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l. Einleitung

I.1. Proteine als neue Wirkstoffgruppe

1.1.1. Historische Entwicklung und aktuelle Marktbedeutung

Die Entwicklungen auf dem Gebiet der rekombinanten DNA Technologie der letzten
30 Jahre erdffneten vollkommen neue Moglichkeiten fur die Gewinnung von Arznei-
stoffen aus der Gruppe der Peptide und Proteine. Bis dahin wurden diese hauptsach-
lich durch kosten- und zeitintensive Verfahren aus tierischen oder menschlichen
Quellen dargestellt (vgl. Kapitel 1.4). Die Aufreinigung der Extrakte zur Vermeidung
der Ubertragung von Krankheiten und die Begrenztheit des zur Verfiigung stehenden
Ausgangsmaterials stellten damals fur die pharmazeutischen Hersteller grol3e Her-
ausforderungen dar. Heutzutage ermdéglichen es die modernen Methoden der Bio-
technologie grof3e Mengen an Protein zu einem 6konomisch angemessenen Preis

herzustellen (Frokjaer et al.; 2005).

Nach aktuellem Stand sind 2007 in Deutschland 122 Arzneimittel mit 92 rekombinant
hergestellten Wirkstoffen zugelassen (VfA e.V.; 2007). In jedem Jahr kommen durch-
schnittlich finf neue Arzneimittel gentechnologischen Ursprungs auf den Markt. Flr
die Zukunft wird erwartet, dass sich dieser Trend weiter verstarkt, da ein groRer An-
teil der sich in Entwicklung befindlichen Arzneistoffe biotechnologisch dargestellt wird
(vgl. Abbildung 1).

Gentechnische Wirkstoffe auf dem Markt und in Entwicklung

Anteil an allen Wirkstoffen in Prozent

auf dem deutschen Markt
(Schulmedizin)

in der Zulassung
bzw. vor Markteintritt

klinische Phase llI

Préaklinik und
klinische Phasen | und Il

F T
0 5 10 15 20 25 30

Wirkstoffe auf dem deutschen Markt insgesamt: 2349
Betrachte Wirkstoffe in Entwicklung: 12434
Stand: Januar 2006 Quelle: Rote Liste, InsightHealth, VFA

Abbildung 1: Biotechnologisch gewonnene Arzneistoffe nach Zulassung und Stand der klini-
schen Entwicklung (VfA e.V.; 2007)

Auch aus den Verkaufszahlen lasst sich die Bedeutung dieser Arzneimittelgruppe

ablesen. Mit gentechnisch hergestellten Arzneimitteln wurden 2006 weltweit rund 32
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Milliarden US-Dollar, entsprechend 7% des gesamten Arzneimittelmarktes, umge-
setzt. Am deutschen Markt wurden 2006 etwa 2 Milliarden Euro Umsatz erzielt. Den
grofdten Anteil daran haben mit jeweils einem Drittel Insulinpraparate und Immunmo-
dulatoren wie Interferon oder Tumor Nekrose Faktor a (TNF-a). Es folgen mit 11%
das Hormon Erythropoietin (EPO) und dessen Varianten. Die ubrigen 30% verteilen
sich auf Impfstoffe, Hormone wie Somatotropin und weitere Wirkstoffe (vgl.
Abbildung 2).

it %/;///f{i%%%/// =

Immunmodulatoren
29% EPO u.4.

Abbildung 2: Umsatzverteilung rekombinant hergestellter Arzneimittel nach (VfA e.V.; 2006)

1.1.2. Spezielle Anforderungen fiir die Formulierung von

Proteinen

Die Formulierung eines Proteins stellt fir den pharmazeutischen Technologen eine
grol3e Herausforderung dar. Um erfolgreich eine Arzneiform entwickeln zu kdnnen,
ist das vollstandige Verstehen der Eigenschaften des Wirkstoffes hinsichtlich physi-
kalisch-chemischer Stabilitat, Immunogenitat und Pharmakokinetik notwendig. Die
therapeutische Aktivitat des Proteins hangt in groRem Malle von seiner raumlichen
Struktur ab. Diese ist sehr flexibel und reagiert empfindlich auf aullere Einflisse
(Frokjaer et al.; 2005). Ziel jeder Formulierung fur Biopharmazeutika ist deshalb, die
Stabilitat des Proteins zu jedem Zeitpunkt wahrend Lagerung, Transport und Anwen-
dung sicherzustellen (Lee; 2000) (Cady et al.; 1992) (Hageman et al.; 1992).

Hinsichtlich der Stabilitat kann zwischen chemischen und physikalischen Abbaureak-

tionen unterschieden werden.
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Je nach Verteilung der Aminosauren im Proteingrundgerust kdnnen folgende chemi-

sche Reaktionen auftreten:
e Deamidierung von Asparagin- und Glutaminseitenkettenresten

e Oxidation von Cystein-, Methionin-, Histidin-, Tryptophan- und Tyrosin-
seitenkettenresten

e Disulfidbriickenbruch oder -austausch zwischen Cysteinseitenkettenresten

e |somerisierung an chiralen Aminosauren

e Hydrolyse der Primarsequenz, vorwiegend nach Asparaginsaure

e Maillardreaktion mit reduzierenden Zuckern aus zugesetzten Hilfsstoffen
Folgende physikalische Instabilitdten kdbnnen bei Proteinen auftreten:

e Adsorption an Ober- und Grenzflachen

e Denaturierung

e Aggregation

e Prazipitation
Die Abbaureaktionen kénnen durch auRere Umgebungsfaktoren wie hohe Tempera-
turen, extreme pH-Werte, hohe Salzkonzentrationen, Scherung, organische L&-
sungsmittel, Feuchtigkeit und Licht verstarkt werden. Detaillierte Darstellungen der
Abbaureaktionen von Proteinen und der Mdglichkeiten zur Stabilisierung finden sich
in einer Reihe von Ubersichtsartikeln (Frokjaer et al.; 2005) (Wang; 2005) (Parkins et

al.; 2000) (Wang et al.; 1988) (Manning et al.; 1989) (Cleland et al.; 1993) (Arakawa
et al.; 1993) (Krishnamurthy et al.; 2002) (Wang; 1999).

Neben dem Verlust der biologischen Aktivitat des Wirkstoffmolekils, kbnnen physika-
lisch-chemische Instabilitaten auch zur Bildung von Reaktionsprodukten fuhren, die
in vivo Immunantworten auslosen. Dadurch kdnnen Hypersensitivitaten entstehen
oder es kommt zur Bildung von Antikérpern, die sowohl die exogen zugefihrten als
auch die korpereigenen Wirkstoffmolekile inaktivieren (Hermeling et al.; 2004) (Cady
et al.; 1992).

Peptid- und proteinhaltige Arzneimittel konnen nicht oral verabreicht werden, da
diese den Magen-Darm-Trakt nicht unbeschadet Uberstehen. Die Standardapplikati-
on ist deshalb die parenterale Gabe durch Injektion oder Infusion. Werden Proteine
als wassrige Losungen injiziert, kdbnnen in vivo bei vielen Wirkstoffen ein schneller

Abbau und kurze biologische Halbwertszeiten beobachtet werden. Zum Beispiel



Einleitung -4 -

betragt die Plasmahalbwertszeit flr infundiertes Interferon-a-2b nur 4h (Reddy et al.;
2002). Um therapeutische Wirkstoffspiegel aufrechterhalten zu kénnen, muissen
deshalb haufig kurze Dosierungsintervalle mit wiederholten Injektionen gewahlt wer-
den (Reichert et al.; 1995) (Sinha et al.; 2003) (Goldenberg et al.; 1999).

Die parenterale Gabe ist fur den Patienten grundsatzlich unangenehm und belastet
die Zustimmung zur Therapie. Enge Dosierungsschemata mit haufigen Injektionen
werden von den Patienten selbst nur eingeschrankt eingehalten und kénnen deshalb
oft nur mit professioneller Unterstlitzung durchgefihrt werden. Somit sind sie aus
okonomischer Sicht kosten- und zeitintensiv. Aktuell werden deshalb groRe Mittel
investiert, um alternative Applikationswege fur die Verabreichung von Makromoleku-
len zu erschlielen. Diese sollen den Patienten weniger belasten und einfacher

durchgefiihrt werden kénnen.

Verglichen mit transdermalen und oralen Ansatzen ist die Entwicklung pulmonaler
Applikationssysteme am weitesten fortgeschritten. Nektar Therapeutics kooperiert mit
den Firmen Pfizer und Sanofi-Aventis bei der Entwicklung und Vermarktung von
pulverférmigem Insulin unter dem Handelsnamen Exubera®. Insulinpartikel mit einer
Teilchengrofle von 1-3uym werden durch den Luftstrom des Inhalators aus Fo-
lienblistern aufgewirbelt und kdnnen anschlieRend aus einem Vorratsgefal® kontrol-
liert inhaliert werden. Nach umfangreichen Langzeitstudien zu Dosierung und Ver-
traglichkeit wurde Exubera® 2006 in Deutschland zugelassen und ist dort seit Mitte
des Jahres am Markt verfugbar (Pfizer Deutschland GmbH; 2006). Novo Nordisk und
Aradigm entwickeln das Produkt AERx/iDMS® zur Inhalation fliissigen Insulins. Fiir
die Applikation wurde ein digitales Inhalationssystem hergestellt, das mit Insulinein-
zeldosen beladen werden kann. Analog zu den Insulin-Pens kann die gewunschte
Insulindosis direkt am Gerat eingestellt werden. Fur die Inhalation wird ein Spruhne-
bel aus 2-3um grofRen Flussigkeitstropfchen mit geldéstem Insulin produziert. Um
Fehldosierungen auszuschlieRen, werden wahrend der Inhalation Atemtiefe und
Atemtempo uberwacht und das Insulin nur bei korrekter Atemtechnik vernebelt. Nach
den ersten klinischen Studien wurde im Mai 2006 eine Phase Il Studie mit 3400
Patienten initiiert, die aktuell noch andauert (Novo Nordisk; 2006). Eli Lilly und Al-
kermes kooperieren in der Entwicklung des AIR® Pulverinhalators. Gegeniiber dem
Exubera® Inhalator werden fiir das AIR® System porose Insulinpartikel mit geringerer
Dichte und geometrischen Durchmessern von ca. 5uym verwendet. Nach der Inhalati-

on sollen diese eine Insulinfreisetzung von bis zu 96h gewahrleisten kénnen. Im
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Januar 2007 haben Alkermes und Eli Lilly den Aufbau weitere Fertigungskapazitaten
vereinbart, um nach dem Abschluss einer laufenden Phase Il Studie den Markteintritt
vorbereiten zu konnen. Grundsatzlich haben alle vorgestellten inhalativen Anwen-
dungen allerdings gemeinsam, dass ein Grossteil der applizierten Insulindosis in den
oberen Atemwegen abgeschieden wird und gewodhnlich weniger als 20% tatsachlich
resorbiert wird (Gomez-Perez et al.; 2005) (Mandal; 2005) (Trubo; 2005).

Trotz der jungsten Entwicklungen und obwohl kleinere Molekille wie Oxytocin oder
Desmopressin auch transnasal verabreicht werden konnen, ist bis heute die parente-
rale Gabe die Standardapplikation fur Proteine. Um dennoch die Belastung fur den
Patienten zu verringern und die Anzahl der Injektionen reduzieren zu kénnen, er-
scheinen gerade flr diese Wirkstoffgruppe parenterale Depotarzneiformen von be-
sonderem Vorteil (Reichert et al.; 1995) (Hageman; 1993) (Reithmeier et al.; 2001b)
(Sinha et al.; 2003).

1.1.3. Parenterale Depotarzneiformen mit verlangerter
Wirkstofffreigabe

Der klinische Einsatz von Arzneiformen mit kontrollierter Wirkstofffreisetzung besitzt
fur den Patienten und den Therapeuten viele Vorteile. Im Vergleich zu schnell freiset-
zenden Arzneimitteln konnen Retardarzneiformen dazu beitragen, dass gleichmafRi-
gere Blutspiegel erreicht und hohe systemische Blutspiegelspitzen vermieden wer-
den. Durch die geringeren Schwankungen der Wirkstoffspiegel kann die Wirkstoff-
menge reduziert und dosisabhangige Nebenwirkungen vermindert werden. Eine
zielgerichtete und kontrollierte Wirkstofffreisetzung bendtigt weniger Injektionen und
ermdoglicht es, das Dosierungsregime patientengerechter zu gestalten. Die Zustim-
mung des Patienten zu seiner Therapie kann auf diese Weise wesentlich erhdht
werden (Goldenberg et al.; 1999) (Burgess et al.; 2004) (Benson et al.; 1998)
(Larsen; 2001) (Larsen; 2003).

Neben diesen Vorteilen, die fur die Anwendung von Retardarzneiformen sprechen,
mussen dennoch auch einige grundsatzliche Nachteile bedacht werden. Parenteral
zu verabreichende Retardarzneimittel sind in der Regel nur fur intramuskulare oder
subkutane Anwendungen geeignet. Bei versehentlichen intravendsen Injektionen
kénnen durch verschlossene Blutgefasse Embolien in den Blutbahnen induziert wer-
den. Unbedingt mussen intraarterielle Injektionen vermieden werden, da deren Blo-

ckade zur Ausbildung von Gangranen bis hin zum Absterben ganzer Gliedmalien
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fuhren kann (Benson et al.; 1998) (Larsen; 2001). Fehlgebrauch kann bei Arzneifor-
men mit Wirkstoffreservoir dazu fiihren, dass die fir das gesamte Dosierungsintervall
vorgesehene Wirkstoffmenge auf einmal freigesetzt wird und somit unbeabsichtigt

sehr hohe systemische Blutspiegel erzeugt werden (Burgess et al.; 2004).

Da parenteral verabreichte Depotformulierungen nur schwierig entfernt werden kon-
nen, sollte die Mdglichkeit der Ausbildung einer Hypersensibilitat des Patienten ge-
genuber dem Wirkstoff grundsatzlich beachtet werden. Zur Abklarung wird deshalb
vor der erstmaligen Injektion eines Langzeitdepots mit grof3er Wirkstoffmenge haufig
die Gabe einer geringen und nicht retardierten Dosis empfohlen (Benson et al.; 1998)
(Burgess et al.; 2004) (Larsen; 2001) (Janssen-Cilag GmbH; 2005).

1.1.4. Ausgewabhlte Beispiele flir die Entwicklung von

Formulierungen mit verlangerter Wirkungsdauer

Die Verlangerung der Wirkungsdauer eines Arzneistoffs kann auf verschiedenen

Wegen erreicht werden.

Gezielte Modifikationen des Wirkstoffmolekils selbst kbnnen zu Veranderungen der
Pharmakokinetik des Arzneistoffs fuhren. Fur Proteine wurde Mitte der 70er Jahre
von Davis et al. die Mdglichkeit der Pegylierung zur Verlangerung der Wirkdauer
entdeckt (Davis; 1976). Nach parenteraler Gabe der pegylierten Wirkstoffmolekile
sind renale Clearance und Wirkstoffabbau im Vergleich zu den nativen Molekilen
deutlich verlangsamt. Therapeutische Blutspiegel konnen deshalb Uber einen lange-
ren Zeitraum aufrechterhalten werden. Auch wird die Immunogenitat der applizierten
Wirkstoffe stark vermindert (Roberts et al.; 2002) (Molineux; 2003). In Tabelle 1 sind
die Halbwertszeiten flr ausgewahlte Wirkstoffe und deren pegylierten Varianten
aufgefuhrt. Deutlich kann man den Anstieg der Halbwertszeit und die Verlangerung

der Dosierungsintervalle erkennen.
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Tabelle 1: Handelsprodukte mit nativen und pegylierten Wirkstoffen, Daten aus den jeweiligen
Fachinformationen der Produkte

Produkt Wirkstoff Halbwertszeit Dosierung
Roferon® Interferon a-2a 3-4h 3x pro Woche s.c.
Pegasys® Peginterferon a-2a 50-130h 1x pro Woche s.c.
Intron A® Interferon a-2b 2-3h 3x pro Woche s.c.
Peglntron® Peginterferon a-2b ~40h 1x pro Woche s.c.
Neupogen® Filgastrim 3-4h taglich s.c. nach

Chemotherapiezyklus

Neulasta® Pedfilgastrim 15-80h 1x s.c. nach
Chemotherapiezyklus

Die nachtragliche chemische Pegylierung von Proteinen zur Modifikation der Mole-
kileigenschaften bildet allerdings einen zeit- und kostenintensiven Schritt der exakt

gesteuert werden muss (Roberts et al.; 2002).

