenabschnitt sehr gering (héaufig <1%) und die therapeutische Wirkung damit fraglich. Es ist
eine anspruchsvolle technologische Herausforderung, die komplexen okularen Membranbarrieren
zu Uberwinden [16]. Viele der wirkstoffhaltigen periokularen Applikationssysteme fanden bisher
keinen Einzug in die klinische Routine, weil keine (ausreichende) Wirksamkeit erzielt werden
konnte. Somit besteht weiterhin ein grof3er Forschungsbedarf fir innovative Technologien mit

bevorzugt langerfristiger Wirkstofffreigabe an das hintere Augensegment [17,18].

Sowohl bei den topisch anzuwendenden Ophthalmika, deren Vorteil eine eigenstandige
Anwendung durch den Patienten ist, als auch bei den parenteralen Arzneiformen, die in einem
invasiven Verfahren in das Auge appliziert werden, ist die Adharenz der Patienten aufgrund der
haufigen Wiederholungsbehandlung oft ungenigend. Die erforderliche mehrmals téagliche
Anwendung von Augentropfen in der Therapie chronischer Augenerkrankungen wird von
Patienten als belastend empfunden und haufig vergessen. Zudem erschweren komplizierte
Applikationssysteme die richtige Anwendung. Demgegeniber ist die intravitreale operative
Medikamenteneingabe alle 1-2 Monate nicht nur mit Angsten bei den Patienten verbunden,
sondern stellt auch eine potenziell netzhautschadigende, dennoch unumgéangliche Intervention fur

einen Therapieerfolg dar.
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Die Wirksamkeit der intravitreal verabreichten VEGF-Inhibitoren bei Makulabdem und AMD wurde
(in Form von Visusgewinn) in zahlreichen Studien belegt und das Vorgehen bei einer intravitrealen
Injektion ist durch  Stellungnahmen der Fachgesellschaften heute  weitgehend
standardisiert [19,20]. Das Behandlungsschema ist hingegen nicht verallgemeinerbar und
Langzeituntersuchungen haben gezeigt, dass Patienten mit anfanglich gutem Ansprechen im
Laufe der Zeit wieder an Sehkraft verlieren kdnnen und Folgebehandlungen bedirfen. Nach den
3 Ublichen Injektionen zu Therapiebeginn werden die Patienten derzeit entweder monatlich
untersucht und bedarfsgerecht in Abhangigkeit vom individuellen Therapieverlauf sowie vom
ausgewahlten Wirkstoff sukzessive behandelt (pro-re-nata-Schema) oder sie werden
kontinuierlich behandelt, was fiir viele Patienten eine Uberdosierung bedeutet. Das Intervall zur
Folgebehandlung wird je nach beurteilter Aktivitat der Erkrankungen auf 2 Wochen bis 3 Monate
festgelegt (treat-and-extend-Schema [21]). Durchschnittlich erhalten AMD-Patienten damit
5-8 intravitreale Injektionen pro Jahr. Da eine Toleranzentwicklung diskutiert wird, ist ein
Wirkstoffwechsel je nach individuellem Ansprechen moglich. Problematisch ist allerdings ein
fehlendesAsi nnhaft benennbar e[ s]fireinEherapigengef22]f t e[ s] Kr it

Implantate und andere Systeme zur kontrollierten Wirkstofffreisetzung (Drug Delivery Systems,
DDS) sollen zu weniger haufigen invasiven Eingriffen und langfristigem Therapieerfolg verhelfen.
Bei gleichzeitig geringer Toxizitat am Applikations- sowie am Wirkort soll die Wirkstoff-
konzentration in der Retina durch eine kontrollierte und verlangerte Abgabe, zum Beispiel in den
Glaskdrper, Uber einen moglichst langen Zeitraum im therapeutischen Bereich aufrechterhalten
werden. Sowohl ein biologisch abbaubares (Ozurdex®) als auch nicht bioabbaubare Systeme
(Vitrasert®, lluvien® [23]) sind auf dem amerikanischen und européaischen Markt zugelassen. Viele
weitere Tragersysteme wie Silikonimplantate oder Mikropumpen, zum Teil wiederbefullbar,
befinden sich in verschiedenen Phasen der (pra-) klinischen Evaluation. Eine Auswabhl ist in der
Abbildung 1 zusammengefasst und verdeutlich die Vielfalt moglicher Wirkstofffreisetzungs-

systeme.
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Abbildung 1: Innovative Technologien zur langfristigen Wirkstoffabgabe an das hintere
Augensegment, modifiziert nach Barar et al. [24]. (1) Retina, (2) Choroidea, (3) Sklera.
PLGA - Poly(D,L-lactid-co-glycolid), PVA - Polyvinylalkohol, EVA - Ethylenvinylacetat.

Im Vergleich zu den makromolekularen Proteinarzneimitteln, die mehrere Tage im Glaskorper
verbleiben, haben kleine Molekule mit lipophilen Eigenschaften wie Dexamethason oder Triam-
cinolonacetonid kirzere Halbwertszeiten im Glaskorper (3-10 h) und werden ziigig eliminiert.
Durch die Verwendung von Suspensionszubereitungen und der begrenzten Ldslichkeit der
Corticoide im Glaskorper wird die Freisetzung im Vergleich zu Injektionslésungen potentiell
verlangert. Fur die Therapie von beispielsweise chronischen Makuladdemen ist das Intervall zur
Folgeinjektion jedoch zu kurz, um klinisch akzeptierbar zu sein und rechtfertigt den riskanten
Eingriff nur bedingt, sodass Technologien zur langfristigen Wirkstofffreisetzung an das hintere
Augensegment entwickelt wurden. Das erste biologisch abbaubare intravitreale Implantat mit
(zunachst) US-amerikanischer Zulassung war Ozurdex® (2009, Allergan). Das sterile, stabchen-
férmige Implantat ist zur Behandlung des Makulatdems zugelassen, hat eine Lange von 6 mm,
einen Durchmesser von 0,46 mm und soll das Corticoid Dexamethason (Dosis: 350 €g oder

700 £ gQber einen Zeitraum von 6 Monaten in den Glaskdrper abgeben. Das fir dieses Implantat



Einleitung und Zielstellung

verwendete Polymer Poly(D,L-lactid-co-glycolid) (PLGA) wird zu den physiologischen Metaboliten

Milchsaure und Glykolsaure abgebaut.

Fir die Zulassung in Europa bewertete der wissenschaftliche Ausschuss (CHMP) der
Europaischen Arzneimittelagentur (EMA) zwei Phase-IlI-Studien zur Sicherheit und Wirksamkeit
von Ozurdex®. Die besten klinischen Ergebnisse im Untersuchungszeitraum von insgesamt 120 d
wurden bereits 60-90 d nach der Applikation des Implantats erhalten. Anschlielend nahm die
Wirksamkeit (in Form keines weiteren Visusgewinns bis Verschlechterung der Sehkraft) wieder
ab. Dies erklart die haufige Notwendigkeit zur friihen Folgebehandlung, teilweise bereits nach
2-3 Monaten anstatt der beabsichtigten 6 Monate, um den gewlnschten Therapieeffekt zu
erzielen. Wie auch in den klinischen Studien zur Wirksamkeit und Sicherheit der VEGF-Inhibitoren
werden bei DDS mit angestrebter Langzeitwirkung immer wieder grof3e interindividuelle
Unterschiede und eine hohe Variabilitat in der Wirkdauer festgestellt. Nach aktuellen
Empfehlungen soll das Intervall zur Wiederholungsinjektion je nach Sehstarke individuell und
bedarfsgerecht angepasst werden und kann aufgrund der unvollstandigen und teilweise
unzuverlassigen pharmakokinetischen Datenlage fur intravitreal verabreichte Darreichungs-
formen bisher nicht ohne eine detaillierte funktionelle und morphologische Untersuchung beim

Augenarzt beurteilt werden.

Pharmakokinetische Daten werden Ublicherweise in (pra-) klinischen Studien zur Wirksamkeit,
Unbedenklichkeit und Qualitat eines neuen Medikaments im Rahmen seiner Marktzulassung
erhoben. Ausgewahlte physiologische Parameter kénnen von wesentlicher Bedeutung fur das
Freisetzungsprofil und die Pharmakokinetik einer Formulierung sein und werden bereits vor der
ersten Anwendung im Menschen in computerbasierten Simulationsmodellen, Tierstudien oder
In vitro-Testsystemen vereinfacht abgeschétzt. Die anspruchsvolle und mehrschichtige Struktur
des Auges als Applikationsort erschwert jedoch die Datenerhebung fur okulare und intraokulare
Darreichungsformen [25]. Zum Beispiel ist eine zur Probennahme aus dem Blut vergleichbare
serielle Probennahme aus dem Glaskdrper oder umliegenden Strukturen aus mehreren Griinden
ungeeignet und sehr risikobehaftet. Die Gelstruktur des Glaskorpers, die Herausforderung eines
reproduzierbaren Volumens und Verfahrens zur Probennahme sowie ethische Aspekte und die
allgegenwartige Gefahr fir schwerwiegende Netzhautschdden seien beispielhaft genannt. Die
Fehlfunktionen eines jeden einzelnen Segments kann einen permanenten Sehverlust oder

Erblindung zur Folge haben.

In der Ophthalmologie wird die Wirksamkeit eines Medikaments daher nicht-invasiv anhand der

Sehschérfe, mittels Netzhautuntersuchung durch die erweiterte Pupille und der Lesbarkeit
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verschieden grofRer Buchstaben auf einer Sehtest-Tafel (letter score) bewertet. Mittels
hochauflésender und kostenintensiver Bildgebungsverfahren wie der optischen Koharenz-
tomographie wird der Augenhintergrund mit Fokus auf die Retina hinsichtlich pathologischer
Veranderungen untersucht und dient einem Monitoring im Therapieverlauf und der
weiterfihrenden Therapiesteuerung. Die in klinischen Studien ermittelten pharmakokinetischen
Parameter wie die maximale Arzneistoffkonzentration (Cmax), die Zeit, zu der die maximale
Arzneistoffkonzen-tration erreicht wird (tmax) und die Flache unter der Kurve (AUC) als Malf? fir die
Arzneistoff-exposition werden Ublicherweise im Blut gemessen und sind wenig reprasentativ fir
den Glaskoérper. Die Datenlage zur Abschatzung des pharmakokinetischen Profils eines
intraokular applizierten Wirkstoffs ist daher oft lickenhaft. Eine nicht-invasive und zuverlassige
Datenerhebung der Arzneistoffkonzentrationen nach intravitrealer Medikamenteneingabe in vivo
gilt derzeit ebenso als Wunschvorstellung wie die Ergdnzung dieser unvollstandigen pharmako-
kinetischen Profile mit robusten Daten aus In vitro-Untersuchungen und Tierstudien.

In den Arzneibuchern sind verschiedene hoch standardisierte Testmethoden zur In vitro-
Charakterisierung der Wirkstofffreisetzung beschrieben, jedoch wurden diese vorrangig fir feste
orale Darreichungsformen entwickelt. Sie sind ein wichtiges Instrument in der routinemaRigen
Qualitatskontrolle und werden von den Zulassungsbehtrden akzeptiert. Hingegen sind fir
intraokulare Darreichungsformen im Speziellen sowie fur Parenteralia im Allgemeinen weder von
der amerikanischen (USP) noch von der japanischen (JP) oder europaischen (Ph. Eur.)
Pharmakop®e konkrete Prufungen zum Wirkstofffreisetzungsverhalten definiert, weshalb erste
Untersuchungsansatze in Ermangelung an standardisierten Methoden hoch variabel sind und die
Untersuchungen mit unterschiedlichen Testverfahren wenig vergleichbare Ergebnisse liefern. Fur
eine moglichst biorelevante Evaluierung der Wirkstofffreisetzung aus intraokularen Darreichungs-
formen kdnnten ausgewdhlte physiologische Parameter des Auges vereinfacht werden und in
einfachen bis komplexen Testsystemen Berucksichtigung finden, wofur zunachst ein fundiertes
Wissen uber den Applikationsort erforderlich ist. Bezogen auf die Applikation in den Glaskoérper
ist es folglich erstrebenswert, dessen Gelstruktur mit seiner altersabhangigen Verflissigung, die

Bewegung der Augen sowie Eliminationsprozesse wiederholbar zu simulieren.

