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| Einleitung

Viele Arzneistoffe besitzen problematische Eigenschaften wie z.B. geringe orale
Bioverfiigbarkeit, kurze In-vivo-Halbwertszeiten, hohen First-Pass-Metabolismus und
mangelnde Stabilitdt. Proteine und Peptide stellen in besonderem Malle solche
Problemarzneistoffe dar. Durch kurze Halbwertszeiten und Anfélligkeit gegeniiber
chemischen und physikalischen Instabilititen nach oraler Verabreichung stellen Proteine
und Peptide besonders hohe Anforderungen an die Entwicklung von geeigneten
Applikationsformen. Aufgrund ihrer spezifischen Eigenschaften befinden sich auf dem
Markt hauptséchlich Proteinlosungen bzw. -lyophilisate, die mehrmals téglich oder
kontinuierlich parenteral appliziert werden miissen. Es besteht daher ein grofer Bedarf an
Depotarzneiformen, die es erlauben, Proteine und Peptide iiber einen den therapeutischen
Anforderungen angepafiten Zeitraum freizusetzen. Einige wenige Depotarzneiformen fiir
Proteine wurden auf der Basis von bioabbaubaren Polymeren entwickelt. Diese Systeme
konnen den Wirkstoff iiber einen lédngeren Zeitraum freisetzen. Nachteilig auf die
Stabilitit der inkorporierten Proteine kdnnen sich dabei jedoch eine Anderung des
Milieus in der Arzneiform und eine damit verbundene Entstehung von Abbauprodukten

auswirken [1]. Deshalb wurde nach neuen Tragersubstanzen gesucht.

Die Verwendung von Lipiden als Trigersubstanzen bietet die Mdglichkeit, sowohl
wasserlosliche als auch schwerlosliche Substanzen zu verkapseln. Besonders attraktiv

erscheint der Einsatz von Lipiden zur Applikation von Proteinen und Peptiden durch
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ihren potenziell stabilisierenden Effekt wahrend der Herstellung und der Lagerung sowie
der Anwendungsdauer. Zusitzlich kann eine kontrollierte, retardierte Freisetzung der
Substanzen erzielt werden [2]. Als vorteilhaft erweist sich die gute Biovertraglichkeit und

Bioabbaubarkeit von Lipiden [3].

Zielsetzung und Zusammenfassung der Ergebnisse

Ziel des Projektes war es die Herstellung von Lipidmikropartikeln durch Spriiherstarrung
zu optimieren, die Freisetzung von Arzneistoffen aus Lipidmikropartikeln zu untersuchen
und die Biokompatibilitit der Trigermaterialien zu testen. Diese Aufgabengebiete
unterteilten sich in Entwicklung analytischer Methoden zur Partikelcharakterisierung,
Analytik  der  Arzneistoffe im  Trigermaterial, sowie  Optimierung des
Herstellungsverfahrens und der Rezeptur, Untersuchung des Freigabeverhaltens, der
Stabilitdit und der Biokompatibilitit. Zundchst wurde im Rahmen dieses Projektes ein
Verfahren fiir die 16sungsmittelfreie Herstellung von Lipidmikropartikeln zur
kontrollierten = Freisetzung von  Proteinen etabliert und optimiert. Eine
Spriiherstarrungsapparatur wurde entwickelt, die eine effiziente und upscale-bare
Herstellung von Lipidmikropartikeln ermoglicht (Kapitel 1lI). Damit wurde die
Voraussetzung geschaffen, Partikel mit einer Ausbeute von 70 % bis 88 % herzustellen.
Das Upscaling von der Chargengrofle von 4g auf 20 g Lipidmikropartikel gelang durch
Einsatz einer beheizbaren Zweistoffdiise. Ein weiteres Upscaling bis zum kg Malstab
kann durch Umbau der Diisen erfolgen. Durch den variablen Aufbau der Apparatur und
Einsatz von Einstoff- und Zweistoffdiisen kann die PartikelgroBenverteilung gezielt
gesteuert werden. Der Einsatz einer Zweistoffdiise bietet die Moglichkeit 94% Partikel
< 150 pm zu produzieren, eine GroBe bis zu der eine schmerzfreie Applikation
gewihrleistet ist. Der Einfluss unterschiedlicher Parameter (Druck, Temperatur,
Sprithdiisentyp und Spriihdiisen6ffnung) auf die PartikelgroBenverteilungen wurde

ermittelt.

Wihrend der Optimierung des Herstellungsverfahrens wurden analytische Methoden fiir
Modellsubstanzen etabliert, um die Stabilitdit der inkorporierten Wirkstoffe nach
Herstellung und wéhrend der Freisetzungsdauer in Lipidsystemen zu untersuchen. Es
wurden HPLC —, GFC —, HPLC — MS — Verfahren entwickelt, die in Kapitel 11 detailliert
beschrieben sind. Mittels dieser Methoden wurde die Stabilitdit der Modellsubstanzen
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Insulin und Somatostatin, wie in Kapitel 1l beschrieben, untersucht. Proteinbeladene
Lipidmikropartikel ~wurden mit einer Einstoffdiise unter den optimalen
Spriihbedingungen hergestellt und charakterisiert. Das Freisetzungsverhalten von
Somatostatin und Insulin als Modellsubstanzen aus Lipidmikropartikeln wurde iiber eine

Freisetzungsdauer von 2 Woche untersucht (Kapitel 111 .3.4).

In der letzten Projektphase wurde zur Untersuchung der Vertriglichkeit der Lipidmatrix
und der Bioaktivitit von freigesetztem Insulin ein insulinsensitives, dreidimensionales,
bovines Chondrocyten- Zellkulturmodell fiir die Testung von Insulin-Lipidmatrices
verwendet (Kapitel 11l 3.5). Zusétzlich wurden Biokompatibilitdtsstudien fiir die in vivo
Vertrdglichkeit der verwendeten Triglyceride als Matrixmaterial inklusive Substanzen,
die sich zur Steuerung des Freisetzungsverhaltens und der Abbaubarkeit einsetzen lassen,
durchgefiihrt. Dabei erwies sich das Matrixmaterial Dynasan® 116 als biokompatibel.
Zusétzlich ermoglichen diese Studien eine Aussage iiber Stabilitét und Abbaubarkeit der
eingesetzten Stoffe in vivo und einen Vergleich zu bioabbaubaren Polymeren

(Kapitel 1V).

Als Ergebnis dieses Projektes konnte ein stabiles und robustes Verfahren zur Herstellung
von proteinhaltigen Lipidmikropartikeln, das zusidtzlich upscale-bar ist, entwickelt
werden. Damit lassen sich l0sungsmittelfrei Lipidmikropartikel herstellen, die parenteral
applizierbar sind und aus einer biokompatiblen Matrix bestehen. Die inkorporierten
Wirkstoffe werden aus dem biokompatiblen System iiber einen Zeitraum von mindestens
2 Wochen kontrolliert freigeben. Zusétzlich stabilisiert die Lipidmatrix die inkorporierten
Wirkstoffe und verhindert deren Degradierung bzw. Inaktivierung. Die Ziele der

Forschung wurden erreicht.

Il Analytik

I.1. HPLC-Analytik

Die Untersuchungen wurden mit einem HPLC - System durchgefiihrt, das sich wie folgt
zusammensetzte: Degasser (Fa. Knauer, Berlin, Deutschland), LC-10AT Pumpe, FCV-
10ATyp Gradientenmischer, SIL-10ADvp Auotsampler, CTO-6A Séaulenofen, SPD-
10AV UV-Detektor, RF-551 Fluoreszenz-Detektor und SCL-10Avp Controller (alle

Shimadzu, Duisburg, Deutschland). Fiir Somatostatin diente ein linearer Gradient von
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26-39% Acetonitril in Wasser (+0,1% Trifluoressigsdaure (TFA)) {iber 15 Minuten bei
einer FluBrate von 1,0 ml/min als mobile Phase. 100 ul der Proben wurden bei 40°C
unter Verwendung einer Kombination aus einer C18-reversed phase Vorsdule (LC318,
4,6 mm x 50 mm) und einer analytischen Sdule (LC318, 4,6 mm x 250 mm) von Supelco
(Deisenhofen, Deutschland) aufgetrennt. Die Chromatogramme wurden bei 210 nm (UV-
Detektion) und 274 nm / 308 nm (Absorption / Emission) mittels Fluoreszenz - Detektor
aufgezeichnet. Die Verfahren fiir EGF, Insulin und IGF unterschieden sich von dem fiir
Somatostatin in der Zusammensetzung der mobilen Phase. Fiir EGF wurde ein linearer
Gradient von 16-39% Acetonitril in Wasser (+0,1% TFA) {iber 20 Minuten verwendet.
Bei Insulin und IGF lag der lineare Gradient im Bereich von 26-39% Acetonitril in
Wasser (+0,1% TFA) iiber eine Dauer von 24 Minuten. Aufgrund der strukturellen
Ahnlichkeit konnten hier jeweils die gleichen Bedingungen gewihlt werden (siche
Abbildung 1). Auch bei EGF, Insulin und IGF lag die Flufrate bei 1,0 ml/min. Von
Dexamethason wurden ebenfalls Proben zu 100 pl bei einem FluB von 1,0 ml/min
analysiert. Hier wurde ein linearer Gradient von 10-22% Acetonitril in Wasser ohne
Zusatz von TFA verwendet, die restlichen Parameter waren identisch. Die Verfahren
wurden auf Linearitdt und Reproduzierbarkeit getestet. Bei allen Verfahren war die
Reproduzierbarkeit und in den Konzentrationsbereichen von 4 bis 150 pg/ml die
Linearitdt gegeben. Mittels dieser HPLC - Analytik war es mdglich, die untersuchten

Stoffe zu trennen, zu detektieren und quantitativ zu bestimmen.

