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Problemstellung/Zielsetzung

Im Rahmen des Projektes wurden neue Verfahren wie z.B. die Hochdruckhomogenisierung zur
Zerkleinerung von Proteinen im Festzustand entwickelt. Bereits etablierte Verfahren wie die
Mabhlung in der Luftstrahimuhle, die jedoch bisher kaum fir die Zerkleinerung von Proteinen
verwendet wurde, wurden fur diese Anwendung optimiert.

Zunachst sollte die grundséatzliche Eignung der Verfahren zur Mikronisierung an verschiedenen
Proteinen gezeigt werden. Die Mikronisierung durch Hochdruckhomogenisierung erfolgte da-
bei unter Einsatz von Proteindispersionen in Neutraldl. Mit der Luftstrahimuhle stand die M6g-
lichkeit zur Verflgung, Proteine in fester Form ohne die Verwendung eines Dispersionsmittels
zu mikronisieren. Anschlie3end stand die Optimierung der Prozesse in Bezug auf Effektivitat
und Steuerbarkeit im Vordergrund. Die Verfahren wurden detailliert unter Verwendung
faktorieller Versuchsdesigns auf Mikronisierungseffizienz, Ausbeute, Stabilitdt und Bioaktivitat
der Proteine untersucht und bewertet. Die Luftstrahlmiihle wurde zuséatzlich mit einer Einheit
zur Temperaturkontrolle ausgeristet, um den Einfluss der Temperatur auf Stabilitat und
PartikelgroRe beurteilen zu konnen. Als Modellproteine kamen bovines Insulin (kristallin) und
Lysozym (amorph) aus Hihnereiweild zum Einsatz.

Die eingesetzten Verfahren sollten eine Auswahl unterschiedlicher Mikronisierungsoptionen
fur verschiedene Anwendungszwecke und Proteine ermdglichen. Die Ergebnisse sollten ein
profunderes Verstandnis fur die physikalischen/chemischen GesetzméalRigkeiten der Zerkleine-
rungsmechanismen von Proteinen liefern.

Fir die Beurteilung der erzielten Ergebnisse boten sich mehrere analytische Verfahren an. Fur
die Untersuchung von Partikelgro3en und Morphologie waren dies: Rasterelektronenmikro-
skopie, Laserlichtbeugung und dynamische Lichtstreuung. Der Einfluss der Mikro-
nisierungsverfahren auf die physikalische Stabilitat der mikronisierten Proteine wurde mittels
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Weitwinkelréntgenbeugung und Differentialthermoanalyse untersucht. Zur Bestimmung der
chemischen Stabilitét der Proteine wurden angewendet: Gelelektrophorese, GroRRenaus-
schlusschromatographie, HPLC gekoppelt mit Massenspektrometrie und Maldi-TOF. Zur Be-
stimmung der biologischen Aktivitdt der Proteine kamen Zellkulturassays sowie im Falle von
Lysozym ein Enzymaktivitditsassay unter Verwendung von Micrococcus lysodeikticus zum
Einsatz.

Weiterhin wurde die Verwendbarkeit der Produkte fur die Herstellung von Arzneiformen tber-
prift. So wurden zum Beispiel die mikronisierten Proteine in bioabbaubare Mikropartikel zur
kontrollierten retardierten Freisetzung eingearbeitet. Der Einfluss der TeilchengréR3e auf Frei-
setzungsprofile wurde untersucht und eine optimale Formulierung fur Mikropartikel entwickelt.

Ergebnisse

Fur die Hochdruckhomogenisation wurde der Einfluss der Parameter Druck, Mikro-
nisierungszyklen und Wirkstoffgehalt der Suspension auf die Parameter PartikelgroRe, Aktivi-
tat und Stabilitat des Proteins ermittelt. Es konnte gezeigt werden, dass der verwendete Druck
und die Zahl der Mikronisierungszyklen fir eine moglichst kleine Partikelgrof3e und eine enge
GroéRenverteilung entscheidend sind. Auch kann durch die definierte Veranderung der Ver-
suchsparameter gezielt eine bestimmte Partikelgrof3e erreicht werden. Bei der Untersuchung
des mikronisierten Insulins mittels HPLC-MS konnten keinerlei Veranderungen zum un-
behandelten Insulin festgestellt werden. Auch die Analyse der Aktivitat mittels eines
Chondrocyten-Proliferations-Assays zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen nati-
vem und mikronisiertem Insulin.