Im physiologischen Zustand ist der jugendliche humane Glaskdrper eine klare, transparente,
nahezu azellulare, viskoelastische Masse, die den Raum zwischen der Linse und der Retina fillt.
Trotz des hohen Wasseranteils von 98-99% besitzt der Glaskorper eine ausgepragte gelartige
Struktur mit hoher Zugfestigkeit, die im Wesentlichen auf die Quervernetzung von Hyaluronsaure-
molekilen und langen, feinen Kollagenfibrillen zurtickzufiihren ist. Weitere Strukturproteine sind

Chondroitinsulfat, Heparansulfat, Fibrin und Opticin. Zwischen den Kollagenfibrillen befinden sich
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stark polymerisierte Hyaluronsauremolekile mit insgesamt negativer Nettoladung und starkem
Bindungsvermdégen fir Gegenionen und Wasser. Da die feinen Kollagenfasern regelmafig
angeordnet sind, ist die Streuung des einfallenden Lichts nur minimal, was die
Grundvoraussetzung fir die optische Transparenz des Glaskorpers ist. In jungen Lebensjahren
wirkt der Glaskorper durch seine viskoelastische Eigenschaft als eine Art mechanischer Puffer fr
die Retina und kann sie vor einem Trauma bewahren, indem er plétzliche, potentiell netzhaut-

schadliche Druckereignisse protektiv abfangt.

Wie bei vielen anderen okularen Strukturelementen gibt es derzeit wenige Daten Uber den
humanen Glaskdrper im Vergleich zum Glaskorper ausgewahlter Tiermodelle. Die im Folgenden
tabellierten Daten fassen den bisherigen Wissensstand zum humanen Glaskérper gréf3tenteils
zusammen (Tabelle 1). Die Festlegung auf einen zuverlassigen Einzelwert ist aufgrund grol3er
methodischer Unterschiede in der Gewinnung, Aufbereitung und Analyse von vitrealen Gelproben
zwischen verschiedenen Forschungseinrichtungen nicht in jedem Fall mdglich. Besonders die
rheologische Charakterisierung des humanen Glaskorpers steht weit am Anfang des
wissenschaftlichen Verstandnisses, nicht zuletzt aufgrund seiner altersabhéngigen Struktur-

veranderung.

Tabelle 1: Physikochemische Eigenschaften und Strukturelemente des humanen
Glaskorpers.

Physikochemische Eigenschaft Referenz
Volumen (mL) 3,7-4,0 [26,27]
Gewicht (g) 3,9 [26]
Wassergehalt (%) 98-99 [28,29]
pH-Wert 7,0-7,5 [30,31]
Osmolalitdt (mOsmol/kg) 288-369 [32]
Dichte (g/cm3) 1,0053-1,0089 [33,34]
Brechungsindex 1,3345-1,3370 [26,29]
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Fortsetzung Tabelle 1:

Strukturelemente und organische Bestandteile Referenz
Gesamtprotein (mg/mL) 0,3-1,4 [11,29,35,36]

A 10-50-Jahrige 0,4-0,6 [36]

A 50-80-Jéhrige 0,7-0,9 [36]

A >80-Jahrige 0,9-1,0 [36]
Hyaluronsaure (ug/mL) 42-1200 [11,36]
Kollagen (ug/mL) 30-532 [11,3671 38]
Albumin (ug/mL) 293 [38,39]
Lipidgehalt (ug/mL) 2 [35]
Glucose (mg/dL Wasser) 17-105 [40]
Ascorbat (mmol/L) 2 [41,42]

Fur die Vorhersage von Absorptions-, Verteilungs-, Metabolisierungs- und Eliminationsvorgangen
eines Medikaments werden Ublicherweise In silico- und In vitro-Datensatze fiir eine Physiologie
basierte pharmakokinetische (PBPK) Modellierung verwendet, bevor erste In vivo-Studien im
Tiermodell und spéater in Patienten erfolgen. In Ermangelung zuverlassiger In vitro-Daten wurden
PBPK-Modellierungen fir intravitreal verabreichte Darreichungsformen bisher kaum verfolgt [43].
In Anlehnung an die Situation in vivo wurde von Loch et al. ein Glaskdrper-Modell (GK-Modell [33])
und das Eye Movement System (EyeMoS [44]) zur biorelevanten In vitro-Simulation des
Glaskdrpers sowie ausgewahlter Augenbewegungen entwickelt. Das Volumen und die kugelige
Form des GK-Modells sind an die Geometrie des humanen Glaskorpers angepasst und ein
modifiziertes Polyacrylamid-Gel (PAAG) dient als In vitro-Substitut fur den Glaskorper. Erste
Untersuchungen wurden mit fluoreszierenden Modellsubstanzen durchgefiihrt. Modifikationen
und Optimierungen im Versuchsaufbau sowie weiterfiihrende Verteilungs- und Freisetzungs-
studien mit klinisch relevanten Wirkstoffen sollen dazu beitragen, die unvollstandige Datenlage
mit In vitro-Ergebnissen zu erganzen. Aussagekraftige und physiologisch relevante Datensatze
setzen voraus, dass die verwendeten Modelle mit Daten des aktuellen Wissensstands Uber den

Glaskdrper als Applikationsort gespeist werden.
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1.2  Zielstellung

Das Ziel dieser Forschungsarbeit war die Weiterentwicklung der von Loch et al. entwickelten
Prototypen des GK-Modells [33] und des EyeMoS [44]. AnschlieRend sollten ausgewahlte
Darreichungsformen hinsichtlich ihres Freisetzungs- und Verteilungsverhaltens im simulierten

Glaskorper charakterisiert werden.

Im GK-Modell von Loch et al. sind bereits die Kugelgestalt und die Gelstruktur des Glaskorpers
berticksichtigt und zudem kann die altersbedingte Glaskorperverflissigung in vitro simuliert
werden. Angesichts der zunehmenden Nachfrage fur intravitreale DDS mit verlangerter Wirkstoff-
freisetzung sollte das modifizierte In vitro-Freisetzungsmodell die Moglichkeit bieten, langerfristig
mehrere GK-Modelle bei simulierten Augenbewegungen im EyeMoS integrieren zu kénnen. Dabei
sollte ebenfalls die Korpertemperatur beriicksichtigt werden, da Transportgeschwindigkeiten wie
beispielsweise die Diffusionsgeschwindigkeit temperaturabhangig sind.

Fur In vitro-Untersuchungen zum Verteilungs- und Freisetzungsverhalten aus intravitrealen
Darreichungsformen sollten hoch- und niedermolekulare Modellsubstanzen (Gadospin-Komplexe
(MRT-Kontrastmittel), Fluorescein-Natrium) sowie klinisch relevante Arzneistoffe (Triamcinolon-
acetonid, Dexamethason) in Form von Ldsungen, Suspensionen oder Modellimplantaten in die
modifizierte Kombination aus GK-Modell und EyeMoS eingebracht werden. Insbesondere flr
Injektionszubereitungen wurde die Injektionstechnik als kritischer verteilungsrelevanter Parameter
erachtet und sollte reproduzierbar etabliert werden. Ausgewdahlte Gegenulberstellungen der
Freisetzungs- und Verteilungsstudien sollten mit tierischen Augengeweben vom Schwein sowie
standardisierten Testmethoden, wie der USP Apparatur 7, einem Schittelinkubator und in

Ruheversuchen ohne simulierte Augenbewegung erfolgen.

Pathologisch veranderte Bereiche des Glaskorpers werden h&ufig operativ entfernt und diesem
invasiven Eingriff (Vitrektomie) folgt zunehmend eine inflammations- oder infektions-
prophylaktische postoperative Arzneimittelapplikation in den Glaskdrper [45]. Die pharmako-
kinetische Datenlage ist diesbeziiglich unzureichend, weshalb der Zustand nach einer Vitrektomie
in vitro simuliert und der Einfluss auf das Freisetzungs- und Verteilungsverhalten von injizierbaren

Darreichungsformen charakterisiert werden sollte.

Da erste Untersuchungen zeigten, dass die altersbedingte Verflissigung des Glaskorpers als
bedeutsamer freisetzungs- und verteilungsrelevanter Parameter anzunehmen ist, jedoch zu

Beginn dieser Arbeit keine Literaturdaten zum Ausmald der Glaskorperverflissigung beim
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Menschen vorlagen, sollte eine MRT-Studie mit humanen Glaskorpern post-mortem zur weiteren

Aufklarung dieses altersabhangigen Effekts im Vergleich zum Jungtier durchgefiihrt werden.
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2 Diskussion

Ausgangspunkt fur biorelevante In vitro-Untersuchungen zur Wirkstofffreisetzung und Verteilung
aus intravitrealen Arzneiformen war die Weiterentwicklung des GK-Modells [33] sowie des
EyeMoS [44], deren Prototypen von Loch et al. vorgestellt wurden und einige Modifikationen und
Optimierungen im Versuchsaufbau erforderten. Fir die gleichzeitige Einbringung von bis zu
6 GK-Modellen wurde das EyeMoS von Loch et al. (Abbildung 2A) neu konzipiert und in der
Entwicklung um ein System zur Temperaturkontrolle erweitert (Publikationen 5.1 und 5.3). Das
modifizierte EyeMoS (Abbildung 2C-D) besteht aus sechs 3D-gedruckten Halterungen
(Abbildung 2B), die an die verschiedenen Modifikationen des GK-Modells angepasst und fur die
Ubertragung von groRen Beschleunigungen tiber Zahnriemen miteinander verbunden wurden,
sodass alle Modelle jederzeit dieselbe simulierte Augenbewegung ausfiihren und dieselbe Start-
und Endposition besitzen.

A

Abbildung 2: GK-Modell und EyeMoS von Loch et al. (A) und neu konzipiertes EyeMoS fur die In vitro-
Untersuchung von Implantaten (C) oder Injektionszubereitungen (D) in bis zu 6 GK-Modellen. Definierte
Injektionszugange (B, gelb) ermdglichen reproduzierbare Injektionen.

13



Diskussion

Im EyeMoS wurden die wenigen verfigbaren In vivo-Daten der fein abgestimmten Augen-
bewegungen nach aktuellem Wissensstand berticksichtigt [467 48]. Die 4 urspriinglich einzelnen
Module der simulierten Augenbewegungen wurden in Form von variierenden Bewegungsmustern
Uber langere Untersuchungszeitraume programmiert um eine weitere Annaherung an die
Situation in vivo zu erreichen (Tabellen 1-2 in Publikation 5.1). So wurden Phasen der langsamen
oder schnellen kontinuierlichen Drehbewegung durch kurze und sehr schnelle simulierte
Sakkaden unterbrochen. Die Programmierung von sich wiederholenden Bewegungsablaufen im
24 h-Rhythmus ist ein Kompromiss aus abwechslungsreichen und standardisierten Bewegungs-
ablaufen und bietet durch die Wiederholbarkeit des Tagesrhythmus die Madoglichkeit,
Darreichungsformen mit verlangerter Wirkstofffreisetzung (Implantate) tber lange Zeitraume bis
hin zu Monaten zu untersuchen. Spontan auftretende und individuell variierende Augen-
bewegungen wurden folglich zugunsten einer robusten Methodik und einer vergleichbaren
Betrachtung der Ergebnisse vernachlassigt. Sofern neue Erkenntnisse bezlglich der
physiologischen Situation verfugbar werden, erméglicht das flexibel programmierbare System die
Anpassung der Bewegungsmuster. Das modifizierte EyeMoS ist somit ein neuartiges und kosten-
gunstiges In vitro-Modell, das in vielfaltigen Kombinationen mit den modifizierten GK-Modellen der
In vitro-Untersuchung von intravitreal applizierbaren Darreichungsformen mit kurz- oder

langerfristiger Wirkstofffreisetzung dient.

Das GK-Modell von Loch et al. (Abbildung 3A) wurde in leichter Abwandlung fir vergleichende
Betrachtungen im Tiermodell (ex vivo) genutzt. Zwei Hélften des herkdmmlichen Glasmodells mit
jeweils einem Injektions-Port (Abbildung 3B) umschlossen ein explantiertes Schweineauge, um
dieses nach der Wirkstoffinjektion zur Simulation von Augenbewegungen in das EyeMoS zu
integrieren. Eine neue Variante des GK-Modells entstand durch den Austausch des glasernen
Modells durch zwei 3D-gedruckte Halften aus Polylactid (Abbildung 3C). Diese wurden eigens
konstruiert und mittels Fused Deposition Modelling standardisiert hergestellt, um in Anlehnung an
den humanen Glaskorper ein Volumen von 4 mL einzuschlieBen. Die Kombination einer
glasernen Modellhélfte mit einer 3D-gedruckten Modellhalfte (Abbildung 3D) bot zuséatzlich zur
kontrollierten Injektion und Probennahme die Mdoglichkeit zur visuellen Verfolgung von
Verteilungsvorgédngen gefarbter oder fluoreszierender Modellsubstanzen innerhalb des
GK-Modells.