0,190

’ =—Insulin 4 pg/ml
0,188 -
IGF 10 pg/ml

0,186 -

Volts

0,184 A

0,182

0,180 -

0,178 -
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Minutes

Abbildung 1: Chromatogramme einer IGF-Losung (—) in 0,01N HCI der Konzentration 10 ug/ml und
einer Insulin-Losung (=) in 0,01N HCI (4 ug/ml).
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I.2. GFC-Analytik

Ein analytisches Verfahren mittels Gelfiltrationschromatographie (GFC) wurde fiir
Insulin entwickelt, um eine bessere Auftrennung von Stoffen unterschiedlicher GrofSe,
aber dhnlichen Verhaltens gegeniiber RP-18 Material zu erreichen. Als mobile Phase
diente eine Mischung aus 90% 0,05 molarem Tris(hydroxyaminoethan) und 10%
Acetonitril auf einer Shodex OHpak SB-802,5 HQ 8 mm x 300 mm Siule der Firma
Phenomenex (Aschaffenburg, Deutschland). Die Messungen wurden isokratisch iiber 25
Minuten durchgefiihrt. Das Probenvolumen betrug 100 pl, die FluBrate lag bei 0,8

ml/min und die Temperatur des Sdulenofens betrug 40°C.

Mittels GFC war es z. Bsp. mdglich ein in der Literatur [4] beschriebenes kovalentes

Insulin-Dimer von Insulin zu trennen (sieche Abbildung 2).

0,40
0,35 Insulin
0,30
0,25
0,20
0,15

0,10 Insulin
0,05 Dimer

Volts

0,00
-0,05

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Minutes

Abbildung 2: GFC-Chromatogramm einer Insulin Losung (150ug/ml) in isotonem Phosphatpuffer mit
einem pH-Wert von 7,40.

I.3. Liquid chromatography - Mass spectrometry (LC-MS) - Analytik

Um iiber eine Mdglichkeit zur Identifikation detektierter Stoffe zu verfligen wurden im
Rahmen der analytischen Arbeiten auch Verfahren erprobt, die Substanzen mittels
Massenspektrometrie  gekoppelt an eine chromatographische Auftrennung zu
untersuchen. Hierbei war es moglich, die Versuchsbedingungen der HPLC-Analytik zu
iibernehmen und bei der Sdulentemperatur von 40°C mit den gleichen Gradienten zu

arbeiten.

Das verwendete HPLC-System war ein Hewlett-Packard HPLC System der Serie 1100

mit Degasser, bindrer Pumpe, Autosampler, Séulenofen und Diodenarraydetektor (alle
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von Hewlett-Packard, Waldbronn, Deutschland), gekoppelt mit einem TSQ7000
electrospray-Massenspektrometer (ThermoQuest, San José, CA, USA) mit API2-Quelle
(kapillare Temperatur: 350°C, Sprithspannung: 4,5 kV). Zur Auftrennung kam die
Séulenkombination aus der HPLC-Analytik. zur Anwendung. Um die Daten auszuwerten
wurde mit dem XCalibur® Software Paket (ThermoQuest, San Jos¢, CA, USA)
gearbeitet. Es wurden die Totalionenstrome der Proben aufgezeichnet. Die Substanzen

wurden nach ihren individuellen Massenspektren charakterisiert.

Als Auszug der Ergebnisse zeigen die Abbildungen 3, 4 und 5 ein HPLC-MS
Chromatogramm und die zugehdrigen Totalionenstrome des Massenspektrogramms von
Somatostatin. Somatostatin ist bei einer Retentionszeit (RT) von 8,87 Minuten zu sehen,
seine Deamidierungsprodukte (Hydrolyse des Asn-5) bei 8,56 und 9,59 Minuten. Dieser
Unterschied in der Retentionszeit ist durch die Strukturisomerie von Asp und iso-Asp zu
erkléren, die bei der Deamidierungsreaktion entstehen konnen. In den Ellipsen sind die
errechneten Massen dargestellt. Somatostatin bzw. seine Deamidierungsprodukte liegen

bei der Detektion zweifach geladen vor.

8.87

100 " + 1637,7: Somatostatin (Asn)

90

g 4
S 80

(1] -

o

S 70

B . 9.59

< 60

.g ] « 1638,7: Deamidierungsprodukte
g 50 _ Asp

g 4 ] — iso-Asp

30

20 : ‘!!g!!t
@
4 5 6 7 8

0 r r r T T 7 ; r r T r T r T 1
0o 1 2 3 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Time [min]

Abbildung 3: Chromatogramm der HPLC-MS Untersuchung einer Somatostatin-Losung (150 ug/ml,
Probenvolumen: 10 ul) in isotonem Phosphatpuffer.
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Abbildung 4: Totalionenstrom des Massenspektrogramms des deamidierten Somatostatins bei der
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Abbildung 5: Totalionenstrom des Massenspektrogramms des Somatostatins (Peak bei Retentionszeit 8,87

min aus Abbildung 3).

Retentionszeit von 8,56 Minuten (siehe Abbildung 3).
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I.4. Stabilitatsprifung

[1.4.1 Versuchsbeschreibung

Losungen der Arzneistoffe Somatostatin und Insulin in isotonem Phosphat-Puffer (pH
7,4, Konzentration 150 pg/ml) wurden tliber 5 Wochen bei 37 °C statisch im
Trockenschrank temperiert. Als Gefdfle dienten 1 ml HPLC-Vials, die zu verschiedenen
Zeitpunkten (sieche Abbildung 6) entnommen und bei —80°C eingefroren wurden. Nach
Ablauf der gesamten Versuchsdauer wurden alle Proben zusammen mittels HPLC
quantitativ untersucht. Bei ausgewdhlten Proben wurden auch HPLC-MS- Analysen

durchgefiihrt (siche Abb. 3 - 5, Punkt 11.1.3)
I1.4.2 Stabilitat von Somatostatin und Insulin

Wie aus Abbildung 6 ersichtlich wird, blieb Insulin iiber ca. zwei Wochen stabil und liegt
nach einem Zeitraum von 35 Tagen noch zu zwei Dritteln unveréndert vor, wohingegen
Somatostatin einem stetigen Abbau unterlag. Nach Ablauf der Versuchsdauer waren noch
knapp iiber 40 % des eingesetzten Somatostatins stabil (siche Abbildung 6). Uber HPLC-
MS wurde ermittelt, dass es sich bei dem Abbauprodukt um deamidiertes Somatostatin
handelte (siche Abbildungen 3 - 5). Dies wird noch durch die Reaktionskinetik
unterstiitzt. Es handelt sich um eine Hydrolysereaktion mit einer Kinetik erster Ordnung.
Bei Insulin war kein einheitlicher Abbau zu einem speziellen Abbauprodukt zu erkennen,
vielmehr bildete sich eine Anzahl mehrerer kleiner Nebenpeaks (sieche Abbildung 7).
Aufgrund dieser Ergebnisse und der Tatsache, dass Insulin unter in vitro
Freisetzungsbedingungen (Schiittelwasserbad; 37°C) Aggregate bildet, war es nicht
moglich, die  Gehaltsbestimmung  bei  Freisetzungsversuchen  aus  dem
Freisetzungsmedium durchzufiihren. Deshalb wurden Verfahren zur Extraktion von

Arzneistoffen aus Lipidmatrices entwickelt.
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120% -