Eine andere Mdglichkeit die Freigabe eines Arzneistoffs zu verlangsamen, ist die
Bildung schwerldslicher Verbindungen, die den Wirkstoff nach Applikation verzogert
freisetzen. Hinsichtlich Herstellungsumfang und Marktbedeutung stellt fur Proteine
das Insulin ein bedeutendes Beispiel dar. Durch Komplexierung mit Zink lonen, z.B.
in Monotard®, Ultratard®, oder Bindung an Protaminsulfat, z.B. Huminsulin Basal®,
Protaphane®, bilden sich amorphe und kristalline Niederschlage, die sich nach der
Injektion verzogert auflosen. Die Insulinfreisetzung wird im Vergleich zu Normalinsu-

lin, z.B. Actrapid®, deutlich verlangsamt (siehe Tabelle 2).

Tabelle 2: Wirkprofile fiir Insulinformulierungen aus (Becker; 2001)

Wirkstoff Wirkungsbeginn ~ Wirkungsmaximum  Wirkungsdauer
Normalinsulin 0,5-1h 2-3h 6-8h
Protaminsulfat-Verzégerungsinsulin 1-2h 5-8h 18-24h
Zink-Verzdgerungsinsulin 3-4h 9-15h 22-26h

Technologisch gesehen ist die Herstellung der oben beschriebenen Komplexe ein
vergleichsweise Ubersichtliches und etabliertes Verfahren. Die Wirkstofffreisetzung
aus diesen Depotformulierungen erfolgt in vivo allerdings mit merklicher Variabilitat.
In systematischen Untersuchungen wurden Schwankungsbreiten von 30% bezogen
auf cmax Und tmax festgestellt (Heinemann; 2002) (Davies; 2004) (Gin et al.; 2005).
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Neben der Modifizierung des Wirkstoffmolekils oder der Bildung schwer I6slicher
Verbindungen kann die Freisetzungsgeschwindigkeit auch durch die Einbettung in
bioabbaubarer Polymere gesteuert werden. Der Einsatz langkettiger Polymere aus
Milchsaure (Lactic Acid, LA) und Glykolsaure (Glycolic Acid, GA) ist hier am weites-
ten verbreitet (Abbildung 3).

OH o)
Me—CH—CO2H HO—C—CH2—OH
Milchséure (LA) Glykols&ure (GA)

Abbildung 3: Strukturformel Milchs&ure und Glykolséaure

Zur Verzogerung der Freisetzung wird der Wirkstoff in ein Polymer, z.B. PLGA (Poly-
lactic-glycolic-acid), eingebettet. Nach der Applikation erodiert dieses und setzt dabei
den Wirkstoff frei. Insbesondere durch Veranderung der Dimensionen der Depotform,
des Verhaltnisses Wirkstoff zu Polymer oder des Verhaltnisses LA zu GA innerhalb
des Polymers kann die Freisetzungsgeschwindigkeit aus den Depotsystemen gezielt
gesteuert werden (Cady et al.; 1992) (Burgess et al.; 2004) (Reddy; 2000) (Strickley;
1999).

In Tabelle 3 sind die in der Roten Liste 2006 aufgefuhrten PLGA Implantate und
PLGA Mikrokapseln dargestellt.

Tabelle 3: Ubersicht PLGA haltiger Depotformulierungen aus Rote Liste 2006

Produkt Wirkstoff Arzneiform LA:GA  Dosierungsintervall
Zoladex® 3,6 Goserelinacetat Implantat 50:50 4 Wochen
Zoladex® 10,8 Goserelinacetat Implantat 95:5 12 Wochen
Profact Depot® 6,3/9,45 Buserelinacetat Implantat 75:25  8/12 Wochen
Trenantone® 11,25 Leuprorelinacetat Mikrokapseln 100:0 12 Wochen
Enantone® 3,75 Leuprorelinacetat Mikrokapseln 75:25 4 Wochen
Risperdal Consta® 25 Risperidon Mikrokapseln 75:25 2 Wochen
Sandostatin LAR® 10 Octreotidacetat Mikrokapseln 55:45 4 Wochen
Decapeptyl N® 3,75 Triptorelinacetat Mikrokapseln 50:50 4 Wochen

Pamorelin LA® 3,75/11,25 Triptorelinembonat  Mikrokapseln 50:50 4 Wochen

Nutropin Depot® Somatotropin Mikrokapseln 50:50 4 Wochen
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Die Produktion der PLGA Retardmikrokapseln ist mit erheblichem technologischen
Aufwand verbunden. Fiir die Herstellung der Nutropin Depot® Mikrokapseln wurde
von Genentech und Alkermes das mehrstufige Verfahren Prolease® entwickelt
(vgl. Abbildung 4). Im ersten Schritt wird zinkkomplexiertes humanes Wachstums-
hormon (hGH) gefriergetrocknet. Das Lyophilisat wird anschlie®end in einer Lésung
aus PLGA in Dichlormethan suspendiert. Die Suspension wird dann in ein Bad aus
flussigem Stickstoff und gefrorenem Ethanol gespruht. Durch das Eintauchen in den
flussigen Stickstoff erstarren die zerstaubten PLGA-Dichlormethan-ZnhGH Tropf-
chen. Sie sinken zu Boden und bilden auf dem gefrorenen Ethanol ein Sediment. Im
nachsten Prozessschritt wird die Temperatur auf -70°C erhdht. Das Ethanol verflis-
sigt sich und entzieht den gefrorenen Partikeln das Dichlormethan. Es bilden sich
feste PLGA-ZnhGH Teilchen. Die ethanolfeuchten Mikrokapseln werden anschlie-
Rend abfiltriert und im Vakuum getrocknet (Johnson et al.; 1996b) (Strickley; 1999)
(Cleland et al.; 1997b).

——— Atomizes

- Amamized
Dropists

Microsp
Ll - Extraction Soalvent

{Ethanal)

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Nutropin Depot® Herstellungsprozesses aus
(Cleland et al.; 1997b)

Vier Jahre nach der Zulassung durch die FDA im Dezember 1999 wurde Nutropin
Depot® 2004 von Genentech wieder vom Markt genommen. Als Begriindung fiir die
Ricknahme wurden die hohen Produktionskosten der Depotformulierung angefihrt,
die durch den Erlés am Markt dauerhaft nicht gedeckt werden konnten (Genentech
Corp.; 2004).

Wie oben dargestellt, eroffnen PLGA Retardsysteme gute Moglichkeiten die Wirk-
stofffreisetzung aus der Depotformulierung zu verzogern. Da in vivo das Polymer
aber wieder in die einzelnen kurzkettigen Sauren aufgespalten wird, sinkt der
pH-Wert innerhalb der Formulierung deutlich ab. Dies kann die Stabilitat des inkorpo-

rierten Proteins deutlich beeintrachtigen.

Alternativ zu den PLGA basierten Formulierungen, kdnnen auch Depotarzneiformen

auf Basis fester Lipide, z.B. Stearinsauretriglycerid, Palmitinsauretriglycerid, herge-
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stellt werden. Diese zeichnen sich durch eine hohe Biokompatibilitat der Matrix und
Inertheit gegenlber dem inkorporierten Wirkstoff aus. Je nach PartikelgroRe werden
Nanopartikel, Mikropartikel und Implantate unterschieden. In Abhangigkeit der ge-
wahlten Formulierungen kdnnen fur Proteine Freisetzungszeiten von wenigen Tagen
bis zu 4 Wochen erzielt werden (Reithmeier et al.; 2001a) (Mohl et al.; 2004)
(Wissing et al.; 2004).

Neben der Herstellung fester Implantate oder Mikropartikel kbnnen bioabbaubare
Polymere auch fir die Herstellung flissiger gelférmiger Depotformulierungen ver-

wendet werden, die erst nach der Applikation feste Depots ausbilden.

Dunn et al. entwickelte unter dem Namen Atrigel® fliissige Depotformulierungen auf
Basis von PLA als bioabbaubarem Polymer und N-Methyl-Pyrrolidon (NMP) als Lo-
sungsmittel (Dunn; 1990). Als erstes Produkt dieser Entwicklungsreihe erhielt Atri-
dox® 2001 die Zulassung. Im Bereich der Zahnmedizin wird Doxycyclinhyclat zur
Behandlung der chronischen Parodontitis verwendet. Zur Herstellung der gebrauchs-
fertigen Doxycyclinhyclat Suspension wird unmittelbar vor der Anwendung der Inhalt
zweier Spritzen vermischt, die Doxycyclinhyclat Pulver und PLA-NMP LAsung enthal-
ten. Nach der Applikation in die entzindeten Zahnfleischtaschen diffundiert das NMP
aus der flussigen Formulierung. Es bildet sich ein festes PLA-Doxycyclinhyclat De-
pot, das den Wirkstoff kontrolliert Gber 7 Tage freisetzt (Strickley; 1999) (Strickley;
2004).

Das Atrigel® Prinzip wird mit Eligard® (Wirkstoff Leuprorelinacetat, 75:25 LA:GA Po-
lymer) auch fiir die parenterale Anwendung eingesetzt. Analog zu Atridox® wird die
gebrauchsfertige Suspension unmittelbar vor Verwendung hergestellt und anschlie-
Rend s.c. injiziert. Nach der Diffusion des Losungsmittels in das umliegende Gewebe
formt sich ein festes Depot, das den Wirkstoff verzdgert freigibt. Das Dosierungsin-
tervall betragt hier 3 Monate. Bei parenteraler Applikation kann NMP allerdings zu
Gewebsreizungen fuhren (Hatefi et al.; 2002) (Packhaeuser et al.; 2004) (Strickley;
2004).

Aktuell befindet sich mit SABER® (Sucrose Acetate Isobutyrate Extended Release)
ein zu Atrigel® alternatives System in den spaten Phasen der klinischen Entwicklung
(Durect Corporation; 2007). Saccharoseacetatisobutyrat (SAIB, vgl. Abbildung 5) wird
seit langem im Bereich der Getrankeindustrie zur Stabilisierung von Emulsionen,
insbesondere zur Stabilisierung von Zitrusaromen in Erfrischungsgetranken, einge-

setzt.
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Abbildung 5: Molekiilstruktur Saccharoseacetatisobutyrat

Chemisch gesehen ist SAIB im Gegensatz zu PLGA kein Polymer, sondern ein li-
pophiler Zucker. Alle freien Hydroxygruppen des Saccharosegrundgerustes sind mit
Acetat- oder Isobutyratresten verestert. SAIB [0st sich in hydrophoben Medien wie
Ethanol und Benzylbenzoat, wahrend es in Wasser unldslich ist. Die Anwendung von
SAIB als Matrixbildner fir parenterale Depotformulierungen untersuchten erstmals
Tipton und Smith bei Southern BioSystems (Tipton; 1996) (Tipton; 2003). Zur Appli-
kation wird SAIB zunachst in Ethanol/Benzylbenzoat/Miglyol Gemischen gelost. An-
schliefend wird der Wirkstoff suspendiert. Nach der Injektion diffundieren die Kosol-
ventien aus der Formulierung und hinterlassen ein festes Depot, das den Wirkstoff
verzdgert freisetzt. Im Vergleich zu den Atrigel® Formulierungen filhren die SABER®
Systeme zu einer niedrigeren Freisetzung in den ersten Phasen nach der Applikation
(Burgess et al.; 2004) (Okumu et al.; 2002) (Okumu; 2001).

1.2. Olige Formulierungen fiir pharmazeutische Anwendungen

.2.1. Eigenschaften und Anforderungen

Im Bereich der pharmazeutischen Technologie haben Formulierungen mit pflanzli-
chen Olen eine groRe Tradition. Wirkstoffe werden dann in einem lipophilen Medium
formuliert, wenn sie im Wassrigen unldslich oder instabil sind, wenn sie Irritationen
hervorrufen, die durch das odlige Vehikel vermindert werden kdnnen, oder wenn fur
den Wirkstoff eine nachhaltige Freisetzung erzielt werden soll (Senior et al.; 2000)
(Berry et al.; 2000).

Ein ideales Ol fiir die Anwendung in Injektabilia sollte folgende Eigenschaften haben
(Larsen; 2001) (Senior et al.; 2000) (Schultz; 1997) (Gallardo et al.; 2000) (Floyd et
al.; 1991) (Nema et al.; 1997):
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e chemisch stabile Struktur mit niedrigen Anteilen an mehrfach ungesattigten
Fettsauren

e niedriger Gehalt an freien Fettsauren und Hydroperoxiden

e ruckstandsfreier Abbau zu toxikologisch unbedenklichen Spaltprodukten
e niedriger Wassergehalt

¢ keine pharmakologische Eigenwirkung

¢ nicht allergen

¢ einfache Sterilisierbarkeit

Fette Ole weisen per se chemisch stabile Strukturen auf, die gegeniiber gelésten
oder suspendierten Wirkstoffen inert reagieren. Eine Ausnahme bilden pflanzliche
Ole, die einen hohen Gehalt an mehrfach ungeséattigten Fettsduren z.B. Linol- oder
Linolensaure besitzen. Diese kdnnen mittels radikalischer Oxidation durch Luftsauer-
stoff zu Hydroperoxiden umgesetzt werden, welche den Wirkstoff angreifen oder in
vivo zu Gewebsreizungen fihren (Floyd et al.; 1991) (Knepp et al.; 1998) (Berry et
al.; 2000) (Goldenberg et al.; 1999). Aufgrund seines hohen Gehalts an naturlichen
Antioxidantien ist die Verwendung von Sesamdl fur pharmazeutische Zwecke unter

diesem Aspekt von besonderem Vorteil (Senior et al.; 2000).

Nach der Applikation zeichnen sich pflanzliche Ole in vivo durch eine gute Vertrag-
lichkeit aus. Es werden kaum Reizungen oder Irritationen hervorgerufen (Larsen;
2001) (Traul et al.; 2000) (Radwan et al.; 1994) (Schultz; 1997). Mackey et al. hat
eine systematische Untersuchung der Vertraglichkeit von intramuskular injizierten
Testosteronethanoat Losungen in Rizinusol durchgefuhrt. Abgesehen von lokalen
Nebenwirkungen, wie Schmerz an der Einstichstelle oder kleineren Blutungen, kam
es bei den Injektionen zu keinen Problemen (Mackey et al.; 1995). Einen indirekten
Hinweis fur die gute Vertraglichkeit pflanzlicher Ole liefern auch Berichte aus dem
Bereich des Bodybuildings. Zur optischen Vergrof3erung der Muskeln wurde miss-
brauchlich Sesamdl angewendet. Kleinere Injektionsvolumina wurden problemlos
toleriert. Erst bei Anwendung sehr groRer Mengen bis zu 1500ml traten am Inje-
ktionsort Gewebsveranderungen bis hin zu Nekrosen auf (Darsow et al.; 2000). Als
Nebenerscheinungen wird bei wiederholten Injektionen grolRerer Volumina oOliger
Lésungen auch das Auftreten von Lymphadenopathien und Olzysten beschrieben
(Ahmed et al.; 1973). Bei bestimmten Patientengruppen liegen allergische Uberemp-

findlichkeiten z.B. gegentber Erdnussol pravalent vor.
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Um eine versehentliche Anwendung in diesen Populationen zu vermeiden, ist die
Angabe des verwendeten Oles auf der Packungsbeilage zwingend vorgeschrieben
(Senior et al.; 2000) (Floyd et al.; 1991). Durch Einsatz hochgereinigter Ole, die frei
von Hydroperoxiden und sonstigen Verunreinigungen sind, konnte die Vertraglichkeit
weiter verbessert werden. Berichte aus alteren Quellen Uber Gewebsreizungen, sind
deshalb sehr wahrscheinlich auf die Anwendung von Olen mit einem hdheren Gehalt

an Verunreinigungen zuruckzufuhren (Larsen; 2003).

Die Applikation einer 6ligen Formulierung sollte tief intramuskular, entfernt von gro-
Reren Nervenfasern oder Blutgefallen, erfolgen. Am haufigsten werden Injektionen
deshalb in den groRen Gesallmuskel, den aulleren Oberschenkelmuskel oder den
oberen Armmuskel vorgenommen. Um lokale Schmerzen durch Gewebsausdehnun-
gen oder -risse zu vermeiden, sollte das applizierte Injektionsvolumen maoglichst klein
sein (Strickley; 2004). Je nach Injektionsort und Applikationsart kann das Injektions-
volumen allerdings in gewissen Grenzen variiert werden (vgl. Tabelle 4). Als Injekti-
onsvolumen fur olige Vehikel werden in Abhangigkeit von der GroRe des Muskels 1
bis maximal 3ml empfohlen. Bei wiederholter Applikation ist ein Wechsel des Injekti-
onsortes indiziert, um Reizungen zu vermeiden (Schultz; 1997) (Senior et al.; 2000)

(Evans et al.; 1975).