Neben kristalinem Insulin wurde auch das amorphe Lysozym mittels Hochdruckhomo-
genistaion mikronisiert und ebenfalls mittels faktoriellen Designs untersucht. Wie bei dem kris-
talinen Protein Insulin erwiesen sich die Faktoren Anzahl der Zyklen sowie der verwendete
Druck als die bedeutendsten hinsichtlich der Mikronisierungseffizienz. Das verwendete
Versuchdesign ergab jedoch, dass bei der Mikronisierung von Lysozym, im Gegensatz zum
Insulin, auch die eingesetzte Proteinkonzentration einen gewissen Einfluss auf die
PartikelgréRe besitzt. So ergab sich die hochste Mikronisierungseffizienz bei einer Konzentra-
tion von 1 mg/ml Lysozym.

Durch das faktorielle Design konnten fir beide Modellproteine Einstellungen identifiziert wer-
den, die zu einer zufriedenstellenden Reduktion der PartikelgroRe auf d90-Werte kleiner 15 pm
fuhren. Im Allgemeinen sind dies 1000 bar Druck, eine Proteinkonzentration von 1 mg/ml sowie
3 bis 4 Homogenisierungszyklen. Eine Erhéhung der Zyklenzahl auf 6 Zyklen wiirde zwar bei
beiden Proteinen zu einer weiteren Verringerung des d90 Wertes fiihren, da jedoch die Pro-
duktverluste bei dem angewendeteten, diskontinuierlichen Mikronisierungs-verfahren mit
Durchschnittlich 11,5% pro Zyklus relativ hoch sind, wiirde sich dieses Vorgehen méglicher-
weise als ineffizient erweisen. Eine Moéglichkeit, diese Verluste zu umgehen, wére mit einem
Umbau des verwendeten Hochdruckhomogenisators auf ein kontinuierliches Verfahren ver-
bunden. Eine weitere Auffélligkeit, die sich bei dem Modellprotein Lysozym ergab, betraf die
chemische Stabilitat dieses Proteins nach der Hochdruckhomogenisation. HPLC-Daten wie-
sen auf eine gewisse Instabilitdt von Lysozym gegenuber dem angewendeten
Mikronisierungsverfahren hin.

Es ist festzustellen, dass die Hochdruchomohgenisation prinzipiell fir die Mikronisierung von
Proteinen geeignet ist. Besonders geeignet erscheint diese Art der Mikronisation, wenn das
Protein in einem Vehikel mikronisiert werden kann, welches direkt zur Weiterverarbeitung zu
Depotarzneiformen geeignet ist, da dabei jeglicher Kontakt zu &u3eren Einflissen, wie zum
Beispiel Luftfeuchtigkeit und Sauerstoff, vermieden werden kann. Im Verlauf des Projekts
konnte gezeigt werden, dass sich Lipidschmelzen fir ein derartiges Vorgehen eigenen.

Fir die Mikronisierung in der Luftstrahimthle konnten in Vorversuchen an einem weiten Spekt-
rum von Substanzen gute Ergebnisse erzielt werden. Dabei konnte die Luftfeuchtigkeit als ein



negativer Faktor auf das Mikronisierungsergebnis identifiziert werden. Um die Agglomeration
der mikronisierten Partikel durch die Luftfeuchtigkeit zu verhindern, wurde die Mihle in einen
mit Stickstoff gespdlten Isolator integriert.

Um auch den Einfluss der Temperatur auf die Mikronisierung und die Stabilitat der Proteine
untersuchen zu kénnen, wurde fur die Luftstrahimiihle eine Einheit zur Temperaturmodifizie-
rung entwickelt. Damit konnte das Mahlgas auf eine Temperatur von -60 °C wahrend des
Mahlvorgangs gekihlt werden.

Mit Hilfe eines faktoriellen Designs wurde die Eignung der Luftstrahlimahlung fir die
Mikronisierung von Proteinen untersucht. Als entscheidende Faktoren wurden die identifiziert,
die PartikelgroRe, Stabilitat und Aktivitat beeinflussenden. Es wurden der Mahldruck, die Anzahl
der Mahlzyklen und die Temperatur des Mahlgases variiert. Dabei wurde mit jeweils 500 mg
gearbeitet, einer fur die Luftstrahlmahlung sehr geringen Menge.