100% -

80% -

60% -

40% -

Konzentration [ug/mi]

20% +

0% T T T T T T T

Tag

Abbildung 6: Stabilitit von Insulin (m ) und Somatostatin (¢, == ) in isotonem Phosphatpuffer statisch bei
PpH 7,40 und 37°C. Ausgangskonzentration: 150 ug/ml.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Insulin
RT: 20,49 min

Relativer Anteil
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O\ L
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1-0 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Zeit [min]

Abbildung 7: Chromatogramm einer Insulin- Lésung nach 35 Tagen statischer Temperierung bei 37°C in

isotonem Phosphatpuffer mit pH 7,40.
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I.5. Extraktion von Arzneistoffen aus Glyceroltripalmitat- Matrices

11.5.1 Methoden

Fiir diesen Versuch wurden Insulin und Somatostatin in Lipidmatrices eingearbeitet. Es
wurden zwei unterschiedliche Verfahren entwickelt, die bei beiden Arzneistoffen
anwendbar waren. Bei einer Extraktionsmethode wurde versucht ein einphasiges
Verfahren zu entwickeln, in dem keine Phasengrenzen vorhanden sind, an denen die
Proteinwirkstoffe denaturieren. Hierbei wurden ca. 5 mg der Probe genau in ein
Eppendorf-Cup eingewogen. Nach Zugabe von 500 pl Tetrahydrofuran (THF) wurde
kurz erwiarmt (Wasserbad, 35°C) um das Lipid zu losen. AnschlieBend wurde bei 13200
rpm zentrifugiert um die Sedimentation des Arzneistoffes zu erreichen. Nachdem 450 pl
des Uberstandes abpipettiert wurden, folgten zwei Waschschritte mit 450 pl THF, nach
denen jeweils zentrifugiert und anschlieBend wiederum 450 pl des erhaltenen
Uberstandes abpipettiert wurden. Das restliche Losungsmittel wurde iiber Nacht im
Exsikkator unter Vakuum entfernt. Der verbleibende Arzneistoff wurde in 1000 pl eines
Gemisches aus H,O und Acetonitril im Verhéltnis 70,1 : 29,9 fiir Insulin und 67,4 : 32,6
fiir Somatostatin mit jeweils 0,1% TFA aufgenommen. AnschlieBend wurde sein Gehalt
mittels HPLC bestimmt. Die Zusammensetzung dieses Gemisches entsprach der mobilen
Phase zum Elutionszeitpunkt des jeweiligen Arzneistoffes in der HPLC-Analytik um

beste Losungseigenschaften zu erhalten.

Des weiteren wurde eine Zweiphasenmethode zur Extraktion der hydrophilen Wirkstoffe
aus der Lipidgrundlage entwickelt. Wiederum wurden ca. 5 mg der zu extrahierenden
Probe genau in ein Eppendorf-Cup eingewogen. AnschlieBend wurde die Probe mit
600ul Chloroform versetzt und danach mit 600ul 0,01N HCI iiberschichtet. Dieses
Zweiphasensystem wurde zwei Mal auf einem Vortexmischer fiir 10 s durchmischt,
wobei zwischen den Mischvorgingen eine Pause von 10 Minuten zur vollstindigen
Phasentrennung eingehalten wurde. Danach wurde die HCI-Phase abpipettiert und mittels

HPLC-Analytik untersucht.
[1.5.2 Ergebnis

Die erzielten Extraktionsquoten bei der einphasigen Extraktionsmethode betrugen fiir

Somatostatin 94,5 % mit einer Standardabweichung von 0,85 % und fiir Insulin 91,31%
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mit einer Standardabweichung von 5,11 %. Die schnellere zweiphasige
Extraktionsmethode lieferte fiir Insulin eine Extraktionsquote von 96,33 % mit einer
Standardabweichung von 3,14 %. Somatostatin wurde mit einer Quote von 89,41 % und
einer Standardabweichung von 5,91 % extrahiert. Mit diesen Methoden zur Extraktion
der Arzneistoffe aus Dynasan® 116 stand ein Werkzeug zur Verfiigung um
Restgehaltsbestimmungen durchzufiihren und somit auch Freigaben aus Lipidmatrices zu

untersuchen.

Il Entwicklung von Arzneistofftragern aus Lipiden

Wihrend der ersten Projektphase (8 Monate) wurde die Herstellung von Mikropartikeln
durch das Spriiherstarrungsverfahren optimiert. Um Erkenntnisse iiber das
Freisetzungsprofil von Peptiden aus Lipiden zu gewinnen, wurden Untersuchungen zum
Freisetzungsmechanismus von Somatostatin und Insulin aus Lipidmatrices durchgefiihrt.
Gleichzeitig wurden Experimente zur Steuerung der Freisetzung von Wirkstoffen durch
ergidnzenden Einsatz von Hilfsstoffen durchgefiihrt. In den folgenden Monaten wurde die
Herstellung von proteinbeladenen Lipidmikropartikeln entwickelt und diese Partikel

beziiglich Morphologie, Partikelgroenverteilung und Freisetzungsverhalten untersucht.

lll.1. Entwicklung von Verfahren zur Herstellung von Lipidmikropartikeln

durch Spruherstarrung

Die Herstellung von Lipidmikropartikeln kann mit unterschiedlichen Verfahren erfolgen:
durch  Schmelzdispersionsverfahren,  Losungsmittelverdampfungsverfahren  oder
Spriiherstarrung. Allen Methoden ist gemein, dass der Wirkstoff entweder als Losung

oder als Feststoff in der Lipidphase dispergiert werden kann [2].

Spriiherstarrungsverfahren bieten die Moglichkeit, Mikropartikel ohne Einsatz von
organischen Losungsmitteln herzustellen und den Einsatz von Emulsionsstabilisatoren zu
vermeiden. So konnen gemiB ICH- Richtlinien biokompatible Mikropartikel fiir die
parenterale Anwendung erhalten werden. Gleichzeitig kann die Stabilitdt des Wirkstoffs
wihrend des Herstellungsprozesses durch Vermeidung von fliissig/fliissig Grenzfldchen,
die zur Denaturierung bzw. Inaktivierung von Peptiden und Proteinen fithren kdnnen,
erhoht werden. Deshalb wurde in diesem Projekt die Spriiherstarrungsmethode als

Herstellungsmethode gewéhlt und optimiert.
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[11.1.1 Spraherstarrungsverfahren

Zur Herstellung von Lipidmikropartikeln durch Spriiherstarrung wurde die entsprechende
Modellsubstanz in einer Lipidschmelze als Feststoff oder Losung dispergiert und die
Zubereitung anschlieend unter Druck in einen Sprithturm verspriiht (siche Abbildung 8).
Die fliissigen Lipidtropfchen konnten in der Trockenkammer abkiihlen und erstarren. Die
Mikropartikel konnten in den Auffanggefdflen gesammelt werden.

1 Spriihdiise

2 Sprithkammer

3 Zyklon

4 Auffanggefal3

5 Abluft

Abbildung 8: Spriihtrocknungsapparatur aus Komponenten eines Mini-Spray-Dryers von Biichi

[11.1.2 Aufbau einer Spruherstarrungsapparatur

Bei der Untersuchung des Herstellungsvorgangs von wirkstoftffreien Lipidmikropartikeln
aus Glyceroltripalmitat (Dynasan® 116) mit der Spritherstarrungsapparatur, die baugleich
mit einem Biichi Mini-Spray-Dryer war (Abbildung 8), stellte sich als ein wesentlicher
Nachteil heraus, dass ein Grofteil des eingesetzten Lipids erst an der Innenwand des
Gefdlles erstarrte. Deshalb konnte nur eine Ausbeute von 25% an Lipidmikropartikeln im
Verhiltnis zur eingesetzten Lipidmenge gewonnen werden. Um eine hohe Effizienz des
Herstellungsprozesses zu gewéhrleisten wurde deshalb eine optimierte Apparatur
entwickelt. Die Apparatur wurde dahin gehend verdndert, dass die Fallstrecke der
Lipidtropfchen durch ein auf die Trockenkammer aufgesetztes Fallrohr (Plastik; 140 cm)
verldngert wurde. Das Resultat des Tests dieser modifizierten Apparatur zeigte jedoch,
dass keine wesentliche Verbesserung des Sprithvorgangs erreicht werden konnte. Die
Lénge der Kiihlstrecke reichte zwar zur Abkiihlung der Partikel aus; allerdings konnte
sich der Spriihkegel der Lipidtropfchen nicht ausreichend ausbreiten, und nicht erstarrte

Lipidtropfchen schieden sich weiterhin an der Seitenwand des Fallrohrs ab.
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Um die Erstarrung der Partikel zu beschleunigen wurde deshalb eine zusétzliche
Luftkiihlung integriert. Der Vorteil einer zusétzlichen Kiihlung der Partikel zeigte sich
beim Spriithen einer Lipidschmelze in fliissigen Stickstoff (Abbildung 9). Die Ausbeute
an Mikropartikeln lag bei 80%. Allerdings waren die hergestellten Partikel nicht
einheitlich rund geformt, sondern wiesen Kanten und Ecken eines im Fluge erstarrten
Tropfens auf. Da Ecken und Kanten bevorzugte Angriffspunkte fiir Erosionsvorginge
sind, konnte diese Morphologie zu einem beschleunigten Abbau und einer schnellen
Wirkstofffreigabe fithren (Abbildung 10). Als weiterer Nachteil dieses Verfahrens ist der
Kontakt der Lipidschmelze mit fliissigem Stickstoff zu nennen, der eine industrielle
Nutzung dieses Verfahrens fiir die sterile Herstellung von Lipidmikropartikeln zur

parenteralen Anwendung erschwert.