Tabelle 4: Ubersicht Injektionsvolumen in Abhingigkeit vom Injektionsort und —art
(Larsen; 2003)

Injektionsart  Injektionsort Lokalisation Injektionsvolumen

i.m. Gluteus medius AuRere obere Hiifte 2—-4ml, max. 6ml
Ventrogluteal Zentrale obere Hifte 1-4ml, max. 6ml
Quadriceps femoris Zentraler mittlerer Schenkel 1-4ml, max. 6ml
Vastus lateralis AuRerer mittlerer Schenkel 1-4ml, max. 6ml
Deltoideus Oberarmmuskel am Schulteransatz 0,5ml, max. 2ml

s.C. Panniculus adiposus Unterhautfettgewebe, 0,5ml, max. 2ml

Abdomen auf Nabelhdhe, Gesal,
seitliche obere Hifte, Schenkel,
Ruicken, mittlerer Oberarm

Aus der Sicht der Applizierbarkeit bilden Viskositat der Formulierung, KanulengrofRe
und Injektionsdruck ein spannungsgeladenes Dreieck. Patient und Anwender bevor-
zugen moglichst rasche Injektionen durch dunne Kanulen. Dies impliziert niedrige

Viskositat und hohe Injektionsgeschwindigkeit, bei bevorzugt geringem Injektions-
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druck (Schultz; 1997) (Jeng et al.; 2001) (Heintz et al.; 2001). Da Ole und insbeson-
dere Oleogele als Depotformulierungen eine hdhere Viskositat besitzen, werden fur
deren Applikation im Vergleich zu wassrigen Injektionslosungen mit sofortiger Wirk-
stofffreisetzung systembedingt grofRere Kanulendurchmesser und hoherer Kraftauf-

wand notwendig.
In Tabelle 5 sind exemplarisch vom Hersteller empfohlenen Kanulengrofien fur die
Applikation ausgewahlter Fertigarzneimittel aufgefuhrt.

Tabelle 5: Ubersicht empfohlener KaniilengroRen verschiedener Handelsprodukte
Rote Liste 2006

Produkt Arzneiform Kanulenaufendurchmesser Dosierungsintervall
Implanon® Implantat 2,39mm 13G 156 Wochen
Zoladex® 10,8 Implantat 2,09mm 14G 12 Wochen
Zoladex® 3,6 Implantat 1,65mm 16G 4 Wochen

Profact Depot® 6,3 Implantat 1,65mm 16G 8 Wochen

Profact Depot® 9,45 Implantat 1,65mm 16G 12 Wochen
Sandostatin LAR® 10 Mikrokapseln 1,10mm 19G 4 Wochen
Risperdal Consta® 25 Mikrokapseln 0,90mm 20G 2 Wochen
Decapeptyl N® 3,75 Mikrokapseln 0,81Tmm 21G 4 Wochen
Pamorelin LA® 3,75/11,25 Mikrokapseln 0,81Tmm 21G 4 Wochen
Nutropin Depot® Mikrokapseln 0,81Tmm 21G 4 Wochen
Trenantone® 11,25 Mikrokapseln 0,64mm 23G 12 Wochen
Enantone® 3,75 Mikrokapseln 0,51Tmm 25G 4 Wochen
Gynodian Depot® Olige Lésung 0,90mm 20G 4 Wochen
Noristerat® Olige Lésung 0,90mm 20G 12 Wochen
Jenacillin 02 Mega® Olige Suspension 0,90mm 20G therapieindividuell
Genotropin® Wassrige Lésung 0,25/0,33mm 31/29G  Taglich

Insuman® Wassrige Lésung 0,25/0,33mm 31/29G  Taglich

Die Verabreichung fester Implantate erfordert grolRe Kanulen und gleicht deshalb
eher einem chirurgischen Eingriff als einer Injektion im herkdbmmlichen Sinn. Meist
werden diese Implantate deshalb unter lokaler Betaubung verabreicht. Nicht bioab-

baubare Depotformen, z.B. Implanon®, miissen nach Ablauf des Dosierungsintervalls
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in einem zweiten chirurgischen Eingriff wieder entfernt werden. Gro3e Kanulen kon-
nen bei der Applikation zu deutlicher Traumatisierung der Injektionsstelle mit Hama-
tombildung und Blutungen fuhren. FUr marcumarisierte Patienten ist deshalb die
Applikation von Implantaten problematisch (Takeda GmbH; 2005). Mikrokapseln und
Olige Losungen kdénnen mit deutlich diinneren Kanulen, deren Durchmesser im Be-
reich von 19-25G liegt, appliziert werden. In Relation zu den Dosierungsintervallen
von 4 bis 12 Wochen erscheinen diese Kanulen wesentlich patientenfreundlicher
(Floyd et al.; 1991) (Akers et al.; 1987) (Defelippis et al.; 2000) (Dexter et al.; 1979).
Formulierungen zur taglichen Injektion sollten den Patienten moglichst wenig be-
lasten. Hier kommen sehr diinne Kanulen im Bereich von 30G zum Einsatz (Nash;
1991).

Wie oben dargestellt, erfolgt die Auswahl der KanllengroRe auch in Abhangigkeit der
Viskositat der verwendeten Formulierung. Physikalisch wird die Injektion von FlUssig-
keiten und Suspensionen mit geringen Feststoffanteilen durch das Hagen-
Poiseuillesche Gesetz fur laminare Stromungen in Rohren beschrieben (vgl. Formel
1), wobei die Druckdifferenz dem Quotient aus Injektionskraft F und der Flache A des
Spritzenquerschnitts entspricht (vgl. Formel 2) (Zingerman et al.; 1987) (Ritschel et
al.; 1979) (Dexter et al.; 1979).

Formel 1: Gesetz von Hagen-Poiseuille

CZ_It/ Volumenstrom (entspricht Injektionsgeschwindigkeit)
dv _ T Ap : I"4 Ap Druckdifferenz innerhalb des Rohres (entspricht Injektionsnadel)
dt - 8 n- l rt Radius des Rohrs (entspricht Radius der Injektionsnadel)

n Viskositat der Formulierung

I Lange des Rohres (entspricht Lange der Injektionsnadel)

Formel 2: Druckdifferenz bezogen auf Spritzenquerschnitt

F Ap Druckdifferenz innerhalb des Rohres
A F Kraft auf Spritzkolben mit der Flache A des Spritzenquerschnitts

Hinsichtlich der Bestimmung der Injizierbarkeit einer Formulierung werden in der
Literatur verschiedene Ansatze beschrieben. Der wohl einfachste Weg die Spritzbar-
keit einer Formulierung zu untersuchen, ist die direkte manuelle Injektion der Formu-
lierung in ein Versuchstier. Wenn dem Anwender die Injektion problemlos erscheint,
wird die Formulierung als injizierbar gewertet. Fur Reihenuntersuchungen mit ver-

schiedenen Nadelgrof3en und Formulierungsvarianten ist diese Methode allerdings
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weniger geeignet. Alternativ zum Versuchstier kann die Applikation auch in ein Stick
Muskel, in einen Polyurethanschwamm oder in ein leeres Becherglas erfolgen. An-
wenderabhangige Variationen im Injektionsdruck, die zur Beeinflussung des Ver-
suchsergebnisses fuhren kdnnen, bleiben bei diesem Aufbau dennoch immer erhal-
ten (Akers et al.; 1987) (Ritschel et al.; 1979). Ein Ubersichtlicher apparativer Ansatz
besteht in der Bestimmung der Spritzbarkeit bei definierter NadelgroRe und vorgege-
bener Injektionskraft bzw. Injektionsdruck. Die Spritzbarkeit ist dann gegeben, wenn
ein bestimmter Mindestvolumenstrom erreicht wird oder wenn eine definierte Kraft
bzw. definierter Druck zur Injektion ausreicht. In Tabelle 6 sind Literaturquellen ex-
emplarisch aufgeflihrt, die diesen Ansatz zur Bestimmung der Spritzbarkeit verfolgen.

Tabelle 6: Literaturiibersicht Bestimmung der Spritzbarkeit

Quelle Kanule Kraft  Druck Spritzbarkeit Bemerkungen
(Mitchell; 1992) 118G 1193kPa  mindestens grofe Kanule und hohe
0,03ml/sec Injektionsgeschwindigkeit, da
ideal Tierarzneimittel
>0,3ml/sec
(Zingerman et 16G 730kPa >3ml/sec mittlere Kandle, sehr hohe
al.; 1987) einfach Injektionsgeschwindigkeit, da
Tierarzneimittel
(Zingerman et 16G 310kPa >3ml/sec Unterscheidung zwischen
al.; 1987) mehrfach einfacher und mehrfacher
Injektion
(Dupuis et al.; 21G 30N 30N 3kg Gewicht auf Spritzen-
2002) ausreichend  stempel
(Gao et al.; 20G, 226G, 50N 50N bendtigte Injektionskraft bei
1995) 26G ausreichend  definiertem Vorschub mit
Kraftaufnehmer bestimmt
(Schwach- 19G, 20G 50N 50N bendtigte Injektionskraft bei
Abdellaoui et al.; ausreichend  definiertem Vorschub mit
2002) Kraftaufnehmer bestimmt
(Ritschel et al; 13G, 15G, 13N 13N 13N als Aquivalent der Injek-
1979) 17G-27G ausreichend tionskraft, die ein Erwachse-

ner fur 1min aufbringen kann

Bei dieser Art der Bestimmung der Spritzbarkeit kdbnnen neben den Eigenschaften
der Formulierungen auch aulere Faktoren, wie die Beschaffenheit der Spritzenwan-
dung (Glas, Plastik) oder Interaktionen des Gummistopfens des Spritzenstempels mit
der Formulierung, die zu Quellungen fuhren konnen, deutlichen Einfluss auf das

Messergebnis haben (Dexter et al.; 1979).
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Alternativ zu den dargestellten Versuchsansatzen kénnen die physikalischen Eigen-
schaften der Formulierungen, die Einfluss auf die Applizierbarkeit haben, auch mittels
rheometrischer Untersuchungen ermittelt werden. Hierzu untersuchen die Autoren
die FlielBkurve (Scherrate D versus Viskositat n) der Formulierung und entnehmen
bei einer fir die Injektion charakteristischen Scherrate den Viskositatswert als repra-
sentative Grolde ,apparent viscosity” (vgl. Tabelle 7).

Tabelle 7: Ubersicht Literaturquellen zu FlieRkurvenbestimmungen

Quelle Scherratenbereich  charakteristische Untersuchte Formulierungen
Scherrate

(Sims et al.; 1985) 2,15-157,90s” 157,90s™ Pflanzliche Ole, Miglyol 812,
Aluminiumstearatgele

(al Hammami et al.; 0-436s™ 100s™ Miglyol 812, Aluminiumstearat-,

1996) (al Hammami Aerosil-, Lecithingele

et al.; 1996)

(Realdon et al ; 0-Maximum 96s™ Erdnussél, Glycerolmonostearat-,

1996) Bienenwachsgele

(Heintz et al.; 2001) 0-Maximum 141s™ Pflanzliche Ole,

(Jeng et al.; 2001) Aluminiumstearatgele

Die Viskositat einer Formulierung ist nach oben limitiert, da hochviskose Formulie-
rungen nicht mehr durch dunne und patientenfreundliche Kanulen injiziert werden
konnen. Als Viskositatsgrenze, bei der die Applizierbarkeit noch gewahrleistet ist,
werden in der Literatur fir Newtonsche Formulierungen Werte bis 200mPas angege-
ben (Okumu; 2001) (Hatefi et al.; 2002) (Zingerman et al.; 1987).

Neben der Viskositat hat bei partikularen Formulierungen auch die TeilchengréRe der
suspendierten Partikel Einfluss auf die empfohlene Kanulengrof3e. Um ein Verstop-
fen der Kanule wahrend der Injektion zu vermeiden, sollte die PartikelgroRe maximal
1/3 des verwendeten Kanuleninnendurchmessers betragen (Nash; 1991) (Floyd et
al.; 1991) (Akers et al.; 1987). Die in der Literatur angestrebten PartikelgroRen fur
parenterale Formulierungen sind vielfaltig. Sie reichen von kleiner 10pm (Floyd et al.;
1991) (Gallardo et al.; 2000) (Gonzalez-Caballero et al.; 2000), Uber mittlere Werte
um 50um (Mitchell; 1985) (Johnson et al.; 1996b) bis 150um (Reithmeier et al.;
2001b). Am Markt erhaltliche Insulinsuspensionen besitzen PartikelgroRen bis 40um
(Defelippis et al.; 2000). Fur Nutropin Depot® betragt die Teilchengroe der Mikropar-

tikel etwa 50um (Johnson et al.; 1996b). Im Allgemeinen werden Partikelgrofden bis
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100um fur parenterale Injektionen als geeignet angesehen (Maniar et al.; 1992)
(Reslow et al.; 2001) (Eliaz et al.; 2000).

Der Abbau oliger Formulierungen erfolgt in vivo mit maRiger Geschwindigkeit. Ver-
schiedene Autoren bestimmten, in welchem Zeitraum 6lige Formulierungen in vivo
abgebaut werden. Medlicott et al. untersuchte makroskopisch, wie sich wassrige und
lipophile Formulierungen nach der Injektion in vivo verhalten (Medlicott et al.; 2004).
Hierflr wurden die Vehikel mit einem blauen Farbstoff versetzt und subkutan injiziert.
48h nach der Applikation wurde der Injektionsort fur die visuelle Inspektion prapariert
(vgl. Abbildung 6).
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Abbildung 6: Aufnahme subkutaner Depots 48h nach der Injektion nach (Medlicott et al.; 2004)

In Abbildung 6A wurde eine blau gefarbte wassrige Ldsung injiziert. Nach 2 Tagen ist
der Farbstoff aus der Formulierung in das umgebende Gewebe diffundiert. Abbildung
6B zeigt die injizierte Partikelsuspension eines blauen Farbstoffs. Das Depot ist auch
nach 48h noch scharf begrenzt. Das wassrige Suspensionsmedium wurde resorbiert,
wahrend die unldslichen blauen Wirkstoffpartikel am Applikationsort verblieben sind.
In Abbildung 6C wurde die Lésung eines Farbstoffs in Miglyol 812, in Abbildung 6D
die Lésung eines Farbstoffs in einer hochviskosen Formulierung aus 7,5% Alumini-
umstearat in Miglyol 812 injiziert. Die beiden letzten Formulierungen zeigen im Ver-

gleich zur wassrigen Losung aus Abbildung 6A deutlich begrenztere Ausdehnungen
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und kein Abwandern des Farbstoffs in das umgebende Gewebe. Auch nach 48h ist

der blaue Farbstoff noch in dem Depot verblieben (Medlicott et al.; 2004).

Um injizierte Depots wie bei Medlicott et al. beschrieben makroskopisch untersuchen
zu konnen, mussen die Versuchstiere zum jeweiligen Untersuchungszeitpunkt geto-
tet werden. Eine Reihenuntersuchung uber einen langeren Versuchszeitraum wurde
deshalb eine sehr groRe Anzahl von Versuchstieren bendétigen. Der Einsatz nicht-
invasiver Techniken mit denen die einzelnen Tiere wiederholt untersucht werden
konnen ist fur Reihenuntersuchungen wesentlich besser geeignet. Fur diesen Zweck
wurden dlige Vehikel mit dem B-Stahler C oder dem y-Stahler "I markiert. Nach
der Applikation wurde die Radioaktivitat in definierten Zeitabstanden bestimmt. Aus
der Abnahme der Radioaktivitat im Vergleich zum Wert unmittelbar nach der Injektion
kann die Geschwindigkeit des Depotabbaus, angegeben als Halbwertszeit, berech-
net werden (Schultz; 1997) (Larsen; 2003) (Svendsen et al.; 1980) (Howard et al;
1983). In Tabelle 8 sind die nach der Radioaktivitatsmethode bestimmten Halbwerts-

zeiten fur verschiedene Tierarten aufgefuhrt.