Im Anschluss an den 3D-Druck wurden die Injektionszugdnge (gelbe IN-Stopper) an vor-
definierten Positionen am GK-Modell fixiert. Uber die Kaniilen-Lange (30 mm) wurde die
Einstichtiefe der Kantile wiederholbar definiert, wodurch in der Summe eine zentrale Injektion in

das GK-Modell reproduzierbar etabliert werden konnte. Das Volumen von 20 pL wurde innerhalb
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von 5 s injiziert. Obwohl die in vitro hoch standardisierte Injektionstechnik etwas von der klinischen
Routine abweicht, sind reproduzierbare Methoden fir die Etablierung robuster In vitro-Modelle
und vergleichbarer Datenséatze von grundlegender Bedeutung, um injektionsbedingt verzerrte

Ergebnisse im Verteilungs- oder Freisetzungsprofil eines (Modell-) Wirkstoffs zu vermeiden.

Verglichen mit Injektionszubereitungen wird die Injektionstechnik bei DDS mit verlangerter
Wirkstofffreisetzung als weniger kritisch erachtet. Da der Durchmesser des IN-Stoppers fir die
Applikation der eigens hergestellten Modellimplantate zu schmal war, wurden die Probekdrper in
einer Kanule aufgenommen und mithilfe einer zweiten Kantle in den simulierten Glaskoérper des
eigens fur Implantate entwickelten doppelwandigen Glasmodells appliziert (Abbildung 3E). In
diesem Modell wurde der Innenraum durch das aufRen herumstromende Wasser, welches tber
ein  Schlauchsystem an ein Wasserbad angeschlossen war, auf Korpertemperatur
temperiert (Publikation 5.3). Die GK-Modelle in den Abbildungen 3C-D wurden zur Temperierung
mit einem wassergeflillten Schlauch, der ebenfalls an ein Wasserbad angeschlossen war,
umwickelt. Eine Mdglichkeit zur Weiterentwicklung vom Ein- zum Zweikompartimentsystem ist in

der Abbildung 3F dargestellt und wird an spéaterer Stelle diskutiert.

Abbildung 3: GK-Modell von Loch et al. (A) und Modifikationen fur die Einbringung von explantierten
Geweben (B), lichtempfindlichen (C) oder -unempfindlichen Substanzen (D) sowie Implantaten (E).
Reproduzierbare Injektionen erfolgten durch die gelben IN-Stopper. (F) zeigt eine mdgliche
Weiterentwicklung zum Zweikompartimentsystem.

Je zwei Modellhalften wurden mit einer diinnen Schicht aus Silikon miteinander fixiert und konnten

fur analytische Zwecke leicht auseinandergenommen werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
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das von Loch et al. beschriebene PAAG [33] zur In vitro-Simulation des Glaskorpers verwendet.
Eine serielle und reprasentative Probennahme aus dem GK-Modell war aufgrund der Gelstruktur
des PAAG nicht méglich und erforderte den Versuchsabbruch zu jedem Probezeitpunkt und im
Falle der Implantate, eine Ubertragung des Probekdérpers in frisches Medium. Die Quantifizierung
eines (Modell-) Wirkstoffs in einer Halfte des Ublicherweise tiefgefrorenen Gel-Korpus erfolgte

daher als Gesamtmasse je Modellhalfte und wurde bisher nicht ortsaufgeldst untersucht.

Ein vollstandig PAAG-gefillites GK-Modell spiegelt dabei allenfalls die Situation bei Jungtieren
und Neugeborenen wieder und hat aufgrund der homogen aufgebauten Gelstruktur mit der realen
Situation im alteren Patienten vermutlich wenig gemeinsam. In erster Anndherung an die fir den
Glaskdrper des Menschen beschriebene altersabhangige Verflissigung wurde das GK-Modell mit
gleichen Volumenteilen an PAAG und Pufferlosung gefillt, um eine fortgeschrittene
Glaskdrperverflissigung invitro zu simulieren. Das methodische Vorgehen ist in der
Publikation 5.1 im Abschnitt 2.2.1 detailliert beschrieben und der Fullzustand des GK-Modells in

der dazugehorigen Abbildung 2a schematisch dargestellt.

Der pathophysiologische Mechanismus der Glaskdrperverfliissigung ist nicht im Detail geklart und
der Einfluss auf intravitreale Freisetzungs- und Verteilungsprozesse umstritten. Vermutlich fithren
altersbedingte Veradnderungen zu einem mehr oder weniger stark ausgepragten Kollaps der
Gelstruktur  (Synarese) und damit einhergehend zu einer Kompartimentierung des
Glaskdrpers [49i 51]. Eine Theorie beschreibt die Ausbildung von kollagenfreien Bereichen und
damit rein flissigkeitsgefillten Taschen, die durch Koaleszenz eine zentrale Flissigkeitstasche
bilden. Demnach bilden sich Bereiche mit hohem Anteil freien Wassers, Zonen mit kollabierter
Gelstruktur und Bereiche mit noch intaktem Glaskdrper aus [52]. Im Falle einer ausgepragten
Kompartimentierung des Glaskorpers und der Ausbildung von stérker verflissigten Bereichen
sowie Bereichen mit einer kollabierten Gelstruktur besteht die Mdoglichkeit, intravitreale
Darreichungsformen in oder durch diese verschiedenen Kompartimente zu injizieren. Unter
diesem Gesichtspunkt ist im modifizierten GK-Modell die Mdoglichkeit gegeben,
Darreichungsformen in das PAAG oder in die Pufferlésung einzubringen oder auch gezielt in oder

durch diese Kompartimente zu injizieren (Abbildung 2a in Publikation 5.1).

Die hypothetische Kompartimentierung konnte in vivo jedoch nicht belegt werden. Im Rahmen
einer hochauflésenden MRT-Studie zu dieser Arbeit wurde vielmehr gezeigt, dass sich der
Glaskorper des Menschen eher insgesamt verflissigt und abgrenzbare Flissigkeitstaschen
aufgrund der hohen Diffusivitdt von Wassermolekllen im Glaskorper und der geringen Viskositéat

des Glaskorper-Gels kaum vorstellbar sind (Publikation 5.4).
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Obwohl die Auspragung der Glaskdrperverfliissigung wenig verstanden ist, wird dieser Effekt als
verteilungsrelevanter Parameter flr intravitreale Transportprozesse angenommen [52i 54]. Die
Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen, dass die Verteilungsprozesse innerhalb eines verflissigten
GK-Modells schneller erfolgten als in einem simulierten juvenilen Glaskdrper mit vergleichsweise
festem Gelgerist. Die niedermolekulare und gut wasserlosliche Modellsubstanz Fluorescein-
Natrium verteilte sich bei einer fortgeschrittenen Verflissigung, die durch gleiche Volumenteile an
PAAG und Pufferlésung simuliert wurde, innerhalb von 2 h homogen im GK-Modell. Dies war etwa
12-mal schneller als im simulierten Glaskorper eines Neugeborenen, welcher in vitro durch ein
vollstandig PAAG-gefllltes GK-Modell simuliert wurde (Abbildung 4 in Publikation 5.1). Fir das
als wassrige Kristallsuspension verabreichte Triamcinolonacetonid wurde invitro und im
Tiermodell eine Neigung zur Sedimentation beschrieben [55,56], welche im GK-Modell bestatigt
und durch die invitro simulierte Glaskorperverflissigung verstarkt wurde (Abbildung 8 in
Publikation 5.1). Dabei hatten verschiedene Injektionstechniken (Abbildung 2a in Publikation 5.1)
auch eine unterschiedliche Wirkstoffverteilung zur Folge. Nach der zentralen Injektion von
Triamcinolonacetonid in das PAAG-Kompartiment eines verflissigten GK-Modells mit gleichen
Volumenanteilen von PAAG und Pufferlosung erfolgte innerhalb von 72 h keine sichtbare
Verteilung im GK-Modell. Stattdessen blieb der Injektionskanal im PAAG klar erkennbar
bestehen (Abbildung 8a in Publikation 5.1). Im Gegensatz dazu breitete sich das
Triamcinolonacetonid bei der gezielten Injektion in die wassrige Pufferphase zligig aus und
sedimentierte anschlieRend innerhalb einer Stunde auf den Boden des GK-Modells
(Abbildung 8b-d in Publikation 5.1).

Welche Bedeutung die Injektionsstelle fir die Wirkstoffverteilung im Glaskorper, den Transport zu
umliegenden Gewebsstrukturen sowie die Elimination aus dem Glaskorper haben kodnnte,
simulierte Friedrich et al. in einem mathematischen Modell des Kaninchenauges [57]. Nach einer
intravitrealen Injektion nahe an die Retina wurden hohere Wirkstoffkonzentrationen im hinteren
Augenabschnitt erreicht und deuten auf eine bessere Wirksamkeit hin als nach einer zentralen
Injektion in den Glaskodrper oder in die Nahe der Linse. Das initiale Wirkstoffdepot wurde im Modell
in Form eines Injektionskanals beschrieben. Mit den Ergebnissen dieser Arbeit wurde der
Injektionskanal im simulierten Glaskorper eines Jungtiers (vollstandig PAAG-geflilltes GK-Modell)
sowohl fur Fluorescein-Natrium als niedermolekulare gut wasserlésliche Modellsubstanz als auch
fur  Triamcinolonacetonid als niedermolekularen  wenig  wasserloslichen  Wirkstoff
bestétigt (Publikation 5.1). Auch mit unterschiedlich hochmolekularen MRT-Kontrastmitteln
(<1000-200 000 Da) wurde der Injektionskanal vielfach gezeigt (Publikation 5.5). Wie erwartet

nahm die Geschwindigkeit der Verteilung im simulierten juvenilen Glaskérper mit zunehmendem
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Molekulargewicht der injizierten Substanz ab und anstelle einer homogenen Verteilung im
GK-Modell blieb der Injektionskanal bei hochmolekularen Modellsubstanzen und Injektions-
suspensionen bis zu 72 h nach der Injektion klar erkennbar (Abbildung 8a in Publikation 5.1
und Abbildung 2B-C in Publikation 5.5).

Bei Suspensionen ist von Partikelgro3en-abhangigen Effekten der Wirkstofffreisetzung und
Verteilung auszugehen. Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete TriamHEXAL® ist nicht fur die
intravitreale Anwendung zugelassen (off label). Laut Herstellerinformation betragt die mittlere
PartikelgréBe von Triamcinolonacetonid in TriamHEXAL® 3,4¢ mund liegt damit in der
GroRenordnung der Partikel des fur die intravitreale Injektion zugelassenen Triesence®
(5-6 ¢ mM58,59]). Im Zellkulturmodell mit humanen retinalen Pigmentepithelzellen wurde der Effekt
von kristallinen Triamcinolonacetonid-Ablagerungen auf antiproliferative und zytotoxische
Eigenschaften untersucht [60,61]. Der direkte Kontakt von kristallinen Wirkstoffpartikeln mit
retinalen Gewebsstrukturen kann eine lokale, schnell fortschreitende Zytotoxizitat verursachen,
weshalb epiretinale Ablagerungen nach intravitrealer Injektion von Triamcinolonacetonid
hinsichtlich der langfristigen Biokompatibilitat als kritisch erachtet wurden. Bei Kaninchen flhrte
die einmalige intravitreale Injektion (100 pL) von 0,5 mg oder 1 mg Triamcinolonacetonid nicht zu
morphologischen Netzhautver&nderungen, wohingegen Dosierungen von 4 mg, 8 mg und 20 mg
erhebliche Netzhautschaden verursachten [56]. In Studien mit isolierten Rinderaugen wurden
retinatoxische  Effekte fur Wirkstoffkonzentrationen ab 4 mg/mL durch epiretinale
Triamcinolonacetonid-Kristalle beschrieben und darauf hingewiesen, dass derartige
Triamcinolonacetonid-Konzentrationen vermieden werden sollten [55]. Neben dem Arzneistoff
kann auch das verwendete Vehikel, wie der konservierend wirksame Benzylalkohol, potentiell
retinatoxische Wirkungen haben [62,63]. Klinische Langzeituntersuchungen zur Risikobewertung

sollten hier folgen.

Fir die Beschreibung der Situation im alteren Patienten sind Tiermodelle oft ungeniigend und
konnen irrefihrende Ergebnisse liefern [64], weil beispielsweise die fur den Menschen
beschriebene altersabhéngige Verflissigung des Glaskdrpers im Jungtier nicht gefunden wird.
Mangels zuverlassiger Alternativen werden dennoch die meisten Studien im Tiermodell,
typischerweise mit Jungtieren, durchgefuhrt [27]. Die vorrangig verwendeten Spezies (Kaninchen,
Schwein, Makake, Rind) unterscheiden sich in anatomischen Merkmalen von denen des
Menschen (Biometrie, Augeninnendruck, Permeabilitat, Clearance), was sich in interindividuell
verschiedenen pharmakokinetischen Profilen einer intravitreal applizierten Darreichungsform
widerspiegeln kann. Zudem kann der Einfluss einzelner verteilungs- oder freisetzungsrelevanter

Faktoren aufgrund nicht standardisierter Methoden (Probennahmeverfahren, Zeitpunkte der
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Probennahme, Studiendauer) und Ausgangsbedingungen (untersuchte Spezies, Zustand nach
operativer Entfernung des Glaskoérpers (Vitrektomie) oder der Linse, enzymatisch induzierte Lyse
des Glaskorpers) sowohl bei Human- als auch Tierstudien oft nicht genau herausgestellt werden.
Das unterschiedliche Studiendesign pharmakokinetischer Untersuchungen erschwert damit die

korrekte Interpretation von Ergebnissen und die Beurteilung fir die Situation im Patienten [65].