\ Drucklufiregelung

Einstoffdiise

€ Dewargefal mit fliissigem Stickstoff

Abbildung 9: Apparatur zur Herstellung von Lipidmikropartikeln durch Spriihung in fliissigen Stickstoff.

D ©

3

Abbildung 10: Durch Spriihung in fliissigen Stickstoff hergestellte Lipidmikropartikel.
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Um dieses Problem zu umgehen, wurde die Spriiherstarrungsapparatur mit einer
zusitzlichen Kiihlung ausgestattet (Abbildung 11). Dazu wurde die Apparatur mit 4
Luftdiisen neben der Einstoffspriihdiise versehen. Die Lufttemperatur konnte durch eine
externe Kiithlung mit fliissigem Stickstoff auf -80°C gesenkt werden. Dies fiihrte zu einer
schnellen Erstarrung der Partikel in der Sprithapparatur und gleichzeitig wurde der
Kontakt der Mikropartikel mit der Apparaturinnenwand durch einen kontinuierlichen
Luftstrom minimiert. Um eine vollstdndige Expansion des Spriihkegels in der Apparatur

zu gewihrleisten, wurde das Fallrohr von 10 auf 15 cm Durchmesser verbreitert.

1 Spriihdiise

2 gekiihlter Zuluftstrom
3 verbreiteter Sprithturm
4 Sprithkammer

5 Zyklon

6 Auffanggefil

7 Abluft

Abbildung 11: Modifizierte Spriiherstarrungsapparatur mit zusdtzlichem Fallrohr und Luftkiihlung

Der Erfolg dieser Umbaumalnahmen spiegelt sich in einem stabilem Spriithvorgang und
einer hohen Ausbeute an Mikropartikeln wieder. Die prozentuale Ausbeute konnte von

25% in der urspriinglichen Apparatur auf 69% erhoht werden.
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[11.1.3 Herstellung mit der Einstoffdise

Fiir die Herstellung der Lipidmikropartikel durch Spriiherstarrung wurde am Lehrstuhl
eine spezielle beheizbare Einstoffdiise mit integriertem Vorratsgefd3 entwickelt und
gebaut (Abbildung 12). Diese Diise wurde fiir die zuvor genannten Versuche eingesetzt.
Die zu versprithende Lipidschmelze wird in eine beheizbare Druckkammer gefiillt. Die
Schmelze wird durch Druckluft verspriiht. Aufgrund der variablen Bauweise kann die
Diise durch Austauschen der Spriithdiisen6ffnung (Durchmesser von 0,5; 0,3 und 0,2 mm)

schnell umgebaut werden.

Druckluft

Beheizbare Druckkammer

Temperaturfiihler

Spriihdiise

Abbildung 12: Beheizbare Einstoffdiise

[11.1.4 Herstellung mit Zweistoffduse

Neben Einstoffdiisen konnen auch Zweistoffdiisen fiir die Spriiherstarrung eingesetzt
werden. Zweistoffdiisen weisen einige Vorteile auf: Fliissigkeiten konnen mit hoher
Durchsatzmenge verspriiht werden. Da die Zerstdubungsluft mit geringem Druck der
Diise zugefiihrt wird, verldngern sich die Spriihzeiten. Mit einer Luftkappe kann der
Sprithkegeldurchmesser eingestellt werden und es resultiert eine kleinere und schmalere
PartikelgroBenverteilung. Deshalb wurde eine Apparatur mit beheizbarer Zweistoffdiise
und integriertem Vorratsbehdlter entwickelt, die in die Spriiherstarrungsapparatur
eingebaut werden kann (Abbildung 13, 14). Die Verwendung der Zweistoffdiise erhoht
zudem die Ausbeute an Lipidmikropartikeln beziiglich eingesetzten Lipids auf 88%.
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Beheizbares Vorratsgefaf3 Wirmeaustauscher
Steuerungsgsluft
Zerstaubungsluft ——
Spriihdiise

Abbildung 13: schematische Zeichnung einer heizbaren Zweistoffdiise

Vorratsbehilter Wirmeblock

/ Zweiitoffdﬁse

Waérmeaus-
tauscher

Vorratsbehilter

Abbildung 14: Beheizbare Zweistoffdiise

[11.1.5 Upscaling

Die Entwicklung der Spriiherstarrungsapparatur wurde im Hinblick auf ein upscale-bares
Verfahren flir die Herstellung von Lipidmikropartikel im industriellen Malstab
entwickelt. Im Labormafstab kdnnen mit der modifizierten Spriiherstarrungsapparatur
und FEinsatz der beheizbaren Zweistoffdiise ca. 20 g Lipidmikropartikel durch eine
Sprithung hergestellt werden. Durch Austauschen des Vorratsgefiles kann die
Ansatzmenge beliebig erhoht werden. Ein Umbau der Apparatur fiir die Herstellung von

Lipidmikropartikeln im GroBmaBstab kann durch den variablen Aufbau ohne gréBeren
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Aufwand erfolgen. Die Herstellung eines Prototyps der Spriithapparatur in Edelstahl

wiirde eine sterile Herstellung der Partikel in industriellem KleinmaRstab ermdglichen.

lll.2. Charakterisierung von Lipidmikropartikeln

[11.2.1 PartikelgroRenverteilung

Die PartikelgroBenverteilung ist ein wichtiges Charakteristikum einer partikuléren
Arzneiform, da sie sowohl die Wirkstofffreigabe als auch die parenterale Applizierbarkeit
beeinflusst. Die Freigabe der Wirkstoffe aus Mikropartikeln wird neben Hilfsstoffen und
Tragersubstanzen durch die Partikelgrofle gesteuert, da die Oberfldche der Partikel bei
einer kleine Verdnderung des Partikelradius iiberproportional zunehmen kann. Fiir die
schmerzfreie parenterale Applikation von Mikropartikeln ist ein Partikeldurchmesser
< 150 pm notwendig. Deshalb wurden die Parameter, die die PartikelgroBenverteilung

bei der Herstellung der Lipidmikropartikel beeinflussen, detailliert untersucht.

1.2.1.1 Einfluss von Druck, Spruhdusendffnung und Spruhtemperatur auf

PartikelgroRenverteilung bei Sprihung mit der Einstoffduse

Das Tropfenspektrum einer Einstoffdiise ist abhingig von Diisendffnung, Sprithdruck
und der Viskositit der zu versprithenden Fliissigkeit [5]. Deshalb wurde die Verdnderung
der PartikelgroBenverteilung durch Variation des Spriihdrucks, der Sprithtemperatur und
der Spriihdiisenéffnung untersucht. Um den Einfluss von verschiedenen
Herstellungsparametern auf die PartikelgroBenverteilung zu untersuchen, wurden mit der
beheizbaren Einstoffdiise wirkstofffreie Triglyceridpartikel durch Spriiherstarrung
hergestellt. Die PartikelgroBenverteilung der einzelnen Mikropartikelchargen wurde
durch Siebanalyse bestimmt. Eine wichtige KenngroBe ist hierbei der prozentuale Anteil
an Partikeln < 150 pum, um eine schmerzfreie parenterale Applikation der
Lipidmikropartikel zu gewéhrleisten. Der Einfluss des Sprithdrucks und der
Spriihdiisendffnung auf die Partikelgroenverteilung ldsst sich aus Abbildung 15 anhand
des prozentualen Anteils der Mikropartikel < 150 um an der Gesamtmasse der

Mikropartikel ablesen.
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0.2mm Dise
0.3mm Duse

0.5 mm Duse

4 5

Druck [bar]

Abbildung 15: Einfluss von Druck und Spriihdiisendffnung auf prozentualen Anteil von
Lipidmikropartikeln < 150 um (Spriihung in fliissigen Stickstoff).