Tabelle 8: Halbwertszeiten oliger Vehikel nach (Howard et al.; 1983; Larsen; 2003; Schultz;
1997; Svendsen et al.; 1980)

Oliges Vehikel Schwein Kaninchen Hund Ratte
Mittelkettige Triglyceride 14d 8d 2d 7d
Sesamdl 23d 27d 35d 63d
Ethyloleat 10d

Erdnussol 25d

Rizinusol 20d 10-30d

Aus den in vivo bestimmten Halbwertszeiten kann man erkennen, dass zwischen den
einzelnen Tierarten deutliche Unterschiede in der Abbaugeschwindigkeit bestehen.
Von den untersuchten Spezies kommt das Schwein den Bedingungen, die bei Injek-
tionen in den menschlichen Organismus auftreten, am nachsten. Die Halbwertszeit
betragt dort fir das kurzkettige Miglyol 812 zwei Wochen, fiir die langerkettigen Ole

Sesam- und Rizinusdl ca. 3 Wochen.
Physiologisch erfolgt der Abbau in vivo durch ein Zusammenspiel verschiedener

Mechanismen. Entweder werden die Ole direkt am Injektionsort metabolisch durch

Lipasen, die aus Makrophagen oder Fettzellen freigesetzt werden, abgebaut oder es
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erfolgt eine Aufnahme von Mikrotropfchen durch Phagozytose und ein Abtransport

Uber die Lymphe oder Blutgefalle (Senior et al.; 2000).
1.2.2.  Olige Lésungen

Unter pharmazeutischen Gesichtspunkten stellt die Formulierung des Wirkstoffs als
Lésung in einem Ol einen einfach zu kontrollierenden und kostenglinstigen Herstel-
lungsprozess dar, der zu einem physikalisch stabilen Einphasensystem in einem seit

langem angewendeten biokompatiblen Vehikel fuhrt (Larsen; 2001).

Wirkstofflosungen in éligen Vehikeln sind in einer Vielzahl von Produkten am Markt
erhaltlich. Vorwiegend werden Ole fiir die Herstellung von Lésungen lipophiler Hor-
monderivate oder Antidepressiva verwendet (Davis et al.; 1994) (Marder et al.; 1989).
Tabelle 9 stellt einen Auszug der in der Roten Liste 2006 aufgeflhrten Produkte mit
lipophilen Grundlagen dar. Neben den reinen Olen wie Erdnussol, Sesamdl und
mittelkettigen Triglyceriden werden auch Mischungen von Benzylbenzoat mit Rizi-
nusol oder Ethanol mit Erdnussdl verwendet. Die Additive werden eingesetzt, um die
Viskositat der Formulierung zu verringern und die Applikation zu erleichtern.

Tabelle 9: Auswahl an Handelsprodukten Rote Liste 2006

Handelsname Wirkstoff Oliges Vehikel
Testosteron Depot Rotexmedica® Testosteronenantat Benzylbenzoat, Rizinusdl
Gynodian Depot® Prasteronenantat Benzylbenzoat, Rizinusol

Estradiolvalerat
Progynon Depot® Estradiolvalerat Benzylbenzoat, Rizinusol

Sustanon® 250 Testosteronpropionat Erdnussol
Testosteronphenylpropionat
Testosteronisocaproat

Testosterondecanoat
Deca-Durabolin® 25mg Nandrolondecanoat Erdnussoél
Jephagynon® Estradiolbenzoat Ethanol, Erdnussdl
Progesteron
Testosteron Depot 250mg Eifelfango® Testosteronenantat Sesamdl
Lyorodin Depot® Fluphenazindecanoat Sesamol
Haldol-Janssen Decanoat® Haloperidoldecanoat Sesamol

Dapotum D®2,5 Fluphenazindecanoat mittelkettige Triglyceride
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Die Freisetzung der Wirkstoffe aus oligen Loésungen ist diffusionskontrolliert und
erfolgt nach einer Kinetik erster Ordnung (vgl. Formel 3).
Formel 3: Kinetik 1. Ordnung
Ke Eliminationskonstante
« = _kel € |

dt c Konzentration des gelésten Wirkstoffs

Fur die Freisetzung mussen die geldsten Wirkstoffe innerhalb des Depots zur Grenz-
flache diffundieren, diese Uberschreiten und dann in vivo zum Wirkort transportiert
werden (Senior et al.; 2000).

Fir die unmittelbare Freisetzung des Wirkstoffs ist der Verteilungskoeffizient zwi-
schen der Ol- und Wasserphase von entscheidender Bedeutung. Je groRer der Ver-
teilungskoeffizient, desto langsamer erfolgt die Wirkstofffreisetzung aus dem Depot in
das umgebende Medium. Durch gezielte Modifikation des Wirkstoffs oder Verande-
rung der Eigenschaften des Depots kann der Verteilungskoeffizient beeinflusst und
somit nachfolgend die Freisetzung gesteuert werden (Hirano et al.; 1981) (Strickley;
1999) (Mitchell; 1992) (Larsen et al.; 2001) (Senior et al.; 2000) (Zuidema et al.;
1994) (Al Hindawi et al.; 1987).

Die Strategie der Veranderung des Wirkstoffmoleklls zur Steuerung der Freisetzung
wird in vielen hormonhaltigen Formulierungen angewendet. Durch Veresterung des
Arzneistoffs werden lipophile Prodrugs hergestellt, die nach Applikation in vivo lang-
sam aus dem Olhaltigen Depot abgegeben werden. Nach der Wirkstofffreisetzung
setzen lokale Esterasen den eigentlichen Wirkstoff frei (Al Hindawi et al.; 1987). Das
Handelsprodukt Sustanon® 250 besteht aus einem Gemisch der Ester von Testoste-
ron mit Propionsaure, Phenylpropionsaure, Isocapronsaure und Decansaure, die in
Erdnussdl gelost sind. Nach Applikation werden die einzelnen Komponenten ent-
sprechend ihres Verteilungskoeffizienten mit unterschiedlicher Geschwindigkeit aus
dem Depot freigesetzt. Somit kdbnnen Uber 4 Wochen hinweg therapeutische Testos-

teronspiegel gewahrleistet werden (Benson et al.; 1998).

Die parenterale Applikation von Hormonprodrugs oder Neuroleptika als Losungen in
Olen hat neben der verzdgerten Wirkstofffreisetzung und den im Vergleich zur per-
oralen Gabe wesentlich gleichmafigeren Wirkstoffspiegeln auch den Vorteil, dass die
therapeutisch notwendige Wirkstoffdosis insgesamt gesenkt werden kann. Dies kann
zu einer deutlichen Verringerung der Nebenwirkungsrate und Steigerung der Patien-

tenakzeptanz beitragen. Ein gutes Beispiel stellt der Wirkstoff Fluphenazin dar. Das
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im Wassrigen leicht |6sliche Fluphenazinhydrochlorid wird taglich 20mg p.o. oder
10mg i.m. gegeben. Durch die Formulierung als Ethanoat oder Decanoat Ester in
Sesamoal genugt eine einmalige wochentliche Gabe von 25mg. Die notwendige Dosis
kann im Vergleich zur oralen Gabe somit um Uber 80% reduziert werden (Senior et
al.; 2000) (Berry et al.; 2000).

1.2.3.  Olige Suspensionen

Im Gegensatz zu Wirkstofflosungen stellen Wirkstoffsuspensionen Mehrphasensys-
teme dar, die per se instabil sind und zu Sedimentation und Kuchenbildung neigen.
Ein Wirkstoff wird dann als Suspension formuliert, wenn er in konventionellen Lo6-
sungsmitteln unléslich bzw. instabil ist oder eine kontrollierte Wirkstofffreisetzung mit
Depoteffekten erzielt werden soll (Akers et al.; 1987) (Gonzalez-Caballero et al.;
2000) (Rathbone et al.; 2000a) (Falkiewicz; 1991) (Defelippis et al.; 2000) (Floyd et
al.; 1991). Okonomisch betrachtet stellen Suspensionen im Vergleich zu Mikroparti-
keln oder Implantaten sehr kostengunstig herzustellende Arzneiformen dar, die zu
einer Verlangerung der Arzneimittelwirkung und einer Verringerung der toxischen

Nebenwirkungen durch hohe Plasmaspiegelspitzen fuhren kénnen.

Obwonhl viele parenterale Suspensionen auf dem Markt sind, ist die Herstellung stabi-

ler Suspensionen dennoch nicht trivial (Burgess et al.; 2004) (Floyd et al.; 1991).

Eine ideale Wirkstoffsuspension fur die parenterale Applikation sollte neben den in
Kapitel 1.2.1 beschriebenen allgemeinen Anforderungen fur Injektabilia noch folgende

zusatzliche Kriterien erfullen (Akers et al.; 1987):
e keine Veranderung der PartikelgroRe wahrend der Lagerung
e langsame Sedimentation und leichte Resuspendierbarkeit
e leichte Entnahme und Applikation homogener Dosen
e moglichst wenig Irritationen nach Injektion

Aufgrund der verschiedenen Phasen weisen Suspensionen eine entsprechende
Grenzflachenenergie auf. Jedes thermodynamische System versucht den Zustand
des geringsten Energieinhalts zu erreichen. Wenn die suspendierten Partikel eine,
wenn auch geringe, Restldslichkeit in der umgebenden Phase besitzen, kann des-

halb der Effekt der Ostwald-Freundlich-Reifung auftreten (vgl. Formel 4).
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Formel 4: Ostwald-Freundlich Gleichung
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Molare Masse
Grenzflachenenergie

c, 2My(1 1

M
y

In _— P Dichte
R
T

¢, PRT\n n

allgemeine Gaskonstante
absolute Temperatur
r Radius des Partikels 1

ry Radius des Partikels 2

Nach der Ostwald-Freundlich Gleichung haben die Partikel mit dem kleineren Radius
eine hdhere Sattigungsldslichkeit. Um die gesamte Grenzflache und damit die Grenz-
flachenenergie zu minimieren, gehen deshalb die kleineren Partikel wahrend der
Lagerung in Lésung, wahrend der Anteil der groReren Partikel zunimmt. Dies fuhrt zu
einer Verschiebung der PartikelgroRenverteilung innerhalb der Suspension und kann
Auswirkungen auf die Injizierbarkeit oder auf die Freisetzung haben. Um die Ostwald-
Freundlich-Reifung zu vermeiden, sollten deshalb die suspendierten Partikel in dem
Dispersionsmedium vollkommen unléslich sein oder zumindest eine einheitliche
PartikelgréflRe besitzen (Falkiewicz; 1991) (Akers et al.; 1987) (Swarbrick et al.; 2001)
(Benson et al.; 1998).

Die Sedimentation der suspendierten Partikel und Bildung eines festen Kuchens ist
ein haufig beobachtetes Phanomen bei Suspensionen. Nach dem Gesetz von Stokes
(vgl. Formel 5) kann man die Sedimentationsgeschwindigkeit durch Erh6hung der
Viskositat, Angleichung des Dichteunterschieds zwischen den suspendierten Parti-
keln und der auflleren Phase, sowie durch die Verkleinerung der PartikelgroRe ver-
ringern.

Formel 5: Gesetz nach Stokes

% Sedimentationsgeschwindigkeit
Pp Dichte der suspendierten Partikel
2 ,Op - ,Of 2 Ps Dichte der Dispersionsphase
V= 5 — |8 n Viskositat
77 g Erdbeschleunigung

r Radius der suspendierten Partikel
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Fir Injektabilia kann die Viskositat aber nur in engen Grenzen erhoht werden (siehe
Kapitel 1.2.1). Um die Suspension zu stabilisieren, werden deshalb haufig die Parti-
kelgroRen reduziert. Bei wassrigen Formulierungen besteht dariber hinaus die Mog-

lichkeit, unter Beachtung der Isotonie, die Dichten anzugleichen.

Eine leichte Resuspendierbarkeit ist Voraussetzung fur die Entnahme und die Appli-
kation gleichférmiger Dosen. Flr wassrige Suspensionen kann die Wiederaufschut-
telbarkeit des Partikelkuchens durch Zusatz von Elektrolyten, wie Aluminiumchlorid,
gezielt gesteuert werden. Diese fuhren zu einer Erhdhung der Ladungsdichte an der
Partikeloberflache und steigern die gegenseitige Abstol3ung der suspendierten Teil-
chen. Es bildet sich ein lockeres Sediment, das durch geringen Scherstress wieder
resuspendiert werden kann. Fur olige Suspensionen ist diese Moglichkeit der
Suspensionstabilisierung allerdings aufgrund der Eigenschaften der auReren Phase
nicht gegeben (Floyd et al.; 1991) (Falkiewicz; 1991) (Defelippis et al.; 2000).

Aus Sicht der Vertraglichkeit treten fur partikulare Wirkstoffsuspensionen lokale Re-
aktionen nach der Injektion im Vergleich zu homogenen Wirkstoffloésungen haufiger
auf, da der Organismus auf korperfremde Partikel intensiver reagiert. Auch die Parti-
kelform der suspendierten Phase beeinflusst die Vertraglichkeit einer Suspension
deutlich. Partikel mit scharfen Ecken oder nadelformige Wirkstoffkristalle konnen
nach der Injektion lokalen Schmerz oder Schwellungen verursachen (Hardee et al.;
1998).

Nach der Applikation formen 6lige Suspensionen ein Depot, das analog zu den in
Kapitel 1.2.1 fUr olige Lésungen beschriebenen Mechanismen abgebaut wird (Cady et
al.; 1997). Die Wirkstofffreisetzung aus éligen Suspensionen erfolgt durch die Wan-
derung der suspendierten Partikel zur Grenzflaiche, den Ubertritt in das Umge-
bungsmedium und der nachfolgenden Partikelauflosung. Flr den Fall, dass semisoli-
de Depots vorliegen, in denen keine Partikelsedimentation stattfindet, erfolgt die
Wirkstofffreisetzung mit der Abbaugeschwindigkeit des Depots und der Partikelaufl6-
sung an der jeweiligen Grenzflache (Chien; 1981) (Crommelin et al.; 1980 a)
(Crommelin et al.; 1980 b) (Mendelow et al.; 1987).

Additive konnen die Freisetzungsgeschwindigkeit aus den dligen Suspensionen stark
beeinflussen. Sie konnen die Viskositat des Depots erhdhen, das Eindringen von
Umgebungsflussigkeit in das Depot verringern oder den Depotabbau verlangsamen
(Hageman et al.; 1992) (Wang et al.; 1988). Beispielsweise konnte durch den Einsatz

von Aluminiumstearat eine deutliche Verlangerung der Wirkstofffreisetzung aus Peni-
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cillin G Suspensionen in pflanzlichen Olen erreicht werden (Chien; 1981). Neben
dem Effekt der Viskositatserhéhung wird fir Aluminiumstearat auch die Bildung eines
lipophilen und wasserabweisenden Uberzugs unmittelbar auf der Partikeloberflache
diskutiert, der zu einer langsameren Partikelauflosung und verzogerten Wirkstofffrei-
setzung fuhrt (Lippold; 1980).

Die Formulierung eines Wirkstoffs in dligen Suspensionen ist in zahlreichen Verof-
fentlichungen beschrieben. Erstmals wurde Anfang der 50er Jahre beobachtet, dass
die Verdickung eines pflanzlichen Ols mit Pektin zu einer verlangerten Wirkstofffrei-
setzung in vivo fuhrt (Welch; 1949). Buckwalter untersuchte im selben Zeitraum den
Einfluss von Aluminiumstearat auf die Procain Freisetzung in Ratten. Eine 5%ige
Aluminiumstearat Sesamdlsuspension fuhrte zu einer Wirkstofffreisetzung tber 11
Tage (Buckwalter; 1950). 1975 veroffentlichte Geller das erste Patent zur Formulie-
rung eines Proteins in einem verdickten Ol. Er suspendierte Adrenocorticotropes
Hormon (ACTH) in einem Oleogel aus Erdnussdl mit 2% Aluminiumstearat und konn-

te dadurch in vivo eine Wirkung Uber sieben Tage erzielen (Geller L.; 1975).