Beispielsweise wird die Halbwertszeit von Ranibizumab im Glaskdrper von Kaninchen mit
2,6-2,8d und im Menschen mit 7,1 d angegeben [66168]. Auch bei Bevacizumab ist die
Halbwertszeit im Kaninchen (4,32-6,61 d) im Mittel nur etwa halb so lang wie fir den Menschen
(6,7-10 d) beschrieben [69,70]. Welchen Einfluss die Glaskorperverflissigung oder eine
vorhergehende Vitrektomie auf die Pharmakokinetik hat, ist dabei umstritten [66,71]. Bei diesem
operativen Eingriff werden pathologisch verdnderte Bereiche des Glaskorpers, wie
Me mbr anberei che, gezielt entfernt (Aabgesch2al tdi),
intravitreal applizierte Wirkstoffe schneller in umliegende Augengewebe gelangen kdnnten
[72,73]. Klinische Daten, die diese Hypothese bestatigen, liegen derzeit jedoch nicht vor, zumal
eine Verallgemeinerung von pathophysiologisch verschiedenen Krankheitsbildern wie
beispielsweise DME oder AMD nicht sinnvoll ist. Das bei der Vitrektomie entnommene Volumen
des Glaskorpers wird tUblicherweise durch Gas (SFs oder CsFs), Kochsalzlésung, Silikondl (SO)
oder Perfluorocarbone (zum Beispiel CioFis) ersetzt und infektionsprophylaktisch werden
Antibiotika in den Glaskorper injiziert [74]. Die Wirkstoffverteilung nach intravitrealer
Medikamentenapplikation in den vitrektomierten Glaskorper ist abgesehen von ausgewéhlten
Assays in vitro praktisch nicht untersucht und wenig verstanden. Daher wurde das GK-Modell
neben der bereits etablierten Moglichkeit zur In vitro-Simulation der Glaskdrperverfliissigung um
die Option erweitert, den Zustand des Glaskorpers nach einer (partiellen) Vitrektomie zu
simulieren (Abbildung 1 in Publikation 5.2). Dafur wird das GK-Modell zu gleichen Teilen mit
PAAG und dem klinisch verwendeten Silikonol Siluron® 5000 als Glaskorperersatz gefllt und
kann mit einer Wirkstoffapplikation kombiniert werden. Bei simulierten Augenbewegungen kann

somit die Wirkstoffverteilung im GK-Modell nach simulierter Vitrektomie untersucht werden.

Dabei kann die Wirkstoffapplikation beispielsweise in das SO oder in die verbliebenen Gel-
Bereiche des Glaskérpers erfolgen, woraus unterschiedliche Verteilungsmuster und damit
verbundene therapeutische Effekte resultieren konnen. Zudem wird angenommen, dass das
Glaskdrpersubstitut das Freisetzungs- und Verteilungsverhalten beeinflussen und gegebenenfalls
als intraokularer Medikamententrager fungieren kann [75]. Fir erste In vitro-Untersuchungen zur
Wirkstoffverteilung im vitrektomierten GK-Modell wurden Fluorescein-Natrium und Triamcinolon-

acetonid ausgewahlt und entweder in das SO oder in das PAAG injiziert (Publikation 5.1 und 5.2).
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Der Versuch einer Injektion durch PAAG in SO resultierte im Ruckfluss von Fluorescein-Natrium
in das PAAG und der initialen Verteilung der Modellsubstanz an der Phasengrenze zwischen dem
hydrophoben SO und dem hydrophilen PAAG. Die Oberflachenbeschaffenheit der Kandile flhrte
in Verbindung mit den hydrophoben Eigenschaften des SO dazu, dass Injektionen durch die
Phasengrenze aufgrund der Verschiebung der Grenzflache mit der Kantle nicht wie beabsichtigt
durchfuhrbar waren. Das Ergebnis der gezielten Injektion von Fluorescein-Natrium direkt in das
PAAG war initial der charakteristische Injektionskanal. Unabhangig von der Injektionstechnik
wurde in der Publikation 5.2 gezeigt, dass sich die gut wasserldsliche und niedermolekulare
Modellsubstanz ausschlief3lich im PAAG und nicht im SO verteilte, was aufgrund der fehlenden
Loslichkeit im SO erwartet wurde. Da das PAAG in ausgewahlten physikochemischen
Eigenschaften an den menschlichen Glaskérper angepasst ist und sowohl das SO als auch das
Injektionszubehdr klinisch verwendet werden, ist anzunehmen, dass sich niedermolekulare und

gut wasserldsliche Substanzen auch in vivo nicht im SO verteilen.

Die gezielte Injektion des klinisch relevanten und lipophilen Triamcinolonacetonids in das SO
erschien initial als klar abgrenzbares kugelférmiges Depot im SO, das unmittelbar nach der
Injektion zigig an die Phasengrenze zwischen SO und PAAG sedimentierte (Abbildung 9 in
Publikation 5.1). Anschlie3end sedimentierte das Triamcinolonacetonid innerhalb des injizierten
Suspensionsdepots, Uberwand die Grenzflache etwa 1 h nach der Injektion und sedimentierte im
PAAG in Form eines weil3en kristallinen Riickstands. Dies hatte einen sprunghaften Anstieg der
Triamcinolonacetonid-Konzentration im PAAG zur Folge.

Eine homogene Verteilung einer Triamcinolonacetonid-Suspension bei vitrektomierten Augen ist
somit hochst unwahrscheinlich und der Wirkstofftransfer zur Retina konnte ebenfalls sehr
begrenzt sein. Vorausgesetzt, dass sich das Tragersystem, wie SO, nahe am Zielgewebe (Fovea)
befindet, konnten wirkstoffbeladene Glaskdrpersubstitute zuklnftig eine innovative Option zur
verlangerten Wirkstoffabgabe an die Netzhaut darstellen. In vitro blieb das SO Uber 72 h an seiner
urspriinglichen Position und veranderte seine Ausrichtung im GK-Modell kaum wahrnehmbar.
Weder schnelle noch langsame simulierte Augenbewegungen verursachten eine Veranderung
der Form und Gr6Re der SO-Blase. Die Phasengrenze zwischen PAAG und SO blieb wahrend
der untersuchten 72 h klar erkennbar und die geringere Dichte des SO im Vergleich zum PAAG
begriindet dessen Ausrichtung im oberen Bereich des GK-Modells. Es ist davon auszugehen,
dass die geschlossene Zirkulation sowie die leicht raue Oberflachentextur des GK-Modells die
Ausrichtung des SO mitbestimmt haben und mit Abweichungen zur Situation in vivo zu rechnen

ist.
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Gegenwartig ist neben der Kombination aus GK-Modell und EyeMoS kein In vitro-Modell
beschrieben, mit dem sowohl die Augenbewegungen als auch ausgewabhlte biorelevante Aspekte
des Glaskorpers (physikochemische Eigenschaften, Gelstruktur, Volumen, Kugelgestalt,
altersbedingte Verflissigung, Vitrektomie) simuliert werden kénnen und welches zudem die
Mdglichkeit bietet, intravitreale Darreichungsformen einzubringen und hinsichtlich ihres

Freisetzungs- und Verteilungsverhaltens zu untersuchen.

Die Simulation von Augenbewegungen wurde in vitro bisher weitgehend ignoriert [76i 78].
Gelegentlich wurden vereinfachte und wenig biorelevante Schittel- oder RUhrbewegungen
vollzogen, aber aufgrund verschiedener Apparaturen, TestgefaRe und Umdrehungszahlen ist ein
Datenvergleich kaum mdglich. In ausgewahlten Finite-Element Modellen [58,79,80] wird meist nur
eine Art der Augenbewegung simuliert [81] und die Bewegung entlang von nur einer Achse
ausgefuhrt [82]; die physiologischen Bewegungsmuster sind jedoch vielfaltig und variabel. Flr
Permeabilitatsuntersuchungen und spezifische Transportmechanismen sowie Risiko-
beurteilungen in Form von Toxizitatsstudien werden oft Zellkultur-Modelle herangezogen [60,83],
jedoch werden der Mechanismus sowie das Ausmald der Wirkstofffreisetzung und-Verteilung in

diesen Modellen nicht abgebildet.

Die Auswahl der Testapparatur, unterschiedliche Probennahme- oder Transfermethoden, die Art
und Intensitat der Agitation sowie die Zusammensetzung und Viskositat des verwendeten
Testmediums wurden als freisetzungsrelevante Parameter angenommen und im Rahmen dieser
Arbeit am Beispiel der In vitro-Wirkstofffreisetzung aus intravitrealen Modellimplantaten
untersucht (Publikation 5.3). Dafiir wurden Untersuchungen im Schittelinkubator, in einer
standardisierten USP 7 Apparatur, im GK-Modell kombiniert mit dem EyeMoS sowie im GK-Modell
ohne Bewegung vergleichend gegenubergestellt. Alle Untersuchungen wurden unter
Sinkbedingungen in PAAG oder Pufferldsung durchgefiihrt, sodass die Ldslichkeit im Medium die

Freisetzung aus dem Modellimplantat nicht limitierte.

Im eintauchenden Halter einer standardisierten USP 7 Freisetzungsapparatur sind die
Darreichungsformen aufgrund des Abriebs am Metallkérbchen sowie intensiver Stromungs-
prozesse einer intensiven mechanischen Beanspruchung ausgesetzt. Am Beispiel von
Dexamethason-beladenen PLGA-Modellimplantaten wurden ein intensives Quellverhalten,
Desintegration, Fragmentierung, Oberflachenvergrof3erung sowie Formverédnderungen
beobachtet (Abbildung 4 in Publikation 5.3). Der Eintritt von Wasser in die Poren des PLGA flihrte
zur Quellung des Polymers sowie zu Formveranderungen der Implantate. Die Fragmentierung

von Modellimplantaten verursachte in vitro eine schlagartige Freisetzung von Wirkstoffteilmengen
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und hatte initial variable Freisetzungsraten zur Folge (Abbildung 5 in Publikation 5.3). Hinsichtlich
der insgesamt freigesetzten Dosis hatte die Fragmentierung der Implantate in vitro keinen
nennenswerten Einfluss. Unklar ist, ob das Handelspraparat ein vergleichbares Quellverhalten
zeigt und ob die beobachteten Prozesse fir den Patienten von Bedeutung sind. In ersten
klinischen Fallbeispielen ist die spontane Fragmentierung von Ozurdex® beschrieben, wobei
derzeit keine Daten zur Wirkstofffreisetzung oder mogliche Komplikationen fir den Patienten, wie

die Ausbildung eines Glaukoms, bekannt sind [84,85].

Im Schittelinkubator (150 rpm) wurden die Modellimplantate mechanisch weniger stark
beansprucht als im USP 7, was in einer geringen Variabilitat der Wirkstofffreisetzung
resultierte (Abbildung 7 in Publikation 5.3). Jedoch werden die komplexen und vielfaltigen
Augenbewegungsmuster in beiden Apparaturen nur unzureichend widergespiegelt. Die
Wirkstofffreisetzung in vitro von 99,2 + 3,6% nach 84 d ist zwar in guter Ubereinstimmung mit der
klinisch beobachteten Wirkdauer von Ozurdex® (60-90 d [86]), jedoch ist unklar, ob die Daten des
eigens extrudierten Modellimplantats mit denen des Handelspraparats verglichen werden kénnen,
da der Wirkstoffgehalt sowie die Spezifikationen des Polymers (derzeit noch) patentrechtlich
geschitzt sind. In Ozurdex® ist ein PLGA in einer Mischung aus Saure- und Ester-terminierten
Endgruppen enthalten, wahrend in dieser Arbeit ein PLGA mit ausschlie3lich Sdureendgruppen

verwendet wurde.