Bei Erhohung des Druckes von 5 auf 6 bar verschiebt sich das Tropfenspektrum der Diise
deutlich zu kleineren Partikeldurchmessern. Der gleiche Effekt wird bei diesen Driicken
durch eine Verkleinerung der Diisendffnung erreicht. Dagegen ist bei einem Sprithdruck
von 4 bar kein deutlicher Effekt zu beobachten. Neben Sprithdruck beeinflusst die
Viskositdt der zu versprithenden Fliissigkeit wesentlich das Tropfenspektrum. Um den
Einfluss der Temperatur auf die Viskositét der Lipidschmelze zu bestimmen wurde die
Viskositdt von Dynasan™ 116 bei unterschiedlichen Temperaturen bestimmt. Die mit
steigender Temperatur zu beobachtende Viskosititserniedrigung (Abbildung 16) schligt
sich in der PartikelgroBenverteilung nieder (Abbildung 17).

20,0
" \\
16,0
14,0 \
y =-0,3443x + 41,623
R2 =0,9882
12,0

10,0 \ ‘ ‘ ‘ ‘
65 70 75 80 85 90 95

Temperatur [°C]

Vkin [mm?/s]

Abbildung 16.: Kinematische Viskositdit von Dynasan® 116 in Abhdingigkeit von der Temperatur.
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Bei einer Temperaturerhohung von 70 auf 80°C kann eine Zunahme an Partikeln

< 150 pm von 30% auf 56 % beobachtet werden (Abbildung 17).

100,0%
90,0% /
80,0%
70,0% 58,30%
60,0%
/ 56,01 % —=70°C
80°C
50,0% -
’ // / ~90°C
40,0% // /
30,0%

// 30,4%
20,0% ///
10,0% ﬂ

0,0% 7 T T T T \

0 50 100 150 200 250 300 350
Maschenweite [um]

Druchgangsumme [%]

Abbildung 17: Einfluss der Temperatur auf die PartikelgrofSenverteilung von Lipidmikropartikeln, die
durch Spriihung mittels Einstoffdiise 0,2mm und 6 bar Spriihdruck in die modifizierte

Spriiherstarrungsapparatur hergestellt wurden.

[11.2.1.2 Vergleich Einstoffdlse - Zweistoffdise bzgl. Partikelgrofienverteilung

Da eine weitere entscheidende Reduktion der PartikelgroBe mit der vorliegenden
modifizierten Einstoffdiise sich als nicht moglich erwies, wurde Dynasan®” 116 bei 70°C
mit einer Zweistoffdiise in die modifizierte Spriiherstarrungsapparatur gespriiht. Die
PartikelgroBen wurden nach Dispergierung in Ethanol / Wassergemisch mittels Coulter
Counter analysiert. Die erhaltenen Partikel weisen im Vergleich zu Mikropartikeln, die
mit einer Einstoffdiise (0,5mm; 6 bar Spriihdruck) hergestellt wurden, eine engere
GroBenverteilung auf, die deutlich zu kleineren Durchmessern verschoben ist
(Abbildung 18). Durch den Einbau der Zweistoffdiise (0,8 mm Durchmesser;
Ibar Sprithdruck) in die Spriiherstarrungsapparatur konnte der Anteil an

Partikeln < 150 um von 30,41% auf 88,5% erhoht werden. Zusétzlich erlaubt der Einsatz
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einer Diisendffnung von 0,5 mm eine weitere Reduktion der Partikeldurchmesser und

Erhohung des Anteils an Partikeln < 150um auf 94,2 %.
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Abbildung 18: Einfluss der Diisendffnung einer Zweistoffdiise auf die Partikelgréfienverteilung

[11.2.2 Morphologie der Lipidmikropartikel

Die Morphologie von Lipidmikropartikeln wurde mit einem Rasterelektronenmikroskop
nach  Gold/Palladium-Beschichtung  untersucht. = Mikropartikel, = die  durch
Losungsmittelverdampfungsverfahren hergestellt werden, weisen eine glatte pordse
Oberfldache auf. Die Herstellung von Partikeln durch Schmelzdispersion ergibt Partikel
mit einer glatten Oberfliche [2]. Im Vergleich dazu weisen Partikel, die durch
Spriitherstarrung und gleichzeitige Kiihlung der Spriiherstarrungsapparatur hergestellt
werden, eine faserige Struktur auf (Abbildung 19). Dieser Effekt verstarkt sich, sobald
bei der Herstellung die Einstoffdiise gegen eine Zweistoffdiise ausgetauscht wird

(Abbildung 20).
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Abbildung 19: SEM-Aufnahmen von Lipidmikropartikeln, die mit einer Einstoffdiise 0.2 mm durch

Verspriihung einer Lipidschmelze bei 70°C und 6 bar hergestellt wurden.

Abbildung 20: SEM-Aufnahmen von Lipidmikropartikeln, die mit einer Zweistoffdiise 0.8 mm durch
Verspriihung einer Lipidschmelze bei 70°C und 1 bar hergestellt wurden.

[11.2.3 Kristallinitat der Mikropartikel

Neben der PartikelgrofBe wurde bei der Herstellung auch die Kristallinitidt des Lipids
beeinflusst. Polymorphes Verhalten von Triglyceriden wird von mehreren Autoren
beschrieben [6]. Bei Triglyceriden konnen 3 verschiedene Modifikationen auftreten: eine
o- ,B’- und B- Modifikation. Die o - Modifikation stellt aufgrund der hexagonalen
Molekiilpackung und der damit verbundenen Rotationsmoglichkeit der Molekiile die
thermodynamisch instabilste Modifikation dar. Verdnderungen in der Modifikation des
Lipids konnen zu einer Schwankung des Freigabeverhaltens und damit zu einer
verdnderten Bioverfiigbarkeit des inkorporierten Wirkstoffes oder zur Expulsion von
Wirkstoffen aus der Lipidmatrix fiihren. Deshalb ist es wichtig, den Einfluss der
Herstellung auf die Kristallmodifikation der Lipidmikropartikel zu untersuchen.
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Dynasan® 116 liegt in der reinen B- Modifikation vor. Bei der Spriihung der

Lipidschmelze erstarrten die Partikel in unterschiedlichen Modifikationen. Der Anteil an

instabiler a- Modifikation erhdhte sich, je schneller die Partikel abgekiihlt wurden.

Dieser Einfluss lieB sich in Thermogrammen der Lipidmikropartikel, die mittels

Differential Scanning Calorimetry aufgenommen wurden, erkennen (Abbildung 21).
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Abbildung 21:  DSC-Thermogramme
a) Dynasan® 116 unbehandelt

b) Lipidmikropartikel hergestellt durch Spriihung in modifizierte

Spriiherstarrungsapparatur

¢) Lipidmikropartikel aus Dynasan® 116 hergestellt durch Spriithung in fliissigen

Stickstoff

Die Schmelzkurve des unbehandelten Dynasans zeigte einen definierten Schmelzpeak der

B - Modifikation. Des weiteren wurden Thermogramme von Lipidmikropartikeln

aufgenommen, die ohne zusétzliche Kiihlung hergestellt bzw. direkt in fliissigen

Stickstoff gespriiht wurden. Obwohl die Lipidtropfchen durch rasches Abkiihlen in der

o- Modifikation auskristallisierten, konnte kein Einfluss auf die Wirkstoffinkorporation

und -freigabe festgestellt werden (siehe Kapitel 111.3.4).

lll.3. Freisetzungsuntersuchungen von wirkstoffhaltigen Lipidmatrices

[11.3.1 Freisetzung von Peptiden aus Lipidmatrices

Die Freigabe eines Wirkstoffes aus Mikropartikeln ist stark abhdngig von der

PartikelgroBe bzw. der zur Verfiigung stehenden Grenzfliche zwischen Lipid und
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Freisetzungsmedium. Um Erkenntnisse iiber das Freisetzungsprofil und den
Freisetzungsmechanismus unabhéngig von der PartikelgroBenverteilung zu erhalten und
entsprechende Dosisanpassungen vornehmen zu kdnnen wurden zylindrische Presslinge
(2 x 2 mm) aus Insulin bzw. Somatostatin und Dynasan® 116 Mischungen hergestellt.
Die Freisetzung von Insulin (1%) und Somatostatin (1%) aus der Lipidmatrix in
Phosphatpuffer pH 7,4 bei 37 °C wurde iiber einen Zeitraum von 2 Monaten untersucht.
Es wurde jeweils der Restgehalt des eingesetzten Proteins in den Lipidmatrices bestimmt

(Abbildung 22).
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Abbildung 22: Freisetzung von Insulin und Somatostatin aus Lipidmatrices (Dynasan®116) iiber
2 Monate [7].