In einer Reihe von Humanarzneimitteln wurden o6lige Suspensionen als Formulie-
rungsprinzip angewendet. Bei dem Arzneimittel Solganal® von Schering fur die Be-
handlung von rheumatischer Arthritis wurden Aurothioglucose Partikel in Sesamal mit
2% Aluminiumstearat suspendiert. Nach intramuskularer Anwendung wird eine Frei-
setzung und verlangerte Wirkung erreicht (Strickley; 1999). Depinar®, zugelassen
durch Armour Pharma, besteht aus einer Suspension von Cyanocobalamin-
Zinktannat Teilchen in Sesamol mit 2% Aluminiumstearat (Floyd et al.; 1991) (Chien;
1981). Bis vor kurzem war mit Jenacillin® auch am deutschen Markt die Suspension
eines Wirkstoffs in einem pflanzlichen Ol erhaltlich. Fir die Behandlung von Weich-
teilinfektionen wurden Benzylpenicillin Partikel in mit Aluminiumstearat verdicktem
Sesamdl suspendiert. Das umsatztrachtigste Tierarzneimittel in den USA besteht aus
einer Suspension von bovinem Wachstumshormon in geliertem Sesamoél und ist dort

unter dem Handelsnamen Posilac® verfiigbar (siehe auch Kapitel 1.4.2).
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1.3. In vitro Freisetzungssysteme

In den letzten 25 Jahren haben sich die Tests fur die Bestimmung der Wirkstofffrei-
setzung aus Arzneiformen zu einem wichtigen Werkzeug fur den pharmazeutischen
Technologen entwickelt. Sie werden zur Untersuchung von Formulierungseigen-
schaften im Rahmen der Arzneiformenentwicklung und zur Bestimmung der Produkt-
qualitat und Produktstabilitat wahrend der Herstellung eingesetzt. Falls die Etablie-
rung einer in vivo/in vitro Korrelation moglich ist, kdbnnen teure und zeitintensive Tier-
versuche ersetzt werden. Im Idealfall besitzen die in vitro Freisetzungssysteme einen
moglichst einfachen Aufbau, der eine rasche und 6konomische Datengewinnung
ermoglicht (Schultz; 1997) (Rathbone et al.; 2000b) (Larsen; 2001).

Die Etablierung von in vitro Freisetzungsmethoden fir parenterale Depotformulierun-
gen ist kein leichtes Unterfangen. Selbst fur die seit langem kommerziell erhaltlichen
Insulinsuspensionen wurden bisher noch keine verbindlichen in vitro Testmodelle in
den Arzneiblchern vorgeschrieben (Gietz et al.; 1998) (Schultz; 1997).

Eine Reihe von Veranstaltungen, die von der Federation International Pharmaceuti-
que (FIP) und der American Association of Pharmaceutical Scientists (AAPS) durch-
gefuhrt wurde, beschaftigte sich mit der Erstellung von Richtlinien fur in vitro Freiset-
zungstestsysteme zur Untersuchung von neuen und speziellen Arzneiformen. In
einem Positionspapier, das als Ergebnis dieser Workshops formuliert wurde, wurde
dargestellt, dass aufgrund der Verschiedenheit der Depotarzneiformen keine einheit-
liche Methode vorgeschrieben werden kann und dass der jeweilige Anwender eine
aus seiner Sicht angemessene (besser maligeschneiderte) Methode anwenden
sollte (Shah et al.; 2002) (Siewert et al.; 2003).

FUr das Design eines Freisetzungssystem mussen dennoch einige grundsatzliche
Anforderungen berlcksichtig werden (Schultz; 1997) (Rathbone et al.; 2000b)
(Larsen; 2001):

e Wahrend des Untersuchungszeitraums sollte die Stabilitdt des Wirkstoffs ge-

wabhrleistet sein.

e In vitro sollten Bedingungen gewahlt werden, die auch in vivo zu erwarten

sind, z.B. physiologischer pH 7.4, Kérperkerntemperatur 37°C.

e Der Freisetzungsmechanismus in vitro sollte analog zu dem in vivo sein, um

eine spatere in vivo/in vitro Korrelation zu erleichtern.
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e Wahrend der Freisetzung sollten grundsatzlich Sink-Bedingungen vorliegen.
Nach USP darf die Konzentration des Wirkstoffs wahrend der Freisetzung

maximal 1/3 der Sattigungskonzentration betragen.
e Die Grenzflache zwischen Donator und Rezeptor sollte konstant sein.

¢ Falls Membranen fur die Trennung von Formulierung und Freisetzungsmedi-
um eingesetzt werden, darf der Membranubertritt des Wirkstoffs nicht der ge-

schwindigkeitsbestimmende Schritt der Freisetzung sein.

e Die Adsorption des Wirkstoffs an die Membran und an das gesamte System

ist zu vermeiden.

e Thixotrope Formulierungen sollten nicht gertuhrt werden, um Strukturzersto-

rungen zu vermeiden.

In der Literatur werden viele unterschiedliche Aufbauten von Freisetzungssystemen
fir Depotarzneiformen beschrieben. Eine gute Ubersicht findet sich in (Schultz;
1997). Die einzelnen Testsysteme konnen grundsatzlich in membranhaltige und

membranfreie Systeme unterteilt werden.

Chang et al. untersuchte die Wirkstofffreisetzung von spriuhgetrockneten und in Se-
samol suspendierten Butorphanoltartrat Partikel. Hierzu gab er die Formulierungen in
Dialyseschlauche, die in Phosphatpuffer pH 7,4 gelegt wurden. Wahrend des Be-
stimmungszeitraums wurde das Medium geruhrt und zum Probenzug der gesamte
Puffer in regelmaligen Abstanden ausgetauscht (Chang et al.; 1999). Durch den
vollstandigen Austausch des Mediums zu den Probenzugszeitpunkten wurden Sink-
Bedingungen gewabhrleistet. Eine Kontrolle der Grenzflache zwischen Formulierung

und Freisetzungspuffer konnte mit diesem Aufbau aber nicht sichergestellt werden.

Ein ahnlicher Versuchsaufbau wurde von Gao et al. gewahlt. Levonorgestrel Losun-
gen in Mischungen aus derivatisiertem Pflanzendl (Labrafil® 1994 CS) und Glyceryl-
palmitostearat wurden in Dialyseschlauche gegeben. Diese wurden anschliel3end in
Flaschen mit Sorensen Phosphatpuffer pH 7,4 gelegt. Als Testapparat wurde der
,Rotating bottle apparatus® der Fa. Vankel mit temperierbarem Wasserbad verwen-
det. Wahrend der Freisetzung drehte der Apparat die in das Wasserbad eintauchen-
den Flaschen fortlaufend Kopf Uber Kopf. Zum Probenzug wurde das Medium ausge-
tauscht (Gao et al.; 1995). Auch bei diesem System konnte keine konstante Grenz-

flache zwischen Formulierung und Freisetzungsmedium gewahrleistet werden. Zu-
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satzlich wurden durch das fortlaufende Wenden der Flaschen grof3e Scherkrafte auf

die Formulierung ubertragen.

Fir Flupentixol Lésungen in Gemischen aus verschiedenen pflanzlichen Olen ver-
wendete die Forschergruppe um Larsen die ,Rotating dialysis cell”: Ein mit einer
Dialysemembran bespannter Hohlzylinder wurde waagrecht in ein auf 37°C tempe-
riertes Becherglas getaucht und wahrend der Freisetzung fortwahrend um die
Langsachse gedreht. Zu definierten Zeitabstanden wurden Proben gezogen und die
Wirkstofffreisetzung bestimmt (Schultz et al.; 1997) (Larsen; 2003). Analog zu dem
Modell nach Gao et al. wurden auch bei diesem System durch die Bewegung des
Zylinders Scherkrafte auf die Formulierungen ausgeubt. Im Gegensatz zu den thi-
xotropen Ol-Fett Systemen die Gao et al. einsetzte, wurden von Larsen et. al. jedoch
nur reine Olgrundlagen mit newtonschem Charakter untersucht. Veranderungen in
den physikalischen Formulierungseigenschaften wurden deshalb durch die Scherung

nicht hervorgerufen.

Realdon et al. untersuchte das Freisetzungsverhalten von Benzocainlésungen in
verdickten pflanzlichen Olen. Als Versuchsaufbau verwendete er Plexiglasscheiben,
die in der Mitte eine zylindrische Vertiefung aufwiesen. In diese Vertiefungen wurden
die zu untersuchenden Formulierungen gegeben. Die Scheiben wurden mit einer
Dialysemembran bespannt, die durch einen Plexiglasring fixiert wurde. Fir die Be-
stimmung der Freisetzung wurden die Scheiben in ein Becherglas mit temperiertem
Puffer gegeben (Realdon et al.; 1996). Vorteilhaft an diesem Aufbau war, dass die
Formulierungen physikalisch nicht belastet wurden und eine konstante Grenzflache
zwischen Formulierung und Freisetzungsmedium vorlag. Fur Suspensionen scheint
der Aufbau weniger geeignet, da sich nach Partikelsedimentation am Boden der
Vertiefungen ein Wirkstoffsediment bilden kann, das aus der Formulierung nicht mehr

freigesetzt wird.

Fur die Bestimmung des Freisetzungsverhaltens wassriger Insulinsuspensionen
verwendete Graham et al. Ultrafiltrationszellen durch die Puffer gepumpt wurde. Die
Insulinpartikel legten sich auf die Membran und I6sten sich entsprechend ihren Kris-
talleigenschaften (Graham et al.; 1984). Fur wassrige Kristallsuspensionen war die-
ser Versuchsaufbau gut geeignet, da durch die Ultrafiltrationsmembran keine Partikel
in den Analyt gelangen konnten. Fir semisolide Formulierungen ist dieser Ansatz
aber weniger geeignet, da sich durch das permanente Durchstromen der Formulie-

rung diffuse Grenzschichten ausbilden warden.
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Gietz et al. entwickelte fur die Untersuchung von Zn-Hirudin Partikel ein Mehrschich-
tensystem als Freisetzungsmodell, um Formulierungen fir subkutane Injektionen
untersuchen zu konnen. In ein Glasgefald wurde eine warme 2% Agaroselosung mit
suspendierten Wirkstoffpartikeln gegeben. Nachdem die erste wirkstoffhaltige Schicht
erstarrt war, wurde auf diese eine zweite wirkstofffreie Agarose Trennschicht aufge-
bracht und anschlielend mit Freisetzungsmedium Uberschichtet. Das System wurde
temperiert und mittels Rotationsshaker bewegt. Mit diesem Versuchsaufbau stellten
die Autoren gezielt Non-Sink Bedingungen her, da der Wirkstoff nach Auflésung erst
die zweite Trennschicht Gberwinden musste, um in den Puffer zu gelangen. Die Auto-
ren begrindeten ihren Versuchsaufbau damit, dass nach subkutanen Injektionen der
Wirkstoff nach Auflosung erst das wenig durchblutete Unterhautfettgewebe durch-
dringen muss, bevor er in den Blutkreislauf gelangen kann. Wirden Freisetzungssys-
teme mit Sink-Bedingungen angewendet werden, wirden sich steile Konzentrations-
gradienten zwischen Formulierung und Medium ausbilden, die in vitro zu einer sehr
raschen aber in vivo nicht reproduzierbaren Wirkstofffreisetzung flihren wirden
(Gietz et al.; 1998). Das System scheint fur wassrige Suspensionen gut geeignet. Ein
Einsatz fur dlige Systeme erscheint schwierig, da die Formulierungen auf der ersten

und auch zweiten Agarose Schicht aufschwimmen wirden.

Im Rahmen seiner Dissertation beschaftigte sich Crommelin mit der Untersuchung
von Freisetzungsmechanismen aus hydrophoben Tragern. In seinem Versuchsauf-
bau verwendete er ein Metallrohr, dessen Stirnseite in ein mit Freisetzungsmedium
gefulltes und temperiertes Becherglas eingetaucht war. Die Wirkstofffreisetzung
erfolgte nach Probenzug in definierten Zeitabstanden (Crommelin et al.; 1980 a)
(Crommelin et al.; 1980 b). In dem von Crommelin gewahlten Versuchsaufbau konnte
Uber den Querschnitt des Zylinders die Grenzflache zwischen Formulierung und

Medium exakt gesteuert werden.

Andere Autoren haben diesen Versuchsaufbau noch weiter vereinfachten. Uekama
et al. suspendierte Buserelinacetat Partikel in Erdnussol und gab dies zu vorgeleg-
tem Puffer in ein Glassgefald (Matsubara et al.; 1994; Uekama et al.; 1989). Das
Erdnussol spreitete auf der Oberflache des Puffers in den Dimensionen des Gefa-
Res. Zur weiteren Miniaturisierung wurde von Okumu et al. flr die Untersuchung von
SAIB Formulierungen kleine Eppendorf Vials verwendet (Okumu; 2001). Hahn et al.
setzte diesen Versuchsaufbau fur die Bestimmung der Freisetzung von Wachstums-

hormon aus Hyaluronsaure Partikel ein, die in Miglyol 812 suspendiert waren (Hahn
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et al.; 2004) (Kim et al.; 2005). Bei diesen Aufbauten kdnnen durch die Abmessung
des Gefaldes, im Gegensatz zu den anfangs beschriebenen Ansatzen mit flexiblen
Dialyseschlauchen, die Grenzflachen fur den Wirkstoffubertritt genau definiert wer-
den. Ebenso findet keine physikalische Belastung der Formulierung durch Scherkraf-
te oder Ahnlichem statt, die zu einer Verfalschung der Freisetzungsdaten bei thi-
xotropen Formulierungen flhren kénnen. Dieser Versuchsaufbau wurde deshalb
auch fur die Ermittlung der in vitro Daten der vorliegenden Arbeit verwendet (vgl.
Kapitel I11.7.1).

1.4. Somatotropin (GH)

1.4.1. Substanzspezifische Eigenschaften und physiologische

Wirkung

Die Achse Hypothalamus—Hypophyse ist flr die Steuerung einer Vielzahl hormonel-
ler Regelkreise innerhalb des Koérpers verantwortlich. Biosynthese und Ausschittung
der Hypophysenhormone selbst werden durch Releasing- und Inhibiting-Faktoren

des Hypothalamus gesteuert.

Der Aufbau der Hirnanhangdrise (Hypophyse, Glandula pituitaria) ist zweigeteilt: Aus
dem Hinterlappen (Neurohypophyse) werden Oxytocin und Antidiuretisches Hormon
(ADH), aus dem Vorderlappen (Adenohypophyse) werden Adrenocorticotropes Hor-
mon (ACTH), Thyreoideastimulierendes Hormon (TSH), Lutenisierendes Hormon
(LH), Follikelstimulierendes Hormon (FSH), Prolactin (PRL) und Somatotropin (ST,
Growth hormone, GH) ausgeschuttet (Silbernagl et al.; 1994). Das Wachstumshor-
mon Somatotropin ist das am haufigsten vorkommende Hormon der Hirnanhangdru-
se und wird in den somatotropen Zellen der Hypophyse synthetisiert. Zunachst wird
ein inaktiver Vorlaufer gebildet, der durch Abspaltung einer kirzeren Peptidkette vom
N-Terminus bioaktiviert wird (Silbernagl et al.; 1994). Das menschliche Wachstums-
hormon (hGH) besitzt eine Molekulmasse von 22kDa und besteht aus einer Peptid-
kette mit 191 Aminosauren (vgl. Abbildung 7). Zwei Disulfidbriicken formen zwischen
Cystein 53 und Cystein 165 eine lange und zwischen Cystein 182 und Cystein 189
eine kurze Schleife (vgl. Abbildung 7).
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Abbildung 7: Primarstruktur hGH aus (Becker; 2001)
In der Tertiarstruktur (vgl. Abbildung 8) zeigt hGH einen vorwiegend helikalen Auf-
bau. Die vier a-Haupthelices formen eine eher ungewohnliche auf-auf-ab-ab Topolo-

gie. Drei Minihelices werden in den Verbindungsschleifen der Haupthelices gebildet
(Sukumar et al.; 2005).

Abbildung 8: hGH Tertiarstruktur aus (Becker; 2001)
Das in der Hypophyse synthetisierte Wachstumshormon wird in den somatotropen
Zellen in grolen Granula als Zinkkomplex gespeichert und wahrend der

REM-Phasen des Schlafes in kurzen Schiben ausgeschieden (Johnson et al;
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1996b) (Cleland et al.; 1997b). Die Halbwertszeit von hGH im Plasma ist mit 20min
relativ kurz. Etwa die Halfte des zirkulierenden Somatotropins bildet zusammen mit
einem Bindungsprotein im Plasma ein Hormon-Reservoir. Das Bindungsprotein stellt
den I6slichen extrazellularen Teil des Rezeptors dar. Die hGH Wirkung erfolgt in vivo
entweder direkt an den Zielorten oder wird Uber Somatomedine z.B. dem Insulin-like-
growth Faktor (IGF) vermittelt. Das Wachstumshormon zeigt vorwiegend anabole
Wirkungen. Es steigert die Proteinbiosynthese in den Zellen, die Wachstumszonen
der Knochen werden angeregt und Glykogenolyse und Lipolyse werden erhoht. Mit
zunehmendem Alter sinkt die Bildung von Somatotropin im Vergleich zur Pubertat
deutlich ab. Ab der Lebensmitte werden nur noch etwa 15% der pubertaren Produk-
tion erreicht. Altersbedingte Veranderungen des Fett/Muskelmasseverhaltnisses
konnen auch auf diese Verschiebung zuruckgefuhrt werden (Kim et al.; 2005)
(Silbernagl et al.; 1994) (Becker; 2001).