Die Eigenschaften des Polymers (Verhaltnis von Lactid-Glycolid-Copolymer, Saure- oder Ester-
terminierte Polymerkettengruppen) und seine Verarbeitungsparameter sind wichtig im Hinblick auf
die Oberflachenbeschaffenheit des Implantats sowie die Wirkstoffverteilung im Polymer. Vom
zugelassenen Fertigarzneimittel abweichende Produktspezifikationen sowie Herstellungs- und
Sterilisationsmethoden haben schlielilich ein abweichendes Abbau- und Freisetzungsverhalten
zur Folge, weshalb die Freisetzung von Dexamethason aus dem gewahlten Resomer® RG 502 H
nicht unkritisch auf die Wirkstofffreisetzung von Ozurdex® tUbertragen werden sollte [87]. Leider
liegen zum aktuellen Stand noch keine Daten zum Polymerabbau in vivo vor. In der Klinik sind
sogenannte A Ge i dniplantafe beschrieben, bei denen die Degradation des Polymers
vermutlich langsamer erfolgt als die Wirkstofffreisetzung und aufgrund des Wirksamkeitsverlusts
ein neues Implantat appliziert wird, bevor das vorherige DDS vollstandig abgebaut ist. Fir eine
erste biorelevante Abschéatzung der Auflésungs- und Hydrolyserate von Polymeren in vitro kann

das GK-Modell in Kombination mit dem EyeMoS zukiinftig beitragen.

Wie anfangs beschrieben, erfordert die Untersuchung von Modellimplantaten im GK-Modell

derzeit einen vollstandigen Ersatz des Mediums zu jedem Probezeitpunkt und eine Ubertragung
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des Implantats in frisches Medium, da eine reprasentative Probenahme von PAAG aufgrund
seiner Gelstruktur nicht mdglich ist. Die erwéhnte Quellung des Polymers und der friihzeitige
Zerfall des PLGA limitierten die Umsetzung der Probekdrper und damit die Untersuchung im
modifizierten, doppelwandigen und temperierten GK-Modell, sodass mechanisch stabilere Poly-
caprolacton (PCL) Modellimplantate mit der Mdglichkeit zum Transfer der Probekérper verwendet
wurden. Im Vergleich zur moderaten Bewegung im Schuttelinkubator (150 rpm) schien die
Freisetzung von Dexamethason aus PCL aufgrund der simulierten Augenbewegung im EyeMoS
beschleunigt zu sein (Abbildung 6 in Publikation 5.3). Nach 71 d wurden bei simulierten Augen-
bewegungen etwa 39% Dexamethason aus PCL freigesetzt. Unter Verwendung des Schittel-
inkubators mit standardisierten und moderaten Bewegungen wurden nach 77 d hingegen etwa
27% Dexamethason freigesetzt, was mit dem Experiment ohne Bewegung (etwa 26% nach 77 d)
vergleichbar ist. Dies deutet darauf hin, dass die Wirkstofffreisetzung durch die Art und Intensitat
der Bewegungen beeinflusst wird und bei In vitro-Untersuchungen moglichst biorelevant
bertcksichtigt werden sollte. Im Hinblick auf die Situation in vivo kdnnten die Ergebnisse, die im
Schuttelinkubator erhalten wurden, folglich eine zu geringe Wirkstofffreisetzung vermuten lassen.

Beim Vergleich verschiedener Freisetzungsmedien (PAAG, Pufferldsung) unter ansonsten
identischen Testbedingungen im Schittelinkubator (37 °C, 150 rpm) wurde aus PCL-Modell-
implantaten innerhalb von 67 d deutlich mehr Fluorescein-Natrium (72,4 £ 6,2%) in den Puffer als
in das PAAG (62,4 = 3,4%) freigesetzt, was mit den reduzierten konvektiven Strdmungen
innerhalb des PAAG verglichen mit der Pufferlosung begriindet werden kann (Abbildung 7 in
Publikation 5.3). Im Gegensatz zu diffusionskontrollierten Transportvorgangen werden konvektive
Stromungen im Glaskorper vermutlich aufgrund seiner altersbedingten Strukturveranderung und
der damit einhergehenden Glaskdrperverflissigung verstarkt und beschleunigen den vitrealen
Massentransfer [79,88,89].

Wie von Loch et al. gezeigt, wird die Gel-Komponente im verflissigten GK-Modell von der
Pufferldsung umspult und gut wasserldsliche niedermolekulare Substanzen wie Fluorescein-
Natrium koénnen mit diesem Flissigkeitsstrom im GK-Modell verteilt werden [44]. In
Kaninchenaugen wurde die Geschwindigkeit konvektiver Flussigkeitsstrome vom Ziliarkdrper in
Richtung der Retina auf 2x10° cm/min geschatzt [90]. Hypothetisch kdnnte die niedermolekulare
Modellsubstanz mit diesem Strom aus dem Glaskorper des Patienten eliminiert werden und erfullt
die derzeit beschriebenen theoretischen Voraussetzungen sowohl fiir den anterioren als auch den
posterioren Clearance-Weg. Diese Eliminationsvorgdnge blieben im geschlossenen GK-Modell
bisher unberiicksichtigt, was nicht zuletzt auf das hoch komplexe und schwer simulierbare

GefalRsystem der Aderhaut zurtickzuftihren ist (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Das komplexe Gefal3system der Aderhaut. Modifiziert nach Graumann et al. [91].
GefaRversorgung (A) und Blutgefal3e (B) des Augapfels im Querschnitt und Blick auf den
Augenhintergrund (C). Rot: Arterien, blau: Venen.

Dennoch wurden erste Schritte fur eine zukinftige Etablierung eines zweiten Kompartiments im
GK-Modell unternommen. Mit dem Ziel eine Membranbarriere zu simulieren, wurde eine
3D-gedruckte perforierte Halbkugel mit einer 5%-igen Losung aus Ethylcellulose in Aceton
Uberzogen. Nachdem das organische Lésungsmittel verdampft war, blieb ein Diffusionsiiberzug
aus Ethylcellulose zuriick. Ublicherweise wird Ethylcellulose in oralen Darreichungsformen als
nicht wasserloslicher und nicht in Wasser quellender Hilfsstoff zur Direkttablettierung von
Controlled-Release-Systemen und bei der Filmbeschichtung von Tabletten eingesetzt. Im Hinblick
auf das GK-Modell kénnten zwei solcher Membranhalbkugeln miteinander kombiniert und fixiert
werden und ein Volumen von 4 mL Glaskorpersubstitut (wie PAAG) eingrenzen (Abbildung 3F,
Seite 15). Dieses durch die Membran abgegrenzte Gelkompartiment konnte von einer
temperierbaren Pufferlosung umsplilt werden, die das GefalRsystem der Choroidea in vitro

simuliert und im entsprechend adaptierten GK-Modell die Méglichkeit zur Probennahme bietet.

Die Etablierung eines solchen Systems erfordert noch umfangreiche Voruntersuchungen.
Beispielsweise muss die Permeabilitat der Membran charakterisiert und auf Reproduzierbarkeit
Uberprift werden. Dafiir kdnnte die Ussing-Kammer oder eine an die Ussing-Kammer adaptierte
Apparatur genutzt werden. Zudem muss ausgeschlossen werden, dass durch Druckdifferenzen
oder ahnliche Phanomene Austauschraten zustande kommen, die physiologisch nicht relevant
sind. Derartige Schwierigkeiten wurden von Loch et al. [92] fUr eine dreiteilige Durchflusszelle, die
aus einem Wirkstoff-Reservoir und zwei &aul3eren Akzeptor-Kompartimenten mit je einem
Flusskanal fir den Abtransport im Puffermedium besteht, aufgezeigt. Ein anderes in der Literatur
beschriebenes In vitro-Freisetzungsmodell ist das PK-Eye [78], welches eine anteriore
Clearancekomponente besitzt, die den Kammerwasserabfluss simulieren soll. Der posteriore
Eliminationsweg und andere biorelevante Parameter wie die Augenbewegung und die

altersbedingte Glaskorperverflissigung werden nicht abgebildet.
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Zum aktuellen Zeitpunkt wirde das Zusammenfiigen von Modellen, in denen neben der Form und
Beschaffenheit des Glaskorpers sowie der Augenbewegung zusatzlich posteriore und anteriore
Eliminationswege  berlcksichtigt werden, den Modellaufbau demnach dramatisch
verkomplizieren. Ein perfektes Augenmodell, mit dem alle Parameter des menschlichen Auges
beschrieben werden, ist zwar wiinschenswert, aber scheint zum aktuellen Zeitpunkt praktisch
nicht umsetzbar, weshalb eine separate Untersuchung ausgewahlter Parameter beziehungsweise

eine Kombination von In vitro-, Tier- und Computermodellen derzeit unabdingbar bleibt.
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3 Zusammenfassung

Bis heute ist die Haupterblindungsursache in den westlichen Industrienationen, die altersbedingte
Makuladegeneration, nicht heilbar und aufgrund der zunehmenden Lebenserwartung der
Bevolkerung wird die Anzahl an Neuerkrankungen zukinftig weiter steigen. Die intravitreale
operative Medikamentengabe gilt als aktuelle Standardtherapie um das Fortschreiten eines
Visusverlusts zu verzdgern und kann in manchen Fallen eine deutliche Sehverbesserung
bewirken. Uberwiegend werden antiinflammatorische und antineovaskulare Wirkstoffe in Form
von intravitrealen Injektionen verabreicht, deren Nachteil jedoch ein verhaltnismafig kurzer
Therapieeffekt in Hinblick auf die chronische Erkrankung des hinteren Augenabschnitts ist. Fur
langerfristig erfolgreiche Therapien sind zahlreiche Innovationen im Bereich der periokularen und
intravitrealen Arzneistofffreigabesysteme in unterschiedlichen Phasen der Forschung und
Entwicklung, deren Wirksamkeit und Sicherheit jedoch erst belegt werden muss. Fir mdglichst
pradiktive Ergebnisse uber das Verhalten von Arzneiformen invivo sollten ausgewéahlte
physiologische Parameter in Modellen und Testmethoden simuliert und nach aktuellem
Wissensstand beriicksichtigt werden kdnnen. Da die reale Situation des Glaskorpers alterer
Patienten in Tiermodellen nur unzureichend widergespiegelt wird und die Nutzung von
Simulationsmodellen zur Abschatzung des pharmakokinetischen Profils von Arzneistoffen oder
Darreichungsformen aufgrund der lickenhaften Datenlage Uber den Glaskorper als
Applikationsort oft limitiert ist, sollen zuverlassige In vitro-Testsysteme dazu beitragen, die

unvollstéandige Datenlage mit In vitro-Ergebnissen zu ergéanzen.

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, humane Glaskdrper aus der postmortalen Spende zu
gewinnen und zu charakterisieren. Somit konnten die liickenhaften Literaturdaten zum humanen
Glaskdrper durch ausgewaéhlte physikochemische Eigenschaften (pH-Wert, Brechungsindex,
Osmolalitdt, Gesamtproteingehalt, Wassergehalt) erganzt werden. Zudem wurden
Untersuchungen zur Glaskorperverflissigung durchgefihrt und erstmals eine altersbedingt
zunehmende Inhomogenitat des humanen Glaskdrpers im Gegensatz zum Jungtiermodell

(Schwein) gezeigt.

Weiterhin wurden die von Loch et al. beschriebenen Prototypen des GK-Modells und des EyeMoS
in weiterer Anlehnung an die Situation in vivo modifiziert und ausgewdahlte Darreichungsformen
hinsichtlich ihres Freisetzungs- und Verteilungsverhaltens im simulierten Glaskorper
charakterisiert. In Ergénzung zu den Modellen von Loch et. al wurde neben einem standardisierten
Injektionsverfahren zudem die Korpertemperatur, vielfaltige Augenbewegungsmuster und der

Zustand nach einer Vitrektomie in den modifizierten In vitro-Modellen berlcksichtigt. Fur
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Langzeituntersuchungen bis Giber Monate bietet die neuartige und kostengiinstige Testapparatur
die Mdglichkeit, 6 GK-Modelle gleichzeitig bei simulierten Augenbewegungen zu integrieren. Am
Beispiel von intravitrealen Modellimplantaten mit dem klinisch haufig eingesetzten Wirkstoff
Dexamethason wurde der Einfluss ausgewahlter In vitro-Testmethoden und -Parameter im
Hinblick auf die Wirkstofffreisetzung aus Implantaten untersucht. Je nach verwendeter
Testapparatur, Testmedium und einer Probenahme- oder Transfermethode wurden erhebliche
Unterschiede in den Freisetzungsprofilen von Dexamethason oder Fluorescein-Natrium aus PCL-
oder PLGA-Modellimplantaten beobachtet, wodurch die Notwendigkeit zum Verstandnis der
zugrundeliegenden und freisetzungsbestimmenden In vivo-Parameter sowie deren Transfer in

zuverlassige In vitro-Testsysteme hervorgehoben wurde.