Innerhalb von 2 Monaten wurden 41,19 % Insulin bzw. 92.03% Somatostatin
freigegeben. Insulin und Somatostatin blieben iiber 2 Monate stabil; es konnten keine

Abbauprodukte in der HPLC-MS detektiert werden.
[11.3.2 Freisetzungsmechanismus

Eine ndhere Analyse der Freisetzungsprofile von Insulin und Somatostatin aus
Lipidmatrices spricht flir einen diffusionskontrollierten Freisetzungsmechanismus.
SEM-Aufnahmen von wirkstoffbeladenen Matrices, die 2 Monate inkubiert waren,
belegen diese Annahme. Die Lipidmatrices zeigten eine geringfiigige Porenbildung (siehe
Abbildung 23 und 24). An den Kanten der Matrices konnte Erosion des Trdgermaterials
beobachtet werden, die wahrscheinlich aus der mechanischen Belastung der Matrices

wihrend der Freisetzung resultiert, da in den Querschnitten der Matrices keine weiteren
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Anbhaltspunkte fiir eine Verdnderung der inneren Struktur detektiert werden konnten

(reine Dynasan® - Matrices hingegen wiesen eine glatte Oberfliche auf).
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Abbildung 23: 1% Insulin-Lipidmatrix vor Inkubation (links)

1% Insulin-Lipidmatrix nach 2 Monaten Inkubation (Mitte); Detailansicht (rechts)

Abbildung 24: 1% Somatostatin-Lipidmatrix vor Inkubation (links)

1% Somatostatin-Lipidmatrix nach 2 Monaten Inkubation (Mitte); Detailansicht (rechts)

Neben Diffusion konnen auch weitere charakteristische Eigenschaften des
Tragermaterials wie Kristallinitit und Hydrophilie die Freisetzungsdauer von Proteinen
aus der Matrix beeinflussen. Durch Spincasting wurden Lipid- bzw Polymerfilme aus
Dynasan® 116, PLGA bzw PLA hergestellt und mit definierten Volumina
Proteinlosungen fiir 30 min inkubiert, anschlieBend gewaschen und gefriergetrocknet.
Die Spektren der vermessenen Filme wurden auf Auftreten eines Stickstoffsignals bei
380-420 eV untersucht, da bei den eingesetzten reinen Trdgermaterialien, die keinen
Stickstoff enthalten, nur Sauerstoff- und Kohlenstoffsignale detektiert werden. Tritt ein
zusitzliches Stickstoffsignal auf, wurde dieses nur durch stickstoffhaltige adsorbierte

Proteine verursacht.
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Abbildung 25:  ESCA- Diagramme von Dynasan® 116 bzw. Polymerfilmen, die 30 min mit 200ul einer
Insulin- oder Somatostatinlésung inkubiert wurden.
Sowohl Insulin, als auch Somatostatin adsorbieren auf Dynasan 116 (siche

Abbildung 25). Im Vergleich zu den géingigen bioabbaubaren Trigermaterialien, PLA
und PLGA, fillt die Adsorptionstendenz von Insulin und Somatostatin auf Dynasan
deutlich geringer aus. Dies kann durch eine Verdnderung der Intensitit des
Stickstoffsignals bei den unterschiedlichen Materialien beurteilt werden, da alle Filme
mit der dquivalenten Menge Proteinlosung inkubiert wurden (siche Abbildung 26). Ein

absoluter quantitativer Vergleich der Adsorption auf verschiedenen Materialien ist

allerdings mit dieser Methode nicht moglich.
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O Dynasan 116
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Insulin Somatostatin ANP

Abbildung 26: Stickstoffsignal auf inkubierten Filmen

[11.3.3 Steuerung der Freisetzung

Die Verwendung von zylindrischen Lipidmatrices bietet die Moglichkeit schnell und
effektiv den Einfluss von Hilfsstoffen auf die Freisetzung und die Stabilitit der

inkorporierten Wirkstoffe zu bestimmen.

Im Rahmen dieses Projektes wurde der Effekt von Gelatine auf die Freisetzung von
Insulin und Somatostatin untersucht. Dafiir wurden in mit 1% Insulin bzw. Somatostatin
beladene Lipidpulvermischungen jeweils 1% Gelatine eingearbeitet und anschlieend zu
zylindrischen Matrices (2 x 2 mm) verpresst. Die Freisetzung von Insulin und
Somatostatin aus den Lipidmatrices in Phosphatpuffer pH 7,4 bei 37 °C wurde iiber einen
Zeitraum von 2 Monaten untersucht. Innerhalb von 2 Monaten wurden 42,67 % Insulin
bzw. 88,69% Somatostatin freigegeben (siehe Abbildung 27). Die Einarbeitung von 1%

Gelatine in die Lipidmatrices beschleunigte die Freisetzung der Proteine nicht.

Dieser Effekt konnte allerdings in fritheren Studien fiir Matrices, die mit TAMRA- BSA
beladen waren nachgewiesen werden [8]. Um eine raschere Freisetzung durch Zusatz von
Porogenbildnern, wie zum Beispiel Gelatine, zu erzielen muss wahrscheinlich ein

hoherer Gesamtproteingehalt vorliegen.
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Abbildung 27: Freisetzung von Insulin bzw. Somatostatin aus Lipidmatrices mit 1% Gelatine als

Porogenbildner (Dynasan®116) iiber 2 Monate.

[11.3.4 Freisetzung von Peptiden aus Lipidmikropartikeln

Zur Untersuchung des Freisetzungsverhaltens von Proteinen aus Lipidmikropartikeln

wurden Insulin und Somatostatin als Modellsubstanzen in Lipidmikropartikel
inkorporiert. Die Proteine wurden als Feststoff mittels Ultraturrax (mindestens eine

Minute) in einer auf 70°C temperierte Lipidschmelze dispergiert. AnschlieBend wurde

die Suspension mit einer beheizbaren Einstoffdiise in die modifizierte
Spriitherstarrungsapparatur ~ verspritht.  Lipidmikropartikel mit unterschiedlichem
Proteingehalt wurden hergestellt, um den Effekt der Beladung auf die

Partikelmorphologie und die Freisetzung aus Lipidmikropartikeln zu untersuchen.

Durch Suspendierung des Wirkstoffs in der Lipidmatrix konnte eine hohe
Verkapselungseffizienz erzielt werden. Folgende Chargen wurden hergestellt: Insulin-
Lipidmikropartikel 0,48%, 0,97% und 1,98% bzw. Somatostatin-Lipidmikropartikel

0,62% und 1,03%. Alle Chargen wurden mittels einer heizbaren Einstoffdiise durch
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Versprithung in die modifizierte Spritherstarrungsapparatur mit 6 bar Sprithdruck einer
Spriihdiisendffnung von 0,2 mm Durchmesser und 70°C hergestellt. Die Ausbeuten

dieser Sprithungen lagen zwischen 69 und 87% (siehe Abbildung 28).
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mikropartkel ynsulin-Lipid-  Insulin-Lipid  Insulin-Lipid
mikropartikel  mikropartikel mikropartikel

Abbildung 28: Abbildung Spriihungsausbeuten proteinhaltiger Lipidmikropartikel

Die Bestimmung der Verkapselungseftizienz erfolgte durch Extraktion der Proteine aus
den Lipidmikropartikeln (siehe Kapitel 11.5). Durch Verarbeitung der Proteine als
Feststoff kann der Proteingehalt der Lipidmikropartikel ohne grofle Verluste eingearbeitet
werden. Dadurch eignet sich diese Methode besonders gut fiir die Verarbeitung von
geringen Substanzmengen. Die leichten positiven Abweichungen der effektiven
Verkapselungseffizienz von der theoretischen resultieren aus Verlust von Matrixmaterial
innerhalb der Diise (siehe Abbildung 29). Die Lipidmikropartikel wurden beziiglich

PartikelgroBenverteilung und Kristallinitét charakterisiert.
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Abbildung 29: Verkapselungseffizienz proteinbeladener Lipidmikropartikel

M theoretische Beladung
M eff. Beladung

Die Einarbeitung von Protein in Lipidmikropartikel fiihrte zu groBBeren Partikeln als reine

Lipidmikropartikel. Der Anteil an Mikropartikeln < 150um sank von 30,41%

(Abbildung 17) auf 13-25% (siche Abbildung 30).
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Abbildung 30: Partikelgrofienverteilung von wirkstoffbeladenen Lipidmikropartikeln

Seite 30



Lipidmikropartikel als Depotarzneiform und Tréger fiir Problemarzneistoffe

SEM- Aufnahmen von Insulin- und Somatostatin-Lipidmikropartikeln zeigen einheitlich
geformte Partikel mit glatter Oberflache. Die Querschnitte der Lipidmikropartikel dhneln
strukturell puren Lipidmikropartikeln, wohingegen die Oberfldche nicht so faserig ist
(siche Abbildung 31 und 32). DSC-Thermogramme der Partikel bestdtigen, dass keine

Verdnderungen in der Kristallinitdt durch Einarbeitung von Proteinen auftreten (Daten

nicht gezeigt).