Bei Storungen der Somatotropinbiosynthese entsteht ein Mangel an Wachstumshor-
mon. Dieser fuhrt beim Menschen zu der Erscheinung des hypophysaren Minder-
wuchses. Zur Behandlung dieses Krankheitsbildes wurde in den 50er Jahren die
Wachstumshormonersatztherapie entwickelt. Da die Somatotropine aus tierischen
Quellen zwar in sich zu 90% homolog sind, z.B. Schweine und Rinder Wachstums-
hormon, mit menschlichem GH aber nur zu 60% Ubereinstimmen, konnte im Gegen-
satz zu Insulin fir die humane Therapie kein tierisches Somatotropin verwendet
werden (Bauman; 2005) (Cady et al.; 1992) (Cady et al.; 1997). Deshalb waren da-
mals die Hirnanhangdrusen Verstorbener die einzige und nur sehr limitiert verfugbare
Quelle fur hGH. Mitte der 80er Jahre wurde auf diese Weise gewonnenes Wachs-
tumshormon mit der Ubertragung von Creutzfeld-Jacob-Erkrankungen in Zusam-
menhang gebracht und musste vom Markt genommen werden. Gllcklicherweise
waren bis dahin die Methoden der rekombinanten DNA Technologie soweit entwi-
ckelt, dass ausreichend Somatotropin als Ersatz zur Verfigung stand. Neben dem
kindlichen Wachstumshormonmangel wurde die Indikation fir die Gabe von Somato-
tropin im Verlauf der Zeit auch auf chronisch renale Insuffizienz, Turner Syndrom und

sekundare Kachexie in Zusammenhang mit HIV ausgeweitet (Cleland et al.; 1997b).
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.4.2. Posilac® ex Monsanto

Im Jahr 1936 wurde erstmals eine Steigerung der Milchleistung von Kuhen nach der
Gabe von Hypophysenextrakten geschlachteter Rindern entdeckt (Asimov et al;
1937). In einer systematischen Untersuchung wurde festgestellt, dass bei Rindern
durch den gezielten Einsatz dieser Hypophysenauszige die Milchproduktion um 10-
15% gesteigert und die Laktationsphase insgesamt verlangert werden kann. Auf-
grund der hohen Kosten flur die Aufreinigung des Extraktes und der Begrenztheit des
zur Verfugung stehenden Ausgangsmaterials wurde damals von einem weiteren
Einsatz fur die tierische Produktion jedoch abgesehen (Cotes et al.; 1949) (Young;
1947).

Mit der Entwicklung der rekombinanten DNA Technologie ruckte der wirtschaftlich
vertretbare Einsatz von bovinem Somatotropin (bST) wieder in greifbare Nahe. Vier
pharmazeutische Unternehmen standen fur die Sicherung der kommerziellen Rechte
an bST im Wettbewerb: Monsanto, American Cyanamid, Eli Lilly und Upjohn. 1979
grundete Monsanto mit dem damals noch jungen Unternehmen Genentech eine
Kooperation zur Entwicklung und Produktion von humanem Insulin. Aus dieser Zu-
sammenarbeit erhielt es die Rechte zur Entwicklung und Kommerzialisierung des
bovinen Somatotropins. Nach der weiteren Entwicklung erfolgte 1993 die Zulassung
von Posilac® durch die FDA zur Steigerung der Milchleistung laktierender Rinder.
Seit der Markteinfiihrung in den USA entwickelte sich Posilac® bis heute zum um-
satzstarksten verschreibungsfrei erhaltlichen Tierarzneimittel in Nordamerika. Fur die
Deckung der groRen Nachfrage wurde im Jahr 2000 in Augusta/Georgia ein eigens
erstelltes Werk in Betrieb genommen. Die Produktion des Wirkstoffes selbst erfolgt in

Zusammenarbeit mit Sandoz in Kundl/Osterreich (Monsanto Co.; 2002).

Aus pharmazeutisch-technologischer Sicht stellt Posilac® eine Partikelsuspension in
einer viskosen lipophilen Matrix dar. Lyophilisiertes zinkkomplexiertes bST wird in
einem Oleogel aus 5% Aluminiumstearat und Sesamdl homogen verteilt. Durch die
Komplexierung mit Zink lonen wird die Wasserloslichkeit des bST stark herabgesetzt.
Der Komplex bildet sich durch elektrostatische Wechselwirkungen der Zn** lonen mit
den negativ geladenen Seitenkettenresten der Asparagin- und Glutaminsdurebau-
steine des Somatotropins aus. Da das Wachstumshormon in der Hypophyse auch

physiologisch bis zur Ausschittung als Zinkkomplex vorliegt, ergeben sich keine
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Unvertraglichkeiten in vivo. Als ideal wird eine Menge von 0,5% Zink bezogen auf die

Masse des Somatotropins angesehen (Jeng et al.; 2001).

Der Hilfsstoff Aluminiumstearat wird angewandt, um das Eindringen von Korperflis-
sigkeiten in das Depot zu verzégern. Durch dies und die zusatzliche Zinkkomplexie-
rung soll eine verlangsamte Wirkstoffauflosung und nachhaltige Freisetzung in vivo
gewahrleistet werden. In den verschiedenen Posilac® Patenten wird beschrieben,
dass der Einsatz einer Reihe von Fettsduren mit polyvalenten Metallionen, z.B. Lau-
rin-, Myristin-, Palmitin- und Stearinsaure mit Mg®*, Ca**, Zn®* und AI**, als Hilfsstoff
moglich ist. Besonders hervorgehoben wird aber die Anwendung von Aluminiummo-
no- oder -distearaten (Jeng et al.; 2001) (Mitchell; 1985) (Mitchell; 1992) (Mitchell;
1985) (Heintz et al.; 2001).

Bei der Entwicklung des Produkts wurde eine Reihe verschiedener pflanzlicher und
synthetischer Ole untersucht. Als Grundlage fiir die Herstellung wurden bevorzugt
hydrophobe pflanzliche Ole, insbesondere Sesamdél und Erdnussdl, verwendet.
Hochgereinigtes pflanzliches Ol zeichnet sich durch eine niedrige Séure- und Oxida-
tionszahl aus und hat keinen negativen Einfluss auf die Stabilitat der suspendierten
Wirkstoffe (Jeng et al.; 2001) (Mitchell; 1992).

Fir die Herstellung der Basisgrundlage wird zuerst das Ol mit Aluminiumstearat
versetzt und unter Vakuum und Rudhren fur 20min auf ca. 160°C bis zur klaren
Schmelze erhitzt. Unter Beibehaltung des Vakuums, um einen Eintrag von Wasser
zu vermeiden, wird die Formulierung auf Raumtemperatur abgekuhlt. Anschliel3end
wird die Formulierung mit Zn bST Lyophilisat versetzt. Fur eine Reduktion der Parti-
kelgroRe wird die Formulierung entweder mittels Kugelmuhlen oder hochtourigen
Ruhrern weiterverarbeitet. Die fertige Matrix wird in Fertigspritzen in Einzeldosen zu
500mg bST abgefillt und zusammen mit 18G Nadeln in einem gebrauchsfertigen
Satz an die Anwender ausgeliefert. Aus Grunden der Erleichterung der Applikation
wird eine PartikelgroRe d( so) kleiner als 15um und ein Mindestfluss von 0,3ml/s an-
gestrebt (Methoden zur Bestimmung der FlieRfahigkeit/Viskositat fur Injektabilia ver-
gleiche Kapitel 1.2.1) (Mitchell; 1985) (Mitchell; 1992) (Jeng et al.; 2001).

In der Praxis wird Posilac® beginnend in der 9. Woche nach Laktationsbeginn in
einem 14tagigen Rhythmus gegeben. Zu diesem Zeitpunkt ist der natirliche Gipfel in
der Milchleistung nach dem Kalben erreicht und der physiologische Abstieg bis zum

naturlichen Ende der Laktation beginnt. Durch gezielte Gabe von Wachstumshormon
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wird dieser Abstieg verlangsamt und eine ausgeglichenere Leistung auf insgesamt

hoherem Niveau erreicht.

In Abbildung 9 wird die Wirkung der bST Gabe in einer retardierten Arzneiform auf

die Milchleistung im Vergleich zur Placebo Gabe veranschaulicht.
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Abbildung 9: Laktationsverlauf in Abhangigkeit der bST Supplementierung (Bauman;
2005)

Es wurden taglich 27mg bST beginnend ab Woche 0 im Vergleich zu einer Placebo
Kontrollgruppe gegeben. Der physiologische Abfall wird bei der Verum Gruppe ver-
zogert und die gesamte Leistung ist deutlich erhoht (Bauman; 2005).

In einem Patent zu Posilac® wurden Daten zur Entwicklung der Blutspiegel nach der
Gabe von zinkkomplexiertem und am N-Terminus methionyliertem bovinem Soma-
totropin (ZnMBS) veroffentlicht. 800mg ZnMBS in einem 5%igen Aluminiumstea-
rat/Sesamol Gel wurde einmalig Rindern intramuskular und subkutan verabreicht und

mit einer Placebo Kontrollgruppe verglichen (vgl. Abbildung 10) (Mitchell; 1985).
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Abbildung 10: Blutspiegelkurven nach Somtatotropin Gabe aus (Mitchell; 1985)

Deutlich kann man den Anstieg der Blutspiegel der Verumgruppe im Vergleich zur
Placebogruppe erkennen. Bei einmaliger Injektion erreichen die Werte erst nach 30
Tagen wieder den Placebo Bereich. Im Vergleich zur intramuskularen Injektion stei-
gen die Spiegel bei subkutaner Applikation langsamer an. Dies ist auf die geringere
Durchblutung des subkutanen im Vergleich zum intramuskularen Gewebe zuriickzu-
fuhren. Parallel zu den Blutspiegeln wurde auch die Milchproduktion dieser Rinder
gemessen und die Tagesleistung bezogen auf den Wochendurchschnitt ermittelt (vgl.
Abbildung 11).
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Abbildung 11: Entwicklung der durchschnittlichen Tagesleistung nach Somatotropin Gabe aus
(Mitchell; 1985)

Eine einmalige subkutane oder intramuskulare Injektion der retardiert freisetzenden
Formulierung flhrte in den ersten beiden Wochen zu einer durchschnittlichen Steige-
rung um 14%, in den darauf folgenden beiden Wochen zu einer Steigerung um 10%
bezogen auf die Placebogruppe. Da das empfohlene Dosierungsintervall bei 14 Ta-
gen liegt, durfte die zu erwartende langfristige Leistungssteigerung oberhalb von
10% liegen.

Posilac® war vor der Zulassung durch die FDA Gegenstand zahlreicher Kontrover-
sen. Gegner der Zulassung beflrchteten, dass durch den Einsatz von biotechnolo-
gisch gewonnenem bST in der Tierproduktion Eintrage in den menschlichen Nah-
rungskreislauf entstehen konnten. In umfangreichen Studien versuchte Monsanto

diese Vorwiirfe zu entkraften.

Bovines Somatotropin oder das die bST Wirkung vermittelnde Somatomedin IGF
sind native Bestandteile der Milch. Je nach Laktationsphase unterliegen sie einer
deutlichen physiologischen Schwankungsbreite. Nach Ansicht der FDA kann die
Anwendung von Posilac® zwar zu einem geringen Anstieg der beiden Proteine in der
Milch fihren, schadliche Wirkungen sind aber nicht zu befurchten. Langfristige Aus-
wirkungen des Posilac® Gebrauchs auf die Tiergesundheit sind schwieriger zu beur-
teilen. Da nach der Anwendung das Leistungspotential der Tiere ansteigt, muss
sichergestellt werden, dass durch eine Anpassung der Futterungsstrategie Ernah-

rungsdefizite vermieden werden (Monsanto Co.; 2002).
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Posilac® wurde auRerhalb der USA in keinem anderen bedeutenden westlichen Land
zugelassen. In Europa wurde ein Moratorium fiir den Einsatz von Posilac® verhangt.
Ein im Jahr 1999 beauftragtes Expertengremium der europaischen Gesundheits- und
Verbraucherschutzbehdrde kam zu dem Schluss, dass ein geringer Anstieg von bST
in der Milch als unbedenklich erachtet werden kann, da bST durch Pasteurisieren der
Milch inaktiviert und oral aufgenommenes Rinderwachstumshormon im Gastroin-
testinaltrakt abgebaut wird. Aufgrund der Homologieunterschiede der Somatotropine
ist bST im Menschen ohnehin inaktiv. Im Gegensatz hierzu wird die Lage bei IGF
wesentlich kritischer beurteilt. Die Insulin like Growth Faktoren zeigen Uber die Spe-
ziesgrenze hinweg hohe Homologie. Bovines und humanes IGF sind nahezu iden-
tisch. Da die IGF vermittelte Wirkung eine Vielzahl verschiedener Korpervorgange
reguliert und es Hinweise gibt, dass auch die Entwicklung von Sauglingen uber IGF
aus der Muttermilch gesteuert wird, wurde die Erhebung weiterer Forschungsdaten
empfohlen (Scientific Committee on Veterinary Measures relating to Public Health;
1999).

Auch aus universitarer Sicht entwickelte sich die Vermarktung von Posilac® zu einer
Erfolgsgeschichte. Nach langem Patentstreit um eines der ersten biotechnologischen
Patente Uberhaupt kam es 2006 zu einer Einigung zwischen Monsanto und der Uni-
versity of California, in deren Labors die Grundlagen zur bST Produktion mittels re-
kombinanter DNA Technologie entwickelt wurden. Gegen die Zahlung von 100 Milli-
onen Dollar und einer prozentualen Umsatzbeteiligung erhielt Monsanto das Exklu-
sivrecht zur weltweiten kommerziellen Vermarktung, wahrend alle nicht kommerziel-

len Rechte bei der Universitat blieben (University of California; 2006).
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1.5. Zielsetzung der Arbeit

In den vorhergehenden Kapiteln wurden zahlreiche Maoglichkeiten fur parenterale
Depotformulierungen mit verzdgerter Wirkstofffreisetzung beschrieben. Je nach ge-
wahlter Formulierungsstrategie konnen diese mit erheblichem technologischen Auf-

wand in Produktion und Applikation verbunden sein.

Die vorliegende Arbeit verfolgt im Gegensatz hierzu den Ansatz einer mdglichst ein-
fachen Herstellung und Anwendung. Es gilt zu untersuchen, wie aus wirkstoffhaltigen
Lyophilisaten und 6lhaltigen Grundlagen in Ubersichtlichen Verfahrensschritten
gebrauchsfertige Formulierungen mit nachhaltiger Wirkstofffreisetzung dargestellt

werden konnen.

Zu Beginn steht die Untersuchung wichtiger physikalisch-chemischer Eigenschaften
der verschiedenen oligen Grundlagen und ausgewahlten Hilfsstoffe. AnschlielRend
gilt es zu bestimmen, wie die wirkstofffreien Basisformulierungen optimal hergestellt
werden konnen und welche pharmazeutisch-technologischen Eigenschaften diese
Formulierungen besitzen. Weiter muss untersucht werden, welche Verfahren zur
Verarbeitung der beiden Modellwirkstoffe bovines Serumalbumin und rekombinantes

humanes Somatotropin in den Basisformulierungen besonders geeignet sind.

Fur die Bestimmung des Freisetzungsverhaltens gilt es zunachst zu ermitteln, wel-
ches in vitro Freisetzungsmodell fir die spezifischen Eigenschaften der Formulierun-
gen am besten geeignet ist. Anhand von in vitro Freisetzungsversuchen ist anschlie-
Rend der Einfluss der dlhaltige Grundlagen und der zugesetzten Additive auf die
Wirkstofffreisetzung zu untersuchen. Mit relevanten Formulierungen sind in vivo
Versuche durchzuflihren, um den Einfluss der Formulierungen und Additive auf die

Entwicklung der Wirkstoffspiegel im Organismus zu bestimmen.

Fur die Ermittlung der Wirkstoffstabilitdt sind Lagerungsversuche mit verschiedenen
Formulierungen unter praxisrelevanten Bedingungen durchzufuhren und geeignete
Formulierungen und Lagerungsparameter abzuleiten, die hohe Wirkstoffstabilitat

gewahrleisten.
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Il. Materialien und Methoden

I1.1. Materialien

II.1.1.  Pflanzliche und semisynthetische Ole

FuUr die Durchfuhrung der verschiedenen Versuche wurden die in Tabelle 10 darge-

stellten semisynthetischen und pflanzlichen Ole verwendet.