Weiterhin wurde gezeigt, dass die simulierte Glaskorperverflissigung, wie sie flr éltere Patienten
beschrieben ist, im Vergleich zum homogen aufgebauten Glaskdrper eine schnellere Verteilung
der Injektionslésungen im GK-Modell zur Folge hat. Suspensionszubereitungen zeigten anstatt
einer homogenen Verteilung im GK-Modell eine ausgepréagte Neigung zur Sedimentation, was am
Beispiel des klinisch relevanten Triamcinolonacetonids verdeutlicht wurde. Der simulierte Zustand
nach einer Vitrektomie mit anschlieRender Injektion der wirkstoffhaltigen Suspension resultierte
ebenfalls in einer Sedimentation der Triamcinolonacetonid-Partikel, deren potentiell
netzhautschadigende Effekte in klinischen Langzeitstudien untersucht werden sollten.

Zusammenfassend verdeutlichen die Ergebnisse dieser Arbeit kritische In vitro- und In vivo-
Parameter, die die Wirkstofffreisetzung und -Verteilung aus intravitrealen Darreichungsformen
beeinflussen und die von groRRer Bedeutung fur die Abschatzung des pharmakokinetischen Profils

einer Arzneiform sein kdnnen.
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Veroffentlichungen

5 Veroffentlichungen

5.1 Distribution of fluorescein sodium and triamcinolone acetonide in the
simulated liquefied and vitrectomized Vitreous Model with simulated eye
movements

(European Journal of Pharmaceutical Sciences 2017; 109: 233-243)
S. Stein, M. Bogdahn, C. Rosenbaum, W. Weitschies, A. Seidlitz

In dieser Arbeit wird die Weiterentwicklung der In vitro-Modelle von Loch et al. zur Simulation des
Glaskdrpers (GK-Modell) sowie von Augenbewegungen (EyeMoS) beschrieben. Modifizierungen
erfolgten hinsichtlich eines standardisierten Injektionsverfahrens, der Kombination von
verschiedenartigen simulierten Augenbewegungen fir lange Untersuchungszeitrdume bis tber
Monate, einer Temperierung der GK-Modelle sowie der Mdglichkeit, den Zustand nach einer
Vitrektomie im GK-Modell zu simulieren. Am Beispiel einer wassrigen Losung von Fluorescein-
Natrium sowie einer Suspension des haufig intraokular angewendeten Triamcinolonacetonids
wird gezeigt, dass die simulierte altersbedingte Glaskorperverflissigung die Verteilung einer
niedermolekularen Injektionslésung beziehungsweise die Neigung einer wirkstoffhaltigen
Suspension zur Sedimentation im GK-Modell beschleunigt. Dabei werden verschiedene
Injektionstechniken untersucht. Es wurde weiterhin verdeutlicht, dass eine Triamcinolonacetonid-
suspension nicht nur im simulierten verflissigten sondern auch im simulierten vitrektomierten

Glaskdrper stark sedimentiert anstatt gleichmafig im GK-Modell verteilt zu werden.

Hinweis zum Urheberrecht:

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved. Permission is not required.
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ABSTRACT

Keywords:

Eye Movement System
Vitreous Model
Intravitreal injection
Vitreous liquefaction
Vitrectomy

In vitro distribution

Intravitreal administration is the method of choice for drug delivery to the posterior segment of the eye with
special emphasis on the vitreous body and its surrounding retinal vasculature. In order to gain a better un-
derstanding of the underlying distribution processes, an in vitro model simulating the vitreous body (Vitreous
Model, VM) and a system simulating the impact of movement on the VM (Eye Movement System, EyeMoS) was
previously developed. In the study reported here, these systems were modified in regard to a standardized
injection procedure, the diversity of simulated eye movements, extended periods of investigation, the oppor-
tunity to simulate the state after vitrectomy and in considering the physiological temperature. Fluorescein so-
dium (FS) and triamcinolone acetonide (TA) were used as (model) drugs to examine the drug distribution within
the VM. Vitrectomy was simulated by replacing half the volume of the polyacrylamide gel that was used as
vitreous substitute with the clinically used Siluron® 5000 whereas for a simulated liquefaction half the volume of
the gel was replaced by buffer. A simulated liquefaction caused a 12-fold faster distribution of FS compared to
the simulated juvenile VM, which was most likely caused by convective forces and mass transfer. Also, the
injection technique (injection into the gel or into the buffer compartment) influenced the resulting distribution
pattern. Without any liquefaction, the previously described initial injection channel occurred with both (model)
drugs and, in the case of TA, remained almost unchanged during the investigation period of 72 h. Simulating
vitrectomized eyes, TA did not spread uniformly, but either remained in the depot or strongly sedimented within
the VM suggesting that a homogenous distribution of a TA suspension is highly unlikely in vitrectomized eyes.
High variabilities were observed with ex vivo animal eyes, demonstrating the limited benefit of explanted tissues
for such distribution studies. The combination of the modified VM and EyeMoS seems a valuable tool for
characterizing intravitreal dosage forms in a reproducible simulation of diversified eye movements and a par-
tially liquefied or vitrectomized vitreous body.

1. Introduction

the treatment of retinal diseases upon direct loading with intravitreal
dosage forms such as injections or implants. For the evaluation of the

In recent years, drug therapies for the treatment of posterior eye
segment diseases such as macular degeneration or diabetic macular
edema have gained increasing interest (del Amo and Urtti, 2008;
Geroski and Edelhauser, 2000). Since typically no adequate intravitreal
drug levels are achieved upon topical administration of ophthalmics or
systemic therapy, an intravitreal application is regarded as first line
treatment in order to increase the bioavailability at the posterior seg-
ment by avoiding the corneal or transscleral routes which are limiting
permeability barriers for pharmaceutical ingredients (Urtti, 2006).
Thus, the vitreous body may represent an intraocular drug reservoir for

distribution and pharmacokinetics of intravitreal administered drugs as
well as the development of drug delivery systems, a detailed knowledge
about the structure and the age-dependent nature of the human vitreous
body is indispensable. Since the invasive sampling from human eyes is
ethically restricted and general findings about the distribution in the
entire vitreous body are limited depending on the position of sampling,
the current knowledge of intraocular pharmacokinetics is incomplete
and often based on animal models such as pigs, monkeys and rabbits
(del Amo and Urtti, 2015). Since the vitreous bodies available from
animals are generally derived from young animals, they are
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homogeneously constructed. In addition to anatomical and physiolo-
gical differences, which are expected to influence the intravitreal
pharmacokinetics of drugs, liquefaction in the young animal model is
not found and half-lives of intraocularly administered drugs such as
VEGF inhibitors are very different in comparison to the corresponding
human values (Laude et al., 2010). Besides the degree of liquefaction,
animal eyes may also possess different permeabilities for drugs. As
previously shown, permeabilities through ocular tissue vary with an-
imal species (Loch et al., 2012b). Thus, pharmacokinetic values de-
termined in animal models cannot be transferred directly to humans
and for the description of the situation in the usually older patients,
animal models are at least unsuitable if not even misleading (del Amo
and Urtti, 2015; Laude et al., 2010). Biorelevant in vitro test methods
simulating the vitreous body and considering physiological conditions
such as the age-dependent vitreous liquefaction and the influence of eye
movements on drug distribution in vitro would be beneficial to estimate
the safety and clinical efficacy of intravitreal dosage forms in the pre-
clinical phase of development.

Since the human vitreous body is subject to a series of age-related
biochemical and morphological degeneration processes, two major
structural changes are induced (Bishop, 2000; Sebag, 2010). The pro-
gressive increase in the intravitreal liquid volume (synchisis) and the
formation of optically dense areas (syneresis) cause a collapse of the gel
structure of the vitreous body and a vitreous detachment (Los et al.,
2003). The pathophysiological mechanism of the vitreous collapse and
the extent to which synchisis and syneresis take part in this mechanism
or may be associated with each other, is not fully understood to date. It
is discussed whether the liquefaction results from a change in the non-
collagenic components and a simultaneous cross-linking of collagen
fibrils, and additionally in a simultaneous development of collagen-free,
but liquid-filled regions. The manifestation of fluid forming pockets is
largely unknown, but important to characterize the intravitreal mass
transfer, elimination processes and in general, the pharmacokinetics of
intravitreal administered dosage forms. Los et al. (2003) assumed that
structural changes reflecting the vitreous liquefaction occur in the
transition zones between the normal vitreous structure and the lique-
fied vitreous body, but no prominent aggregation of collagen fibrils
could be detected in these regions. There is no regeneration and re-
storation of the original vitreous body.

The age-dependent liquefaction as well as a vitrectomy cause
changes in the intravitreal structure and flow processes, which may
affect the distribution behaviour of intravitreal dosage forms (Loch
et al., 2014; Stein et al., 2015; Tan et al., 2011). Most of the published
test systems do not represent the diffusion and convection circum-
stances within the vitreous body. Da et al. (2016) used a 20 mL glass
bottle to investigate intravitreal drug distribution in a pseudo eye
model. However, a test system consisting of a liquid filled cylindrical
glass vial, which does not take the shape nor volume nor the compo-
sition of the vitreous body into account, has very little in common with
the in vivo situation (Sebag, 1987c). A further common limitation of
many in vitro and ex vivo systems is the absence of simulated eye
movements. To the disadvantage of physiological characteristics such
as the gel state of the vitreous body or its liquefaction, eye movements
were considered in some computer models. If applicable, only one type
of eye movement is usually simulated (Bahill and Stark, 1975;
Robinson, 1973) but the physiological patterns of movement are di-
verse and variable.

In this study, a previously developed in vitro test method, called Eye
Movement System (EyeMoS) was used to enable a realistic simulation
of eye motions (Loch et al., 2014; Stein et al., 2016). In combination
with the Vitreous Model (VM (Loch et al., 2012a)), the shape, the vo-
lume and four types of eye movement can be simulated. The compo-
sition of the VM is adaptable in order to simulate the consistency of the
vitreous body of a new-born in comparison to an older patient with a
vitreous liquefaction about 50%, or a condition following vitrectomy.
This surgical procedure which includes a partial removal of the vitreous
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body is indicated for diabetic proliferative retinopathy, retinal de-
tachment or vitreous haemorrhage. To maintain the intraocular pres-
sure and to prevent a further retinal detachment, ultra-purified silicone
oils (SO) are usually injected as a substitute for the vitreous body
(Caramella, 1994; Giordano and Refojo, 1998). Often postoperative
injections are necessary after vitrectomy to prevent sequelae such as
intravitreal haemorrhage or endophthalmitis (Fernandes-Cunha et al.,
2014; Lee et al., 2006). Effective treatments are expected to depend on
drug release as well as drug distribution and elimination kinetics in
vitrectomized eyes but these processes have been incompletely studied
so far and remain largely unknown.

In this work, the distribution behaviour of triamcinolone acetonide
(TA) and fluorescein sodium (FS) were characterized in vitro. TA was
selected as a model substance due to its various pharmacological effects
as a steroid and the widespread clinical application for a variety of
intraocular disorders (Jermak et al., 2007; Spaide, 2008). In intraocular
therapies, TA is often administered as an aqueous suspension intended
to achieve a prolonged period of action in comparison to solutions for
injection (Jonas et al., 2002). In addition to a range of indications such
as uveitis and diabetic macular edema, TA is used intraoperatively
during pars plana vitrectomy to visualize intraocular membranes
(Couch and Bakri, 2008; Fernandes-Cunha et al., 2014). Furthermore,
TA is a versatile ingredient in intravitreal combination therapies, e.g.
with bevacizumab or ranibizumab (Cakir et al., 2008; Riazi-Esfahani
et al., 2017). In contrast to the TA suspension, FS was used as an
aqueous solution as a fluorescent model substance with a comparable
molecular weight to steroids such as TA and antimicrobial agents which
are administered intravitreally to treat ocular infections or inflamma-
tions. Consideration has been given to the injection technique and the
position of the injection. These parameters are important variables in
clinical practice, as they depend on the surgeon's handling and are not
precisely standardized (Laude et al., 2010; Xing et al., 2014). Different
injection sites, for example a central injection and an injection close to
the retina were shown to influence the intravitreal distribution pro-
cesses (Friedrich et al., 1997). It is conceivable that an injection is
performed into the vitreous cavity with a strong gel framework or,
otherwise, in collapsed gel regions with an increased liquid fraction.
The application site is of fundamental importance for understanding the
pharmacokinetics, efficacy and safety of a drug. Even after a partial
vitrectomy, the postoperative drug application can be performed into
the SO or into the remaining areas of the natural vitreous body. The fact
that the physiological liquefaction of the vitreous body, its partial
substitution after surgical removal and the position of a postoperative
injection influence the intravitreal distribution behaviour is to be
pointed out by this study.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Sodium bicarbonate, sodium dihydrogenphosphate monohydrate,
sodium chloride, potassium chloride, calcium chloride dihydrate,
magnesium chloride hexahydrate and disodium hydrogen phosphate
dihydrate are components of the ringer buffer pH 7.4 and were ob-
tained from AppliChem GmbH, Germany. A previously described
polyacrylamide gel (PAAG (Loch et al., 2012a)) was used as vitreous
substitute. Its components are Rotiphorese® Gel 30 (37.5:1), ammo-
niumperoxodisulfate (APS) and tetramethylethylene-diamine (TEMED)
which were purchased from Carl Roth GmbH & Co. KG, Germany.
Fluorescein sodium (FS) was used as a water-soluble model drug and
also purchased from Carl Roth GmbH & Co. KG, Germany. An aqueous
suspension of triamcinolone acetonide (TriamHexal® 40 mg, Hexal AG,
Germany) was used as an exemplary undissolved dosage form. Siluron®
5000 (FLUORON GmbH, Germany) is a sterilized SO which is in clinical
use as a long-term tamponade inserted after vitrectomy (Caramella,
1994; Giordano and Refojo, 1998). This certified medical device for
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Fig. 1. Dimensions and variations of the Vitreous Model (VM) for in vitro studies with synthetic vitreous substitutes such as polyacrylamide gel (a) or explanted tissues such as porcine

eyes (b).
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Fig. 2. Composition of the vitreous substitutes and injection techniques for TA into the simulated liquefied VM (a) and in case of a partial vitrectomy (b). The volume fractions are in each

case 50% of PAAG and buffer, respectively silicone oil.

intraocular use is a transparent liquid and is composed of repetitive
polydimethylsiloxane units (CH3)3SiO-[Si(CH3)20]1,Si(CH3)s. All che-
micals and solvents used for chromatography were of analytical grade.