Abbildung 31: SEM- Aufnahmen von Insulin-Lipidmikropartikeln

Abbildung 32: SEM-Aufnahmen von Somatostatin-Lipidmikropartikeln

Die Freisetzung von Insulin und Somatostatin aus den Lipidmikropartikeln in
Phosphatpuffer pH 7,4 bei 37 °C wurde iiber einen Zeitraum von 1-2 Wochen untersucht.
Aufgrund von Instabilititen der Proteine im Freisetzungsmedium wurde jeweils der
Restgehalt des eingesetzten Wirkstoffs der Lipidmikropartikel durch Extraktion des
Proteins und anschlieBender HPLC-Analytik bestimmt. Insulin- Lipidmikropartikel gaben
zwischen 19,72 bis 38,31% Wirkstoft frei (siche Abbildung 33).
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Abbildung 33: Freisetzung von Insulin aus Lipidmikropartikeln iiber 1 Woche

*0,5% Insulin-Lipidmikropartikel
® 1% Insulin-Lipidmikropartikel

<« 2% Insulin-Lipidmikropartikel

Die Freisetzung von Somatostatin aus den Lipidmikropartikeln erfolgte viel rascher

(siche Abbildung 34). Bereits nach 4 Tagen waren ca. 80% des inkorporierten

Somatostatins freigesetzt.
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Abbildung 34: Freisetzung von Somatostatin aus Lipidmikropartikeln iiber 2 Wochen

m 1% Somatostatin-Lipidmikropartikel
¢ 0,5% Somatostatin-Lipidmikropartikel
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Die Unterschiede im Freisetzungsverhalten von Somatostatin- und Insulin-
Lipidmikropartikeln konnte tendenziell auch in den Vorversuchen mit Lipidmatrices
festgestellt werden. Ausgehend von diesen Ergebnissen hingt das Freisetzungsverhalten
der Peptide von den physiko-chemischen Eigenschaften, wie Molekulargewicht und

Wasserloslichkeit, ab.

[11.3.5 Testung der biologischen Aktivitat von Insulin nach Einarbeitung in

Lipidmatrices

Obwohl die chemische Integritdt der Proteine nach Einarbeitung in Lipidmatrices und
Lipidmikropartikel durch HPLC-MS Analyse nachgewiesen wurde, kann die Bioaktivitét
der Proteine beeintrachtigt sein, ohne dass diese Verdnderungen mit zuvor genannten
Verfahren detektierbar sind. Eine Modglichkeit zur Testung der Bioaktivitit von
freigesetztem Insulins stellt die Applikation des Freisetzungssystems in ein
Zellkulturmodell dar. Deshalb wurden insulinhaltige sterile Lipidmatrices hergestellt und
in einem insulinsensitiven dreidimensionalen bovinen Chondrozyten- Zellkulturmodell
getestet  [9,10].  Sterile Lipidmatrices wurden folgendermallen  hergestellt:
Gyceroltripalmitat wurde mit trockener Hitze bei 160°C iiber 2 Stunden sterilisiert. Die
Lipidschmelze wurde anschlieBend bei 55°C getempert, um eine Kristallisation in der
stabilen P’-Modifikation zu ermoglichen. Insulin wurde mittels Filtration einer
Insulinlésung durch einen 0,22um Membranfilter sterilisiert und anschlieend unter
aseptischen Bedingungen gefriergetrocknet. Das sterile Triglycerid wurde unter
aseptischen Bedingungen pulverisiert, mit gefriergetrocknetem Insulin in einem Morser
gemischt und zu Lipidmatrices verpresst. Bovine artikuldre Chondrozyten wurden auf
PGA-Scaffolds 2 Wochen in Wellplates auf einem Orbitalschiittler kultiviert.
Insulinhaltige Lipidmatrices (0,55% und 2,08% w/w) wurden mit den Zell-Polymer-
Konstrukten inkubiert. Als Kontrollgruppen dienten zellbeladene Scaffolds, die mit oder
ohne extern zugefiigtem Insulin (alle 2-3 Tage) kultiviert wurden. Der Effekt des
freigesetzten Insulins auf die Qualitdt des sich entwickelnden Knorpels wurde durch
histologische und biochemische Analyse der Extrazellulirmatrixkomponenten, wie

Glycosaminoglykane (GAG) und Kollagen, beurteilt.

Histologische Querschnitte von Zell-Polymerkonstrukten, die Insulin erhalten hatten,

zeigten im Vergleich zu Konstrukten, die ohne Insulin kultiviert wurden, sowohl eine
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reifere Morphologie als auch eine gleichmifBigere Verteilung von GAG (Abbildung 35).
Die Effekte von freigesetzten Insulin aus Lipidmatrices auf Knorpelstruktur und
Zusammensetzung waren vergleichbar mit der Wirkung, die extern zugegebenes Insulin

auf Zellpolymerkonstrukte hatte.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Bioaktivitit von Insulin, das aus Lipidmatrices
freigesetzt wurde, wéhrend des Herstellungsprozesses und der Freigabe erhalten wurde.

Dieses Verfahren kann nun auch fiir die Testung von Insulin-Lipidmikropartikeln

eingesetzt werden.

Abbildung 35:  Effekte von Insulin- Lipidmatrices auf mittels Tissue-Engineering hergestellten Knorpel.
Ein hoherer Glykosaminoglykangehalt und eine gleichmdfigerere GAG- Verteilung im
Gewebe konnte bei Zell-Polymerkonstrukten detektiert werden, die in Gegenwart von
Insulin-Lipidmatrices kultiviert wurden(vechts), verglichen mit Zell-Polymerkonstrukten,
die in Abwesenheit von Insulin kultiviert wurden (links). GAG wurde mit Safranin O

angefirbt (dunkelgraue Tonung auf diesem Schwarzweif; Foto).
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IV in vivo Biokompatibilitatsprufung

IV.1. Studiendesign

Die Studie wurde im Rahmen eines von der Regierung der Oberpfalz genehmigten
Tierversuchsantrags und unter Beachtung der Richtlinien fiir Tierversuche durchgefiihrt.
Alle operativen MaBBnahmen wurden durch einen Veterindr durchgefiihrt, welcher die
gesamte Studie beaufsichtigte. Der Versuch wurde mit weiblichen NMRI- Méusen

durchgefiihrt.

Ziel dieser Studie war es, die Biovertriglichkeit von Dynasan® 116 in vivo
nachzuweisen. Da fiir manche hochwirksamen Arzneistoffe, wie z. B.
Wachstumsfaktoren, ein zusétzlicher Trager notig werden konnte, wurde auBlerdem der
Effekt der Beimischung von 1 % Gelatine untersucht, welche zusitzlich noch zur
Modulation der Freisetzung von Arzneistoffen dienen kann. Als Vergleich dienten
Matrices aus reiner Gelatine und dem Polymer Resomer® RG502 (ein racemisches
PLGA mit dem Verhéltnis Milchsdure zu Glycolsdure 50:50, Mw: ca. 17000, Mn: ca.
9000). Alle Materialien wurden in Form von sterilen, zylindrischen Implantaten mit 2
mm Durchmesser (siche Abbildung 36) s.c. beiderseits {iber den Rippenbdgen appliziert.
Die Hohe der Zylinder variierte je nach ihrer Masse, welche ca. 6 mg betrug. Die Studie
wurde mit zylindrischen Implantaten durchgefiihrt, um bessere Eindriicke gewinnen zu
konnen, was die Struktur der Matrices nach ldngerer Applikation anbelangt. Im Falle von
Lipid-Mikropartikeln hitte es zu Schwierigkeiten zum einen bei der Wiederfindung und
Explantation der Arzneiform, zum anderen bei der Untersuchung ihrer Struktur kommen

konnen.