Tabelle 10: Ubersicht der eingesetzten semisynthetischen und pflanzlichen Ole

Produkt Hersteller/Lieferant Bezeichnung Ch.B.

Miglyol 812 Sasol Germany GmbH mittelkettige Triglyceride 20528
Witten

Sesamal Croda GmbH hochgereinigtes Sesamol 28484
Nettetal

Erdnussoél Caesar & Loretz GmbH Erdnussoél 32550513
Hilden

Sojabohnendl Caesar & Loretz GmbH Sojabohnendl 12016481
Hilden

Weizenkeimol Caesar & Loretz GmbH Weizenkeimol 24186312
Hilden

Leinsamendl Caesar & Loretz GmbH Leinsamendl 30553483
Hilden

Rizinusol Caesar & Loretz GmbH Rizinusol 22244162
Hilden

Benzylbenzoat Synopharm GmbH Benzylbenzoat 0206A066

Barsbuttel
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I1.1.2.

Formulierungsadditive

Fur die vorliegende Arbeit wurden die in Tabelle 11 dargestellten Hilfsstoffe verwen-

det.

Tabelle 11: Ubersicht der eingesetzten Aluminiumstearate

Produkt

Hersteller/Lieferant

Bezeichnung

Ch.B.

Aluminiumstearat
Fluka®

Aluminiumstearat
ALG V®

Aluminiumstearat
Alugel 30 HEP®

Aluminiumstearat
NF®

Aluminiumstearat
Gellant®
Rheopearl KL®
Rheopearl TT®

Dynasan 1 14°

Dynasan 118°

11.1.3.

Fluka
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH Buchs CH

Peter Greven GmbH
Bad Mdinstereifel

Baerlocher GmbH
Unterschleissheim

Ferro GmbH
Frankfurt am Main

Ferro GmbH
Frankfurt am Main

S. Black GmbH
Duisburg

S. Black GmbH
Duisburg

Sasol Germany GmbH
Witten

Sasol Germany GmbH
Witten

Modellproteine

Aluminiummonostearat

Aluminiumdistearat

Aluminiumdi/tristearat

Aluminiummonostearat

Aluminiummonostearat

Dextrinpalmitat

Dextrinpalmitat/

Dextrinethylhexanoat

Myristinsauretriglycerid

Stearinsauretriglycerid

410989/1 22301

C064775-001

M27/0400

6004030429940

6004061139915

20524

30616

104576

105151

Fur die Durchfihrung der verschiedenen Versuche im Rahmen der vorliegenden

Arbeit wurden die in Tabelle 12 dargestellten Proteine verwendet.

Tabelle 12: Ubersicht der eingesetzten Proteine

Produkt Hersteller/Lieferant Bezeichnung Ch.B.

BSA Sigma GmbH Bovines Serum Albumin 103H0308
Taufkirchen

Genotropin Pharmacia GmbH Rekombinantes humanes 334877

Multidose 16 I.E.

Karlsruhe

Wachstumshormon
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11.2. Methoden

11.2.1. Fettsaure GC

Die Bestimmung der relativen Fettsdureverteilung der Ole und Hilfsstoffe wurde in
Zusammenarbeit mit dem Zentralen Institut des Sanitatsdienstes der Bundeswehr
Standort Unterschleissheim durchgefihrt. Zur Herstellung der Analysenlésung wur-
den jeweils 50mg Probe mit 3ml 0,5n methanolischer Kalilauge in einem 50mI Mess-
kolben 5min unter Ruckflusskihlung zum Sieden erhitzt. Anschlie3end wurde mit 2ml
BFs-Methanolldsung (ex Merck Art. Nr. 801663) versetzt und weitere 2min erhitzt.
Nach Zugabe von 2ml n-Pentan und kurzem Aufkochen wurde die Losung auf Raum-
temperatur abgekuhlt. Ein weiterer Milliliter n-Pentan wurde zugegeben und mit ge-
sattigter Kochsalzlosung bis zum Eichstrich des Messkolbens aufgefullt. Anschlies-
send wurde die Pentan Phase abgehoben und fur die Gaschromatographie verwen-
det.

Zur Durchfihrung der Messung wurde ein HP 5890 Gaschromatograph (Agilent
Technologies GmbH Waldbronn) mit den in Tabelle 13 dargestellten Parametern

verwendet.

Tabelle 13: Parameter der gaschromatographischen Fettsdurebestimmung

Parameter

Detektion Flammenionisation

Kapillarsaule CW 20 M (256m /0,25 ID / 0,25um FD)
Temperaturprogramm 5min 45°C, 15°C/min 220°C, 28min 220°C
Detektortemperatur 260°C

Injektortemperatur 200°C

Kopfdruck 50kPa

Splitflow 80ml/min

Probenvolumen Tul

Zum Vergleich der Retentionszeiten wurden Lipidstandard 1 (Sigma Art. Nr. 189-9),
Lipidstandard 2 (Sigma Art. Nr. 189-1), Lipidstandard 3 (Sigma Art. Nr. 189-7) jeweils
aufgelost in 10ml n-Pentan eingesetzt. Die Auswertung der Messungen und Bestim-
mung der relativen Fettsdureverteilung der Probesubstanzen wurde mit der gerate-

spezifischen Software durchgefuhrt.



Materialien und Methoden -43 -

.2.2. DSC

Zur Bestimmung des Schmelzverhaltens der Hilfsstoffe wurden DSC Untersuchun-
gen mit dem Messgerat DSC 204 Phoenix (Fa. Netzsch GmbH Selb) durchgefihrt.
Jeweils ca. 10mg Substanz wurden in Aluminiumtiegel eingewogen und versiegelt.
Die Proben wurden zunachst auf -20°C gekuhlt und anschliessend mit einer Rate
10K/min auf 200°C erhitzt. Dieser Vorgang wurde jeweils einmal wiederholt. Die
Glasubergangspunkte, Schmelzpunkte bzw. Schmelzbereiche der Proben wurden

mit der geratespezifischen Software bestimmt und ausgewertet.

.2.3. Elementaranalyse

Die Bestimmung der Elementverteilung der untersuchten Hilfsstoffe erfolgte mit dem
C, H, N, S-Analysator Elementar Vario EL (Fa. Elementar Analysensysteme GmbH

Hanau) der Zentralen Analytik des Departments fur Chemie und Biochemie.

I.2.4. ICP-AES

Die Bestimmung der Aluminiumgehalte der Aluminiumstearate wurde am Department
Chemie und Biochemie mit einem Vista RL (CCD-Simultan AES-ICP) der Firma
Varian GmbH Darmstadt durchgefuhrt. Hierzu wurden 20-50 mg der zu untersuchen-
den Probe mit einer Mischung aus 1ml 65% HNO3; und 0,5ml 40% HF 4 Stunden bei
180 °C in einer Druckbombe aufgeschlossen. Die quantitative Analyse erfolgte mit

Hilfe von Mehrelementstandardlésungen der Firma Merck.

11.2.5. Rheometrie

Die Aufnahmen der Fliesskurven und die oszillatorischen Messungen wurden mit
einem Rheometer MCR 100 der Fa. Paar-Physika GmbH Ostfildern und einem Ke-
gel-Platte System CP 50-1 (50mm Durchmesser, 1° Kegelneigung) durchgeflihrt. Flr
die Bestimmung der Fliesskurve wurden jeweils ca. 1ml Probe auf die mit 25°C tem-
perierte Platte gegeben und anschliessend die Viskositatswerte in Abhangigkeit des
Scherratenverlaufs 0-500s™ (180s), 500s™ (180s), 500-0s™” (180s) bestimmt. Als
charakteristischer Viskosititswert wurde die Viskositat der Scherrate 100s™ nigos”)

herangezogen (vgl. Kapitel 1.2.1).

Die oszillatorischen Messungen wurden mit dem Rheometer MCR 100 und dem
Kegel-Platte System CP 75-1 bei konstanter Kreisfrequenz w=10s"' und Steigerung
der Deformation y von 0 auf 100% durchgefihrt. Als Messwerte wurden das festkor-

pertypische Speichermodul G* und das flussigkeitstypische Verlustmodul G be-
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stimmt. Der Schnittpunkt der beiden Kurven G'=G"" kennzeichnet die Mindestschub-
spannung T @=c) ab der ein Ubergang von einem urspriinglich festkperbetonten
Gel hin zu einer flussigen Formulierung stattfindet. Fur die Bestimmung der rheo-
metrischen Eigenschaften der verschiedenen Formulierungen wurde deshalb die

Mindestschubspannung 1 (=g als charakteristische GroRe herangezogen.

1.2.6. Rontgendiffraktometrie

Die Aluminiumstearate wurden am Department Chemie und Biochemie mit dem
Roéntgendiffraktometer XRD 3000 TT (Fa. Seifert GmbH Ahrensburg) mit einer Mess-
rate von 0.05° (2°Theta) von 5 bis 40°C (Cu-Ka-Radiation A = 0.15418mm, 40 kV, 30
mA) untersucht. Die Diffraktogramme wurden im ScanX-Rayflex Modus bestimmt.
Die Auswertung der Rontgendiffraktogramme erfolgte anschliessend mit dem X’Pert
High Score®.

.2.7. Karl Fischer Bestimmungen

Die Bestimmung des Wassergehalts erfolgte mit dem Karl-Fischer Titrator Aqua 40
(Fa. Analytik Jena GmbH Jena) mit angeschlossenem Verdampfermodul. Jeweils
20mg Probe wurden in ein HPLC Vial eingewogen und versiegelt. Anschliessend
wurde das Vial in den auf 80°C erhitzen Ofen des Messgerats gegeben und der
entstehende Wasserdampf zur Bestimmung des prozentualen Wassergehalts in die

Karl-Fischer Messzelle Uberfluhrt.

1.2.8. Laserlichtstreuung

Die Bestimmung der PartikelgroRe wurde mit dem Mastersizer® X (Fa. Malvern In-
struments GmbH Herrenberg) durchgefuhrt. Fir die Messungen wurden Partikelsus-
pensionen in einem inerten Tragermedium aus 1% Span 80 und Miglyol 812 herge-
stellt. Wahrend der Messungen wurden diese zur Vermeidung von Sedimentation
fortwahrend gerateseitig aufgerthrt und durch die Messzellen gepumpt. Die Bestim-
mung der Laserlichtstreuung und Berechnung der PartikelgroRenverteilung wurde im
Fraunhofer Modus der Geratesoftware beruhend auf einer polydispersen Verteilung
durchgefuhrt.
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1.2.9. Bestimmung der in vitro Freisetzung

Fur die Bestimmung der in vitro Freisetzung wurden die zu untersuchenden Formu-
lierungen in Glasvials gegeben, die mit auf 37°C temperiertem Freisetzungspuffer
geflllt waren. Fir die Versuche mit BSA wurde isotonischer Phosphatpuffer pH 7.4
(NaHPO4 2H,0 1,44mg/ml, KH2PO4 0,2mg/ml, NaCl 8,0mg/ml, KCI 0,2mg/ml, kon-
serviert mit 0.05% (w/v) Natriumazid) verwendet. Fur die Versuche mit hGH wurde
als Freisetzungsmedium ein pH 7.4 Puffer aus Glycin 2mg/ml, Mannitol 40,7mg/ml,
NaH,PO, wasserfrei 0,29mg/ml, Na,HPO, wasserfrei 0,28mg/ml, konserviert mit
3mg/ml Cresol, entsprechend der Hilfsstoffzusammensetzung der fertigen Injektions-
I6sung des hGH Handelsproduktes verwendet (Pharmacia GmbH; 2004). In regel-
malfigen Zeitabstanden wurden Proben gezogen und der Protein Gehalt untersucht.
Um das Gesamtvolumen des Freisetzungsmediums wahrend des Untersuchungs-
zeitraums konstant zu halten, wurde das entnommene Probenvolumen nach Proben-
zug wieder erganzt. Die Freisetzungsversuche wurden jeweils in drei Vials parallel
durchgefuhrt. In Abbildung 12 und Abbildung 13 ist der oben beschriebene prakti-
sche Aufbau des eingesetzten Freisetzungssystems abgebildet. Die ersten in vitro
Untersuchungen nach Kapitel 111.7.2 wurden mit groReren 22R Vials durchgefuhrt.
Die parallel zu den in vivo Versuchen nach Kapitel 11l.7.4 durchgeflhrten in vitro

Versuchen wurden mit kleineren 2R Vials erstellt (vgl. auch Kapitel 111.7.1).

Abbildung 12: In Vitro Bestimmung der BSA Freisetzung Aufbau mit 22R Vials
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Abbildung 13: In vitro Bestimmung der hGH Freisetzung, Aufbau mit 2R Vials

1.2.10. BCA Assay

Der BSA Gehalt der Proben der in vitro Studie nach Kapitel I11.7.2 wurde mit dem
BCA Proteinbestimmungskit der Fa. Uptima durchgefihrt (Uptima GmbH; 2004) Die
photometrische Bestimmung der zu untersuchenden Proben erfolgte bei 562nm mit
einem Shimdazu CS 9301 PC Densitometer (Shimadzu GmbH, Duisburg) gegen
selbst hergestellte BSA Kalibriergeraden.

1.2.11. Bestimmung der in vivo Freisetzung

Der praktische Teil der in vivo Versuche mit Applikation, Tierhaltung und Probenzug
wurde am Department of Chemical and Materials Sciences der University of Alberta,
Edmonton, Canada, in der Arbeitsgruppe von Prof. Hasan Uludag durchgeflhrt.
Hierzu wurden 24 Ratten in 8 Gruppen & 3 Tiere entsprechend den 8 zu untersu-
chenden Formulierungen eingeteilt (vgl. Kapitel 111.7.4). Fur die Durchfihrung der
Freisetzungsstudie wurden den Tieren 200pl der jeweiligen Formulierung injiziert. Am
Tag 0 unmittelbar vor Applikation und zu den abgesprochenen Probezeitpunkten
wurden jeweils 500ul Blut enthommen, zentrifugiert und bei -80°C bis zur hGH Be-
stimmung eingelagert. Das ursprunglich wesentlich engmaschiger geplante Proben-
zugsintervall wurde nach Rucksprache mit dem Versuchsleiter mit Ausnahme der
ersten Probe auf einen Abstand von 7 Tage angehoben, um die Versuchstiere zu
schonen. Die Bestimmung des hGH Gehalts der Blutproben erfolgte nach Abschluss
der in vivo Versuche mit der in Kapitel 11.2.12 beschriebenen immunochemischen

Methode am Partnerlabor in Deutschland.
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I1.2.12. hGH Assay

Die Bestimmung des Gehalts an biologisch aktivem hGH der Proben der in vivo
Studie wurde im Partnerlabor der Praxis fur paediatrische Endokrinologie PD Dr.
Hartmann, Frankfurt, mit einem Immulite 2000 Analyzer (Siemens Medical Solutions,

Munchen) durchgefuhrt.

1.2.13. Verfahren zur hGH Extraktion aus oligen Tragern

FUr die Untersuchung der Proben der Stabilitatsstudie aus Kapitel 11l.8 musste zu-
nachst ein Extraktionsverfahren entwickelt werden, um die anfallenden hGH Suspen-
sionen mittels SEC HPLC und RP HPLC auf Wirkstoffstabilitdt untersuchen zu kon-
nen. Aus den Produktinformationen der verschiedenen AISt Handelsmuster war
bekannt, dass die Aluminiumstearate in Toluol gut I6slich sind (Baerlocher GmbH,;
2003b) (Peter Greven GmbH; 2003). Da die beiden ausgewahlten lipophilen Grund-
lagen Miglyol 812 und Sesamdl sowie der alternative Hilfsstoff Rheopearl KL® eben-
falls in Toluol I6slich waren, erschien dieses Losungsmittel fir die Abtrennung der
suspendierten hGH GFK Partikel von den dligen Formulierungen besonders gut
geeignet.
Fir die Extraktion des hGH GFK und anschlieBende Probenaufbereitung zur Be-
stimmung der Wiedergewinnung wurde schliel3lich das in Tabelle 14 dargestellte
Verfahren angewendet.
Tabelle 14: Ubersicht zur hGH Extraktion aus éligen Suspensionen

100mg 1% hGH GFK dlige Suspension

+ 0,5ml Toluol

+  2min Vortex Stufe 5

+  10min Zentrifugation bei 10 000rpm

+ Verwerfen des Uberstands

+  0,5ml Toluol

+  2min Vortex Stufe 5

+  10min Zentrifugation bei 10 000rpm

+ Verwerfen des Uberstands

+ 0,5ml Genotropin® Rekonstitutionspuffer

+  Filtration durch 0,22um Spritzenfilter in HPLC Vials

=> analysenfertige hGH Probe



Materialien und Methoden -48 -

Nach der Extraktion wurde der hGH Gehalt der analysenfertigen Proben mit der in
Kapitel 11.2.14 beschriebenen SEC HPLC Methode bestimmt. Als MaR fur die Gute
des Aufbereitungsverfahrens wurde die Wiederfindungsrate verschiedener hGH GFK
Testsuspensionen bestimmt. Die Ergebnisse der Analysen sind in Tabelle 15 darge-

stellt.