Explanted enucleated animal eyes were obtained from young pigs at
the age of three months and used for experiments within two days. They
were byproducts from a registered slaughterhouse and not intended for
further use. For the experimental investigations muscle tissue and
connective tissue were removed.

2.2. Methods

2.2.1. In vitro studies

2.2.1.1. Adaptation of the Vitreous Model. In this study the previously
developed in vitro system, called Vitreous Model (VM, Loch et al.,
2012a), was modified and combined with new holders for the
accommodation of the gel simulating the vitreous. Examples of these
holders are depicted in Fig. 1. The holders were adapted in order to
provide different features. The glass model introduced by Loch et al.
was modified by adding a second port on the opposite side (Fig. 1b) in
order to obtain the opportunity to add gel/buffer from both sides and to
allow for injection from both sides (e.g. injection through/into the gel
in a 50% liquefied model). In addition, this model was used to
accommodate animal eyes. For this purpose, two glass halves of the
conventional VM with an opening in each case were combined to
enclose the eye of a young pig. The two halves were connected with
each other by commercial available silicone and additionally fixed with
Parafilm M. Another variant of the new VM was an exchange of the
original glass model by two 3D printed parts. These parts were made of
black polylactide filament (PLA 2.85 mm; Innofil3D, Netherlands) by
fused deposition modelling (FDM) and equipped with medical injection
ports (IN-Stopper, B. Braun Melsungen AG, Germany) to ensure the
repeatability of the injection position and provided shielding form light.
The 3D printed part was created using the open source parametric 3D
CAD modeler (FreeCAD), the slicing software Cura 15.04 and the 3D
printer Ultimaker 2 (iGo3D GmbH, Germany). Combining the
conventional VM of glass and the new 3D printed VM (Fig. 1a, Stein
et al., 2016), the distribution behaviour of the fluorescent model
substance and the white suspension of TA were observed visually in
addition to the quantitative analysis, for which the models can be
disassembled to remove the content. The size and the spherical shape of
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the VMs were implemented following the characteristics of the human
eyeball which includes a vitreous volume of nearly 4 mL in adults.
PAAG, which has previously been employed as vitreous substitute (Loch
et al., 2012a) was used to simulate the vitreous body in vitro. A volume
of 4.0 mL PAAG consisted of 3.69 mL ringer buffer solution, 268 uL
Rotiphorese®, 40 pL of an APS solution (1%) and 4 pL. TEMED.

In vitro, the age-dependent liquefaction of the vitreous body was
implemented by different fillings of the VMs as previously described. In
the control experiment of a simulated juvenile vitreous body, the VMs
were completely filled with the polyacrylamide solution. Gelling within
the VMs was completed after 40 min. As a first approach to simulate an
advanced liquefaction, half the volume of the VMs was filled with the
liquid polyacrylamide solution. Following the completed gelling, the
remaining volume of the models was additional filled with the ringer
buffer solution (Fig. 2a). To simulate a VM after a partial vitrectomy,
the models were prepared as described above, except that half the vo-
lume of the VMs was filled with Siluron® 5000 instead of the buffer
(Fig. 2b).

2.2.1.2. Injection techniques. The injection into a simulated juvenile
vitreous body was performed centrally into the PAAG via the defined
injection port. For the injection of TA, two different injection
techniques were used for the simulated state of an advanced
liquefaction (Fig. 2a) as well as in the simulated state of a partial
vitrectomy (Fig. 2b). On the one hand, the TA suspension was injected
via the IN stopper into the gel phase using a syringe with a 22 G
cannula. On the other hand, the injection was performed through the
second opening of the model, which enabled the targeted injection into
the buffer phase, respectively into Siluron® 5000. The injection of FS
into a simulated juvenile (100% PAAG) as well as into a partial
liquefied VM (50% PAAG and 50% buffer) was performed via the IN
stopper into the PAAG.

An aqueous solution of FS (10 pg/mL) or an aqueous suspension of
TA (40 pg/mL) were injected. The volume of injection was 20 pL which
is a volume typically used for intravitreal injections. The suspension
was freshly prepared prior to its application. The angle of injection was
reproducibly defined by the application through the injection ports and
the insertion depth of the cannula was controlled visually. Experiments
were performed in sixfold (FS) respectively in triplicate (TA). When
every VM had been injected, it was clamped into the EyeMoS in a way
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Fig. 3. Eye Movement System (EyeMoS), consisting of two servo motors (A, B) and six 3D printed holders (C) for six Vitreous Models (D). Timing belts (E) ensure the movement patterns

and a water filled tube system (F) ensures the temperature of 37 °C in each VM.

that the longitudinal axis of the VM was oriented along the x-axis of the
EyeMoS (Fig. 3).

7

2.2.1.3. In vitro of eye mo The EyeMoS was
developed to simulate human eye movements in vitro and to
integrate the established VM (Loch et al., 2014). For this study the
EyeMoS was rebuild with a temperature control system and the ability
to examine six VMs simultaneously (Fig. 3). In order to consider the
physiological temperature of humans, a temperature control system
was added by encasing each VM with a water filled tube which is
connected to a tempered water bath. A sensor was centrally placed in
each VM to measure the temperature within the vitreous substitutes.
The modified in vitro test system includes six 3D printed holders
(Fig. 3C) for six VMs (Fig. 3D) the various modifications of which have
been previously presented. The holders (Fig. 3C) were 3D printed as
described for the modified part of the VM (see above) and connected
with each other by HTD timing belts (High Torque Drive, MADLER
GmbH, Germany) which ensure the transmission of high accelerations
(Fig. 3E).

With the software Nanopro 1.70.8.0, two servo motors (PD4-
N6018L4204, Nanotec Electronic GmbH & Co. KG, Germany, Fig. 3A
and B) were programmed to obtain smooth and rough pursuit eye
movements as well as saccades. The four programmed motion patterns
(Table 1) were combined as shown in Table 2 to consider the diversity
of the eye movement in vitro. The temperature was controlled by means
of a tubing system (Fig. 3F) which was connected to a water bath with a
temperature of 42 °C. It was verified that this temperature was suitable
to heat the media inside the VMs to 37 °C.

A one-hour period consisted of alternating 10-minute movements
(M1, M2, M4) and two-minute simulations of saccades. In a 24-h
rhythm, the time intervals of the individual modes were extended to
283 min (M1, M2, M4) and 5 min (M3). The programmed patterns were
combined and repeated for examination periods of up to 72h. The
experiments were terminated after achieving the following times of

Table 1

Pr

types for the si of human eye movements in vitro.

Horizontal movement types (x-axis) Angle () Angular velocity
C/5)

M1  Smooth pursuit movements 35 41

M2  Rough pursuit movements 33 83

M3 Saccades 42 165

M4  Pursuit movements with distinct 90 330

amplitudes
Vertical movement schemes (y-axis) 20 60
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Table 2
Movement patterns for different periods of investigation, for other periods of investiga-
tion the patterns were repeated and combined as often as necessary.

Period of investigation Movement patterns (time in minutes)

M1 M3 M4 M3 M2 M3 Ml M3 M4 M2
1h 10 2 10 2 10 2 10 2 10 2
4h 45 3 45 3 45 3 45 3 45 3
24h 283 5 283 5 283 5 283 5 283 5

investigation. The distribution of FS and TA in simulated juvenile
vitreous bodies in comparison to a simulated vitreous liquefaction was
examined in time intervals of 6 h for a total of 24 h (FS) respectively in
time intervals of 24 h for a total of 72 h (TA). The simulated situation of
a partial vitrectomy was examined over periods of 24 h for a total of
72 h. The experiments with the porcine eyes were terminated after 1, 2,
4,8, 16 and 24 h.

2.2.2. Ex vivo studies

2.2.2.1. Distribution experiments with an animal model in the EyeMoS. For
clamping the explanted animal eyes into the EyeMoS, two glass halves
of the conventional VM were combined (Fig. 1b) and encased a porcine
bulbus. The TA suspension was applied based on the usual procedure
for intravitreal injections via the pars plana in a 3.5mm limbus
distance, in horizontal position with a viewing direction to the room
ceiling and in a volume of 20 pL. After clamping the VM into the
EyeMoS, the eye movements were simulated as described above
(Table 2). Experiments were performed in triplicate.

2.2.2.2. Distribution experiments with an animal model in a standard
incubator experiment. With the enucleated porcine eyes a distribution
study in an incubator (Titramax 1000, Heidolph Instruments
GmbH & Co. KG, Germany) was performed. The injection of TA
followed as described above. The eyes were separately placed inside a
falcon tube with 20 mL of the ringer buffer solution and placed in the
incubator in a horizontal position. The experiment was performed at a
temperature of 37 °C and shaking speed of 150 revolutions per minute
(rpm). Experiments were performed in triplicate.

2.2.3. Sample preparation and quantitative analysis

After the movement activities, the VMs were removed from the
EyeMoS and deep-frozen at — 20 °C. For quantification, the VM was
removed and the frozen corpus was divided into part A and B (Fig. 1a).
Part A was defined as the side from which the injection occurred. In the
distribution studies with the SO, it was exploited that the SO, unlike the
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PAAG, did not freeze at — 20 °C, which allowed the separation of the
two phases. After defrosting, parts A and B were separately transferred
into falcon tubes and the (model) drugs were extracted with 4 mL
acetone (FS) respectively methanol (TA). The extraction was carried out
in the incubator for 24 h at 37 °C and 150 rpm. Upon addition of the
solvent, the gel collapsed and the (model) drugs could be extracted.
Subsequently, the collapsed gel was moved into a new falcon tube. To
ensure a complete extraction, the samples were incubated with acetone
(FS) or methanol (TA) for a second time of 24 h. The supernatant of the
TA samples was used for the quantification by high performance liquid
chromatography (HPLC). The acetone of the FS samples was evaporated
under a laboratory fume and the samples were reconstituted to a vo-
lume of 4 mL with ringer buffer solution for quantification by fluores-
cence spectroscopy. Following the removal of the sclera and sur-
rounding tissues, the same procedure was performed with the porcine
eyes. In addition to division of the frozen vitreous body into two halves,
the lens was separated to examine the local amount of TA in this part.

Statistical calculations were performed for the TA distribution study
simulating a juvenile VM compared to a VM with a partial liquefaction
using both injection techniques by using GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software Inc., La Jolla, California, repeated measures ANOVA followed
by a post-hoc Tukey's test).

Prior to conducting the experiments, the success of the extraction of
FS and TA from the gel was investigated. For this purpose, 20 pL of FS
or TA were injected into three gel-filled (4 mL) falcon tubes and in-
cubated with acetone (FS) respectively methanol (TA) for 24 h. The
further sample preparation was carried out as described above.

2.2.3.1. Fluorescence spectroscopy. A volume of 250uL of the
reconstituted sample was pipetted onto a 96 well plate. The
fluorescence intensity of FS was analysed using a spectral scanning
multimode reader (Varioskan Flash, Thermo Scientific, USA) with an
excitation wave length of 485nm and an emission wave length of
538 nm. The procedure was performed using Skanlt software. The
concentration range for calibration was 0.01 to 0.1 ug/mL. Using a
linear calibration function, correlation coefficients ranging from 0.9997
to 0.9999 were obtained. All experiments with FS were performed
under protection from light.