Verwendet wurden 80 weibliche NMRI-Méduse im Alter von ca. § Wochen. Um bei fiinf
Entnahmetagen n = 4 zu erhalten wurden die Tiere nach den Materialien in vier Gruppen
zu je 20 Méusen aufgeteilt. lhnen wurde rechts und links je ein Zylinder implantiert. So
konnte je Maus ein histologisches Prdparat und eine Zylindermatrix zur Untersuchung
mittels Scanning Electron Microscopy (SEM) gewonnen werden. Zur besseren
Veranschaulichung sind diese Zahlen in Tabelle 1 zusammengefasst. Die Matrices

wurden an den Versuchstagen 2, 4, 8, 30 und 60 entnommen.
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Gruppen- | Funktion der | Matrixmaterial Anzahl der Maiuse je |Explantationszeitpunkte

bez. Gruppe Explantationszeitpunkt

Dyn Testgruppe 1 Dynasan” 116 4 d2, d4, d8, d30, d60-90
Dynasan® 116 mit

DynG Testgruppe 2 4 d2, d4, d8, d30, d60-90
1% Gelatine

Pol Kontrollgruppe 1 Resomer® RG502 |4 d2, d4, dg, d30, d60-90

Gel Kontrollgruppe 2 | Gelatine 4 d2, d4, d8, d30, d60-90

Tabelle 1: Design der Biokompatibilitdtsstudie.

Abbildung 36: Dynasan® 116 Matrix vor der Implantation.

IV.1.1 Herstellung der Zylinder-Matrices

Die Matrices wurden wunter Beachtung der Richtlinien fiir aseptische
Herstellungsverfahren angefertigt. Hierzu wurde das Lipid mittels trockener Hitze
(180°C, '/, h) sterilisiert. Eine ca. 3 %ige Gelatinelosung wurde gefriergetrocknet und
unter fliissigem Stickstoff in einem Morser zerkleinert. Gelatine und Polymer wurden
mittels UV-Strahlung (2 h) sterilisiert und konnten im Anschluss daran direkt
weiterverarbeitet werden, wihrend das hitzesterilisierte Lipid 3 Tage bei 55°C im
Trockenschrank temperiert wurde um die stabile Modifikation zu erhalten. Nach dem
Abkiihlen wurde das Dynasan® 116 verrieben und gesiebt (Maschenweite: 106 um). Um
die Lipidmatrices mit 1 % Gelatinegehalt herzustellen wurde eine sterile Pulvermischung
(1 %ig) aus Dynasan®” 116 und Gelatine verwendet. Zur Herstellung der Matrices diente
ein Presswerkzeug aus Edelstahl (Sterilisation erfolgte mittels trockener Hitze, 180°C,
'/, h). Die Sterilitit der zu implantierenden Zylinder wurde durch mikrobiologische

Untersuchungen am Institut fiir Mikrobiologie und Hygiene am Universitits-Klinikum
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Regensburg bestétigt. Gepriift wurden drei Matrices je Gruppe, die alle der Priifung

entsprachen.
IV.1.2 Ergebnisse

Bei keiner der vier Gruppen kam es zu makroskopisch sichtbaren Immunreaktionen der
Tiere. Die Matrices aus reiner Gelatine waren schon nach zwei Tagen vollstindig
resorbiert. Unterschiede waren zwischen der Oberflichenstruktur der reinen
Lipidmatrices und derer mit Gelatine-Beimischung zu erkennen. Die Anwesenheit der

Gelatine bewirkte eine unregelméfigere und rauere Oberflaichenbeschaffenheit. Es

bildeten sich kleine Krater, die vermutlich durch Herauslosen des Gelatineanteils

entstanden sind (siche Abbildung 37).

Abbildung 37 links: Matrix bestehend aus Dynasan® 116 Explantation nach 30 Tagen
rechts: Dynasan® 116 Matrix mit 1 % Gelatine nach Explantation an

Versuchstag 30.

Die an Tag Zwei entnommenen Matrices wiesen eine geringe Zunahme der Masse auf,
welche auf Anlagerungen von Bindegewebe zuriickzufiithren ist. Die gleiche
Beobachtung wurde an den Tagen 4 und 8 gemacht. Ausserdem war eine Zunahme der
Durchblutung im an die Implantationsstelle angrenzenden Gewebe festzustellen. An den
Tagen 30 und 60 waren die Implantate vollstindig von Bindegewebe umschlossen, was
zu einer etwas hoheren Zunahme der Implantatmassen fiihrte. Es wurde wiederum eine

Zunahme der Durchblutung im betroffenen Gewebe beobachtet.

Zur histologischen Untersuchung der Implantate wurden lichtmikroskopische Aufnahmen
von Paraffinschnitten der Explantate angefertigt (siche Abbildung 38). Die Histologie
bestétigte die Beobachtung der Stabilitdt der Implantate {iber den untersuchten Zeitraum.
Des weiteren wurde die Bildung mehrerer Bindegewebsschichten durch eine Vielzahl
von Fibroblasten um die Implantate beobachtet. Abgesehen von dieser Einkapselung in

Bindegewebe konnte weder im subkutanen Gewebe angrenzend an die
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Implantationsstelle noch an anderen Stellen in den Tieren eine weitere Reaktion des
Organismus auf die Implantate (wie z.B. eine Zunahme von mononuklearen Zellen)
festgestellt werden. Zusammenfassend haben sich die Triglyceride im Vergleich zu den

Kontrollgruppen als biokompatibles Material erwiesen.
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Abbildung 38:  Histologische Schnitte (6um) eines Dynasan® 116 Implantats 30 Tage nach Implantation
(Masson — Goldner Fédarbung)

IV.1.3 Erosionsbeschleunigung durch Phospholipide

Da Lipidmatrices im Korper iiber lidngere Zeit stabil bleiben [8], wurde in die
Biokompatibilititsstudie ein Vorversuch integriert, in dem getestet werden sollte, wie
sich die Erosion einer Arzneiform mit einem Lipid als Trdger durch Zugabe von
Phospholipiden verdndert. Ziel war es, eine beschleunigte Degradation zu erreichen und

somit ein Instrument zur Einstellung der Abbaugeschwindigkeit zur Verfiigung zu haben.

In diesem Versuch wurden sechs Miusen beidseitig zylinderformige Lipidmatrices mit
10 % und 50 % Phospholipidanteil implantiert. Verwendet wurden die Phospholipide
Lipoid® S 100-3 (aufgereinigtes Sojalecithin, > 95 % Phosphatidylcholin, Jodzahl < 3)
und Lipoid® PC 14:0/14:0 (DMPC, ein synthetisches Phosphatidylcholin mit 100 %
Myristinsdureanteil). So konnten drei Entnahmezeitpunkte je Matrixzusammensetzung
bestimmt werden. Die Herstellung erfolgte unter aseptischen Bedingungen, wobei das
verwendete Lipid wie in IV.1.1  beschrieben sterilisiert wurde. Die
Phospholipidkomponente wurde von der Firma Lipoid GmbH (Ludwigshafen,
Deutschland) aseptisch hergestellt. Bisher wurde am dritten und am siebten Versuchstag
eine Entnahme durchgefiihrt. Im Versuchsverlauf war zu erkennen, dass Matrices mit
hoherem Anteil an Phospholipid und Matrices mit DMPC als Phospholipidkomponente

einer stiarkeren Degradation unterlagen.
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Nach drei Tagen fand die erste Entnahme statt. Die Matrices mit 10 % Phospholipidanteil
wiesen im Vergleich zu einer reinen Dynasan® 116-Matrix eine geringere mechanische
Stabilitit auf. Die Zylinder mit 50 % Lipoid® S 100-3 hatten ihre Form verloren und bei
den Matrices mit 50 % DMPC war bereits nach drei Tagen ein Verlust der
zusammenhingenden Struktur zu beobachten. Die am siebten Tag entnommenen
Matrices wiesen die gleichen Anzeichen der Degradation, nur in stirkerem Ausmal auf.
Man konnte beobachten, dass die Degradation der Matrices mit steigendem Anteil an
Phospholipid und mit abnehmender Kettenldnge der Fettsdure im Phosphatidylcholin
schneller fortschritt.

In vivo konnte sowohl festgestellt werden, dass das untersuchte Material Dynasan 116
vertrdglich ist als auch, dass die Degradation des Tragermaterials mit steigendem Anteil
an Phospholipid und mit zunehmender Kettenlédnge der Fettsdure im Phosphatidylcholin

fortschritt.
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