Far Insulin wurden d90-Werte von 7,1 um fur einen Mahlzyklus bei 7 bar und von 3,3 pm bei 3
Zyklen und 15 bar Druck erreicht. Fir Lysozym lagen die Partikelgréf3en im Bereich von 12,6
pm bis 4,1 um. Hoherer Mahldruck und eine gré3ere Anzahl von Zyklen resultiert dabei in klei-
neren KorngrofRen und einer engeren Verteilung. Fir eine Mahlung bei tiefen Temperaturen (-
60 °C) konnte kein positiver Effekt auf die Vermahlbarkeit festgestellt werden. Die Untersu-
chung der chemischen Stabilitat der Proteine mittels HPLC-Untersuchungen zeigte keinerlei
Verédnderungen im Vergleich zu den unbehandelten Proben. Auch die Untersuchung der Bioak-
tivitat des Insulins mittels eines Chondrozyten-Assays zeigte keine Veranderung gegeniber
der Kontrolle. Bei Lysozym allerdings konnte eine leichte Abnahme der Aktivitat abhdngig von
Mahldruck und Zyklenzahl festgestellt werden.

Fir die industrielle Anwendung empfiehlt sich, das Verfahren auf einen Mahlzyklus hin zu opti-
mieren, da die Ausbeuten (ca. 80% nach jedem Zyklus) sonst nicht mehr wirtschaftlich sind.
Hohere Mabhldriicke fihren zu kleineren Partikeln und einer engeren Korngrél3enverteilung,
allerdings wird das System bei maximalem Druck storanfallig, so dass man hier mit einem mitt-
leren Druck arbeiten sollte. Somit kann auch das Risiko einer Inaktivierung der Proteine durch
zu extreme Bedingungen minimiert werden.

Es konnte somit gezeigt werden, dass sich die Luftstrahimahlung fur die Mikronisierung von
Proteinen in ihrer festen Form eignet. Dabei wurden Partikelgré3en erreicht, die eine breite
Anwendung der erhaltenen Proteinpartikel ermdglichen. Besonders sei dabei auf die Mdglich-
keit einer pulmonalen Applikation hingewiesen, aber auch fur die Verarbeitung in Mikropartikel
fur eine retardierte Freisetzung sind diese homogenen PartikelgréRenverteilungen im Bereich
unter 10 pm eine gute Grundlage.

Auch bei der Weiterverarbeitung der mikronisierten Modellproteine zu langfreistzenden
Lipidmikropartikeln wurden Ergebnisse erzielt. Zur Herstellung der proteinbeladenen Partikel
erwies sich die Spriherstarrung mit einer modifizierten Sprihtocknungsapparatur der Firma
Bichi als exzellente Methode. Es konnten Partikel in einem fir die parenterale Applikation op-
timalen GroéRRenbereich von unter 150 pm hergestellt werden. Die Partikelausbeuten der produ-
zierten Chargen liegen mit bis zu 80% ebenfalls in einem hervorragenden Bereich. Bei Ver-
wendung von mikronisiertem Lysozym konnten Verkapselungseffizienzen von bis zu tiber 90%
und tatsachliche Beladungen von bis zu 7% erreicht werden. Freisetzungsuntersuchungen
deuten auf (durch die eingesetzte Proteinmenge) steuerbare Freisetzungsprofile hin. Die che-
mische Stabilitat beider Modellproteine wahrend der Verarbeitung zu Lipidmikropartikeln konnte
mittels HPLC-Untersuchungen bestétigt werden.

Versuche mit einem Einzeltropfenerzeuger fuhrten zu zufriedenstellenden Ergebnissen. Ein
besonderes Augenmerk wurde dabei auf die Mdglichkeit der Verarbeitung von Kleinstmengen
gelegt. Dies konnte mit Chargengrdof3en von bis zu 500 mg realisiert werden. Es konnten so-
wohl Lipidschmelzen (z.B. Dynasan 114, Dynasan 116 und Softisan 154) als auch
Polymerldsungen (v.a. Natrium-Alginate) verarbeitet werden.
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