2.2.3.2. High performance liquid chromatography (HPLC). After
methanolic extraction from the PAAG, the TA samples were
quantified by a HPLC system (Shimadzu Europe Ltd., Germany),
equipped with a SIL 10ADVP autoinjector, column oven (CTO-10AS
VP), DAD detector (SPD-M10A VP), pump (LC-10AD VP), controller
(SCL-10A VP) and a degasser (DG 1210, VDS Optilab, Germany).
Instrument control, data acquisition and processing were performed
using Class-VP software.

Chromatographic separation was obtained using a ODS Hypersil
analytical column (5pm particle size, 150 mm X 4.6 mm, Thermo
Fisher Scientific, USA). The column temperature was maintained at
30 °C and the detection wavelength was set to 238 nm. The isocratic
mobile phase consisted of methanol/Milli-Q® water (Milli-Q®
Reference, Merck KGaA, Germany) in the ratio of 65/35 (V/V). A flow
rate of 1.0 mL/min was used. The mobile phase was freshly prepared
and degassed in an ultrasonic bath prior to use. The injection volume
was 20 pL. The concentration range for calibration was 0.01 to 0.3 pg/
mL. Using a linear calibration function, correlation coefficients ranging
from 0.9995 to 0.9999 were obtained.

3. Results

A temperature control system was successfully implemented into
the in vitro system. Distribution studies were investigated at a mean
temperature in each VM of 37 + 0.2 °C in order to consider the phy-
siological conditions. The eye movements were performed as indicated
in Table 2. The extraction from the gel over a test duration of 24 h was
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determined to be 100.2 + 1.2% (FS) respectively 98.9 = 0.9% (TA).

3.1. In vitro simulation of a liquefied vitreous body and the state after
partial vitrectomy

Due to the partial filling of the VM with 50% gel and 50% buffer or
Siluron® 5000 (V/V), a vitreous liquefaction as well as the state after a
partial vitrectomy were simulated in vitro. Both phases remained se-
parated from each other and did not mix initially. In the case of a si-
mulated liquefaction, the two phases from PAAG and ringer buffer in-
termixed during 24 h. In the case of a simulated vitrectomy, the phase
boundary remained clearly visible during the entire period of 72 h. The
position of the SO very slowly began to shift in the direction of the
upper half of the model. The SO did not align completely horizontally
but in an oblique position. There was no phase intermixing between the
hydrophilic PAAG and the lipophilic SO (Fig. 9).

3.2. Effects of the simulated vitreous liquefaction on the distribution
behaviour of an aqueous solution of FS in the VM

The results of the 24-h distribution studies with FS in a simulated
juvenile vitreous body as well as in the VM with a simulated liquefac-
tion of 50% are shown in Figs. 4-5. The injection was performed into
the PAAG via the defined injection port. The age-dependent vitreous
liquefaction was found to have a substantial effect on the intravitreal
distribution behaviour of FS in vitro (Fig. 4). The initial distribution
directly after the injection was comparable in both simulated liquefied
vitreous body and without liquefaction, taking into account the tar-
geted injection into the PAAG (part A). Associated with the initial back
flow along the puncture duct, 1 h after injection 94.6 + 2.0% of FS
was detected in the side from which the injection occurred (part A). In
Fig. 5a, central cross-sections of the frozen PAAG are shown depicting
part A with the injection channel. After an hour, hardly any change in
the distribution was observed in the completely gel-filled VM and the
injection spot was clearly visible. In case of a simulated liquefaction
(Fig. 5b), the FS depot spread faster (14.8 = 5.1% in part B after 1 h)
throughout the model than in the control experiment with a complete
gel filling (5.4 + 2.0% in part B after 1 h). A nearly equal distribution
of FS in both parts of the VM was reached much faster in the liquefied
state with injection into PAAG (54.2 * 2.7% in part A after 3 h) than
in the non-liquefied state (58.8 + 2,5% in part A after 24 h). These
findings support the results reported by Tan et al. who generated a
rabbit model of vitreous liquefaction by the use of intravitreal hyalur-
onidase and showed a faster distribution of fluorescent molecules in
liquefied animal models than in control (Tan et al., 2011).
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Fig. 4. Distribution of FS in part A and B of the VM with a simulated juvenile vitreous
body (100% PAAG) in comparison to a simulated vitreous liquefaction (50% PAAG, 50%
buffer, injection into PAAG). Means of n = 6 *+ SD for each time point in the Eye
Movement System at 37 °C.
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Fig. 5. Distribution of FS at the intersection between part A and B within a juvenile VM (a: 100% PAAG) and within a liquefied VM (b: 50% PAAG, 50% buffer) after the given periods of

investigation in the Eye Movement System at 37 °C. Injection was performed into PAAG.

3.3. Effects of the simulated vitreous liquefaction on the distribution
behaviour of an aqueous suspension of TA in the VM

Fig. 6 shows the distribution behaviour of the aqueous TA suspen-
sion at 1, 24, 48 and 72 h after central injection into a simulated VM of
a new-born in comparison to the simulated vitreous body of an older
patient with a liquefaction of 50%. As mentioned above, the injection
into a simulated juvenile vitreous body was performed into the PAAG
via the defined injection port. The well-known and frequently described
injection channel (Laude et al., 2010), which was formed along the
cannula during the injection procedure, was also observed in vitro
(Fig. 8a). In case of a simulated juvenile VM, the injection spot
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Fig. 6. Distribution of TA in part A and B of the VM simulating a juvenile vitreous body
(a: 100% PAAG) in comparison to a simulated vitreous liquefaction (50% PAAG, 50%
buffer). Means of n = 3 = /+/— SD for each time point in the Eye Movement System at
37°C.
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remained nearly unchanged in form and shape during the examination
period of 72 h. After an hour, 9.03 = 3.9% of TA were detected in part
B as the VM was divided along its equator for the quantitative analysis.
The proportion of the depot which had already entered the area B
during the injection was consequently also detected there after 72 h,
but a redistribution of the suspension within the VM was observed
neither visually nor quantitatively. An average of nearly 90% was
quantified in the part A of the juvenile model from which the injection
occurred.

Performing the injection into a simulated liquefied VM, two dif-
ferent approaches were investigated (Fig. 2a). On the one hand, the
injection was set into the gel phase (part A) and otherwise into the
aqueous buffer phase (part B) of the VM. The initial distribution be-
haviour of the TA suspension after the central injection into the gel
phase was comparable with the distribution behaviour after injection
into a completely gel-filled simulated vitreous body of a new-born
(Figs. 6, 8a). An hour after the injection, 87.7 + 2.5% of the TA was
quantified in part A from which side also the injection occurred. A
minor proportion of 12.3 *+ 2.8% TA was quantified in part B. As in
the previously described case of a simulated juvenile VM, the injection
channel was clearly visible and persisted over a period of 72 h within
part A of the VM. In contrast to the distribution behaviour of the FS
solution, there was no uniform distribution of TA in the VM. The de-
tected amount of TA in both halves of the VM hardly changed during
the investigated period of 72 h (Fig. 6).

During the injection into the buffer phase (via part B), the TA was
initially distributed in part B of the VM (Figs. 6, 8b), which means that
after 1h 94.3 + 2.1% of the TA were detected there. Instead of an
injection channel the TA spread more rapidly within the buffer phase
(Fig. 8b). The main portion of TA did not dissolve, but sedimented to
the bottom of the VM during nearly an hour (Fig. 8c). Since the TA
sediment persisted at the model base (Fig. 8d) where the VM was also
divided for the quantification, the TA was detectable in both parts A
and B. Therefore, TA was detected to nearly a balanced proportion in
both halves of the VM. Although an average of 44.3 * 6.8% in part A
and about 55.7 + 1.8% in part B was measured after 72 h, it cannot be
assumed that the TA was dissolved and distributed in both areas or even
uniformly within the VM. Instead, the sediment persisted and due to
halving the model at this point, the TA was detected in both model
halves in almost even proportions. Compared to the juvenile VM, the
TA particles sedimented faster in the liquefied VM and the initial dis-
tribution was more dispersed (Fig. 8b).
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Fig. 7. Distribution of TA in part A (light columns) and B (dark columns) of the VM in
state after vitrectomy (50% PAAG, 50% silicone oil) and injection into silicone oil (col-
umns without design, experiments conducted for 1h, 2h, 4h, 24 h and 48 h) or into
PAAG (hatched columns, experiments conducted for 4 h, 24 h, 48 h, 72h). Means of
n =3 + SD for each time point in the Eye Movement System at 37 °C.

With the exception of the one-hour experiment, the cumulative
amount of TA within a simulated juvenile VM was significantly dif-
ferent (P < 0.05) at all times, compared to a simulated liquefied VM
after injection into the buffer phase. The cumulative amount of TA was
significantly different (P < 0.05) after injection into the gel phase of
the liquefied VM compared to injection into the buffer. There is no
significant difference in the distribution of TA in the simulated juvenile
VM and after injection into the gel phase of the liquefied VM.

3.4. Effects of Siluron® 5000 insertion on the distribution behaviour of TA
in the VM

Two different injection techniques were used for the simulated state
of a partial vitrectomy (Fig. 2b). On the one hand, TA was injected via
the IN stopper into the gel phase (part A). On the other hand, the in-
jection was performed through the second opening of the model, which
enabled the targeted injection into Siluron® 5000 (part B). The results
of the TA quantification are depicted in Fig. 7. Depending on the in-
jection technique, depots with different shapes were formed during the
injection of TA into VMs with a simulated state after a partial vi-
trectomy. The injection channel and the results of the TA quantification
after injection into the gel phase of the vitrectomized model are com-
parable with those of a simulated juvenile VM (Figs. 6, 8a). With regard
to the injection into the Siluron® 5000, there was no injection channel
but a clearly defined and uniformly appearing spherical depot (Fig. 9a),
which remained in the Siluron® 5000 phase during the initial period of
nearly 60 min. During this time, the depot changed its position and sank
within the SO towards the phase boundary to the PAAG and the TA

Juvenile VM 0-72 h VM 10 min

Liquetie
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sedimented within the aqueous drug depot (Fig. 9b, inset). Distribution
into the Siluron® 5000 was not observed. After bursting of the depot at
the phase boundary, TA was released into the PAAG in undissolved
form and sedimented to the bottom of the model (Fig. 9¢). Fig. 8 also
illustrates the slow shift of the alignment of the two phases over time
according the different densities of the phases.

According to the visual assessment, there was no further distribu-
tion of the sediment and the TA was detected within the PAAG in an
average of 99.9% (Fig. 7b). Up to the investigated time of 72 h, only an
average of 0.1% of the cumulative amount of TA was detected in the
Siluron® 5000. From the visual assessment, the SO phase appeared clear
and free of particles after the period of investigations.

3.5. Distribution of TA in an animal model

The results of the distribution study in the ex vivo animal model are
shown in Fig. 10. Both series of experiments in the incubator (Fig. 10a)
and with an applied simulated eye movement in the EyeMoS (Fig. 10b)
are characterized by high standard deviations within the selected per-
iods of investigation and illustrate a high variability of the TA dis-
tribution in an ex vivo model. The distribution of TA in the anterior
portion was highly variable but comparable in both apparatuses and
amounted to 35-81%. In the posterior section 0.1-42% (incubator ex-
periment) respectively 7-63% (EyeMoS) of TA was determined. The
detected amounts of TA in the lens amounted to 9-51%.

4. Discussion

For estimating the pharmacokinetics and the associated safety and
efficacy of an intravitreal dosage form, the position of its administration
and the distribution behaviour to the targeted tissues are of funda-
mental importance and depend on the predominant physiological
conditions at the site of injection (del Amo et al., 2017; Friedrich et al.,
1997; Stein et al., 2016). The simulation of eye movements is difficult
due to their different causes, directions, velocities and frequent changes
in the movement patterns. From the primary position, the eye can
perform rolling movements around the z-axis in addition to horizontal
movements (here defined as y-axis, see Fig. 3) or vertical movements
(here defined as x-axis, see Fig. 3). Findings different studies char-
acterizing eye movements were transferred into the development of eye
models such as mathematical models (Stay et al., 2003; Tojo, 2004),
computational fluid dynamic models (Awwad et al., 2015; Furlani
et al., 2012) or systems in which ex vivo animal eyes or post-mortem
human eyes were used (del Amo and Urtti, 2015; Liu et al., 2010). In
the majority of the models, the focus is either on the structural com-
position of the vitreous body or a fluidic analysis, but the age-depen-
dent changing of the vitreous body in context with its fluid structure
interactions and intermixing processes is rarely considered. Since the
distribution processes of intravitreally applied (model) drugs had in-
sufficiently been studied in combination with simulated eye move-
ments, the VM and EyeMoS were introduced by Loch et al. (2014). The

Fig. 8. Injection channel of TA in the VM with a simulated juvenile vitreous body (100% PAAG) after injection and 72 h after simulated eye movements at 37 °C (a). Initial distribution (b)
and sedimentation of TA within the liquefied VM after the injection into the buffer phase (c, d).
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