Tabelle 15: Wiederfindung suspendierter hGH GFK Partikel nach Toluolextraktion

Wiederfindung [%] £ SD (n=3)

1% hGH GFK Miglyol 812 93,5+5,0
1% hGH GFK Sesamdl 91,3+4,0
1% hGH GFK 3% AISt ALG V © Miglyol 812 81,6 +6,3
1% hGH GFK 3% Rheopearl KL® Miglyol 812 84,9+8,2
1% hGH GFK 3% AISt ALG V © Sesamdl 87,4197
1% hGH GFK 3% Rheopearl KL® Sesamol 91,8+6,7

Aus den Werten zur prozentualen Wiederfindung wird deutlich erkennbar, dass durch
das gewahlte Verfahren ein Anteil zwischen ca. 80 — 93% des suspendierten hGH
GFKs aus den dligen Suspensionen rickgewonnen werden kann. Die gewahlte Me-
thode erscheint deshalb flur die Probenaufbereitung der hGH GFK Suspensionen der

Stabilitatsstudie gut geeignet.

1.2.14. SEC HPLC
Mittels SEC HPLC wurden die Proben der hGH Stabilitatsstudie auf den hGH Mono-

mergehalt und das Ausmalf der Bildung I6slicher Aggregate hin untersucht. Die Mes-
sungen wurden mit einem HP 1100 (Agilent Technologies, Waldbronn) in Verbindung
mit einer TSK 3000 SWXL Saule (300 x 7.8 mm, Tosoh Bioscience GmbH, Stuttgart)
durchgefuhrt. Als mobile Phase wurde ein 50mM Natriumphosphatpuffer mit 150mM
Natriumchlorid pH 7,25 bei einer Flussrate von 0,5ml/min und einem Injektionsvolu-
men von 25ul verwendet (Eckhardt et al.; 1991) (McNamara et al.; 1997). Die HPLC
Laufe wurden mit einem Diodenarraydetektor bei 214nm detektiert. Fur die Integrati-
on der erhaltenen Peaks wurde die HP Analysensoftware Chemstation Version 9

verwendet.
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1.2.15. RP HPLC
Die Proben der Stabilitatsstudie nach Kapitel 111.8 wurden mittels RP HPLC auf den

Gehalt an nativen hGH und oxidierten Abbauprodukten untersucht. Zum Einsatz kam
die HP 1100 Anlage nach Kapitel 11.2.14 ausgestattet mit einer Vydac 218 TP Cyg
(5um, 300 A°, 250mm x 4.6 mm 1.D, Grace Davison Discovery Sciences) HPLC Sau-
le. Als mobile Phase wurde eine Mischung aus 27% (V/V) 1-Propanol und 73% (V/V)
Kaliumphosphatpuffer pH 6,5 verwendet. Analog zu den SEC HPLC Untersuchungen
betrug das Probenvolumen 25ul. Die Saule wurde bei einer Flussrate von 1,0ml/min
auf 55°C equilibriert. Die Detektion wurde bei 220nm durchgefuhrt (Karlsson et al,;
1999). Die Auswertung der erhaltenen Peaks erfolgte wieder mit der HP Analysen-

software Chemstation Version 9.
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lll. Ergebnisse und Diskussion

lll.1. Charakterisierung der verschiedenen Ole und 6lhaltigen

Handelsprodukte

lI.1.1. Fettsaureverteilung der Ole

Aus galenischer Sicht stellt die Oxidation durch Sauerstoff eine bedeutende Abbau-
reaktion der fetten Ole dar (vgl. auch Kapitel 1.2.1). Die pflanzlichen Ole werden um-
so leichter oxidiert, je grofder der Anteil an mehrfach ungesattigten Fettsauren inner-
halb des Fettsaurespektrums ist. Aus diesem Grund kann die Stabilitat eines Oles im
Vergleich zu anderen Olen anhand der Fettsaureverteilung und insbesondere dem

Anteil der dreifach ungesattigten Fettsdue Linolensaure (18:3) eingeschatzt werden.

Zu diesem Zweck wurde mit der in Kapitel 11.2.1 beschriebenen gaschromatographi-
schen Methode die Fettsadureverteilung verschiedener pflanzlicher Ole bestimmt. Als
Proben wurden vegetabile und semisynthetische Ole verwendet, die vorwiegend in
parenteralen Formulierungen eingesetzt werden (siehe auch Kapitel 1.2.2 Tabelle 9).
Sesamol und Sojabohnendl konnten durch den Hersteller in spezieller hochgereinig-
ter Qualitat zur Verfligung gestellt werden. Die Ubrigen Ole entsprechen der Stan-
dardqualitat der pharmazeutischen Lieferanten und mussen vor dem Einsatz in Pa-
renteralia durch den pharmazeutischen Hersteller entsprechend aufgereinigt werden.
Leinsamendl wird vorwiegend in Dermatika eingesetzt und wurde als Beispiel fur ein

trocknendes Ol in die Untersuchung aufgenommen.

In Tabelle 16 ist das Ergebnis der GC Analyse der untersuchten pflanzlichen und

semisynthetischen Ole aufgefiihrt.
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Tabelle 16: Darstellung der Fettsaureverteilung der untersuchten éligen Grundlagen

Fettsdureverteilung in %
8:0 10.0 16:0 180 1810H 181 182 183 20:0 20:1 22:0

MCT 52,6 47,4

Sesamol 10,0 6,7 41,8 405 1,0

Erdnussol 104 2,8 46,4 34,3 1,3 1,6 3,2
Sojabohnendl 106 3,6 20,4 49,0 49 116
Weizenkeimdl 173 0,8 18,7 55,9 5,6 1,7
Leinsamendl 6,1 3,1 153 556 19,9

Rizinusol 50 57 574 122 19,7

Aus dem Ergebnis der gaschromatographischen Untersuchung kann man erkennen,
dass die teilsynthetisch hergestellten mittelkettigen Triglyceride (MCT) ausschliellich
aus den gesattigten kurzkettigen Fettsauren Caprylsaure (8:0) und Caprinsaure
(10:0) bestehen. Die natirlichen pflanzlichen Ole setzen sich aus Gemischen langer-
kettiger Fettsauren zusammen. Sesamol und Erdnussdl bestehen Uberwiegend aus
den ungesattigten Fettsauren Olsaure (18:1) und Linolsiure (18:2), sowie Anteilen
von Palmitinsaure (16:0) und Stearinsaure (18:0). Analog bestehen Sojabohnendl,
Weizenkeimdl und Leinsamendl vorwiegend aus hoheren Fettsauren. Im Unterschied
zu Sesamol und Erdnussdl weisen diese allerdings deutliche Anteile an der dreifach
ungesattigten Fettsaure Linolensaure (18:3) auf, die bei Leinsamendl bis ca. 20%
betragen. Hauptbestandteil des Rizinusdls ist die einfach ungesattigte Hydroxyfett-
saure Rizinolséure (18:1 OH), weitere Anteile bilden Olséure und Linolsdure und in

kleinerem Ausmalf Palmitinsaure und Stearinsaure.

Als Fazit der GC Analyse ergeben sich somit deutliche Unterschiede in der Fettsau-
rezusammensetzung der untersuchten Ole. Da mehrfach ungeséttigte Fettsduren im
Vergleich zu gesattigten Fettsauren oxidativ instabil sind und die Neigung zur Oxida-
tion mit der Zahl der Doppelbindungen exponentiell ansteigt (Larsen; 2001)
(Gunstone et al.; 1994), bildet der Anteil an Linolensaure ein wichtiges Auswahlkrite-
rium (Przybylski et al.; 1993) (O'Keefe et al.; 1993). Innerhalb der Gruppe der pflanz-
lichen Ole erscheint deshalb der Einsatz von Sesam- und Erdnussél vorteilhafter im
Vergleich zur Anwendung von Sojabohnen-, Weizen- und insbesondere Leinsamen-
6l. Rizinusol nimmt innerhalb der pflanzlichen Ole mit der Hydroxyfettsiure Rizinol-

saure eine Sonderstellung ein, die auch Auswirkungen auf weitere Substanzeigen-
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schaften (vergleiche Kapitel [11.1.3) hat. Die mittelkettigen Triglyceride besitzen die
héchste Stabilitat gegentber oxidativen Abbaureaktionen, da sie ausschliel3lich aus

gesattigten Fettsauren bestehen.
ll.1.2. Rheometrische Untersuchungen

Die Viskositat der Formulierungen stellt fir Injektabilia eine zentrale Formulierungs-
eigenschaft dar. Wie in Kapitel 1.2 dargestellt, bevorzugen anwendender Arzt und
behandelter Patient niedrige Viskositaten, um eine rasche Injektion durch moglichst
dinne Kanulen gewahrleisten zu kénnen. Mit dem Ziel der Verlangerung der Wirk-
stofffreisetzung und Reduktion der Injektionsfrequenz wird bei einer Reihe von For-
mulierungen allerdings der genau gegenteilige Weg beschritten. Hier werden neben
der Grundlage weitere Hilfsstoffe verwendet, die die Viskositat deutlich anheben und
zu festeren Depots fuhren. Das zielgerichtete Verandern der Viskositat unterliegt
dennoch bestimmten oberen Grenzwerten, um weiterhin patientenfreundliche Nadel-
grolken zur Applikation einsetzen zu konnen. Diese gegensatzlichen Zielsetzungen
stellen bei der Entwicklung derartiger Formulierungen eine grof3e Herausforderung

dar.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Evaluation verschiedener Hilfsstoffe fur den
Einsatz in parenteralen dligen Formulierungen. Diese verandern die physikalischen
Eigenschaften der Grundlage und flUhren zu viskoseren Formulierungen, die mit
héherem Aufwand appliziert werden mussen. Sowohl in der Ph.Eur. als auch in der
USP sind aktuell keine Viskositatsgrenzwerte parenteraler Formulierungen angeben.
Um abschatzen zu kdénnen, bis zu welchem oberen Grenzwert die Viskositat ange-
hoben werden kann, wurden zunachst am Markt verflugbare 6lige Formulierungen
und anschliellend verschiedene dlige Grundlagen rheometrisch untersucht. Hierzu
wurden nach dem in Kapitel 11.2.5 beschriebenem Verfahren die FlieBkurven bei
verschiedenen Temperaturen bestimmt und die Viskositat bei einer Scherrate von
100s™" ermittelt. Fir im Kiihlschrank gelagerte Parenteralia wird allgemein empfohlen,
diese vor Injektion Raumtemperatur annehmen zu lassen. Als mafgeblicher Wert flr
die Applikation wird deshalb die Viskositat nwuoos’) bei 25°C angesehen. Der bei 37°C

bestimmte Wert entspricht der Viskositat des Depots nach Applikation in vivo.

In Tabelle 17 sind die untersuchten Handelsprodukte mit den bestimmten Viskosi-

tatswerten aufgefuhrt.
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Tabelle 17: Ergebnis der rheometrischen Untersuchung éliger Handelsprodukte

Produkt Zusammensetzung E)?rr;eichungs- ViSkc[)rSTiS;Q](1°°S">
25°C 37°C
Dapotum D 2,5° MCT Lésung 25,5 16,3
Androcur Depot-10°® Rizinusél, Benzylbenzoat ~ LOsung 57,7 31,6
Dapotum D 25° Sesamdl Losung 60,2 37,6
Lyorodin Depot® Sesamdl Losung 63,5 39,6
Fluphenazin Neuraxpharm® Sesamol Losung 63,8 39,7
Haldol Jannsen® Sesamol Losung 65,3 40,2
Estradiol Depot Jenapharm® Rizinusol, Benzylbenzoat Losung 72,7 39,2
Testosteron Depot Eifelfango®  Sesamol Losung 79,7 47,0
Progynon Depot-10® Rizinusol, Benzylbenzoat Losung 95,0 49,8
Proluton Depot® Rizinusol, Benzylbenzoat Losung 102,0 51,0
Progesteron Depot Je- Rizinusél, Benzylbenzoat Losung 111,0 55,0
napharm®
Gynodian Depot® Rizinusél, Benzylbenzoat ~ LOsung 132,0 65,8
Testosteron Depot Rizinusél, Benzylbenzoat ~ LOsung 148,0 72,5
Rotexmedica®
Noristerat® Rizinusol, Benzylbenzoat Losung 195,0 90,9
Jenacillin O 2 Mega® Erdnussal, Suspension 260,0 147,0

Aluminiumstearat

Hinsichtlich der gemessenen Viskositat ergibt sich eine grof3e Spannbreite. Der
hdchste Wert bei Applikationstemperatur 25°C liegt mit 260mPas etwa 10x so hoch
wie die Viskositat des Produkts mit dem niedrigsten Wert. Aus Tabelle 17 kann man
erkennen, dass das Muster mit dem niedrigsten Viskositatswert aus einer Wirkstoff-
I6sung in den MCT besteht. Im Gegensatz dazu besteht das Handelsprodukt mit der
hdchsten Viskositat anlog zu Posilac® (vergleiche Kapitel 1.4.2) aus einer Wirkstoffs-
suspension in einem mit Aluminiumstearat verdickten pflanzlichen Ol. In der zugeho-
rigen Packungsbeilage wird fur die Applikation die Verwendung einer relativ grof3en
20G Kanule mit 0,9mm Durchmesser empfohlen (Jenapharm AG; 2004). Interessant
sind auch die Wirkstofflosungen in Mischungen aus Benzylbenzoat und Rizinusdl.

Diese decken je nach Zusammensetzung einen Viskositatsbereich von 60mPas bis
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200mPas ab. In einer Reihe von Formulierungen wird reines Sesamal als Grundlage
mit Viskositaten der Formulierungen zwischen 60 und 80mPas verwendet. Deutlich
ist auch die Abhangigkeit der Viskositat von der Temperatur erkennbar. Das Anhe-
ben der Messtemperatur auf 37°C fuhrt zu einer ausgepragten Verringerung der

Viskositat um ca. 30-50% bezogen auf den Ausgangswert bei 25°C.

Analog zu den am Markt verfugbaren Produkten wurden auch reine dlige Grundlagen
bei 25°C und 37°C rheometrisch untersucht (vgl. Tabelle 18).

Tabelle 18: Bestimmung der Viskositit 6liger Grundlagen bei 25°C und 37°C

Viskositat nyops.1 [MPas]

Ol

25°C 37°C
MCT 26,5 16,9
Sesamdl 60,9 38,2
Erdnussdl 68,8 42,5
Sojabohnendl 56,2 35,4
Weizenkeimol 63,2 35,4
Leinsamendl 48,5 31,5
Rizinusol 736,0 315,0
Benzylbenzoat 9,1 6,3

Aus Tabelle 18 kann man erkennen, dass aus der Gruppe der Ole die mittelkettigen
Triglyceride mit einem Wert um 25mPas bei 25°C die geringste Viskositat aufweisen.
Die pflanzlichen Ole Sesamdl, Erdnussél, Sojabohnendl, Weizenkeimél und Leinsa-
menol zeigen vergleichbare Werte zwischen 50 und 70mPas, wahrend sich Rizinusal
mit einer Viskositat von uUber 730mPas deutlich abhebt. Benzylbenzoat zeigt eine
sehr niedrige Viskositat von 9mPas. Dies erklart seine Verwendung als Mischungs-

partner in Formulierungen mit dem hochviskosen Rizinusal.

In der Bestimmung der Viskositatswerte spiegelt sich das Ergebnis der Fettsaurezu-
sammensetzung wider. MCT, das aus kurzkettigen gesattigten Fettsauren besteht,
besitzt die niedrigste Viskositat. Die langerkettigen Fettsduren der pflanzlichen Ole
fuhren zu hoheren Viskositaten. GroRere Anteile an mehrfach ungesattigten Fettsau-
ren fuhren wiederum zu einem Absinken der Viskositat. Dies tritt besonders deutlich
bei Leinsamendl hervor. Ein Sprung in der Viskositat tritt bei Rizinusdl auf. Bedingt

durch die Hydroxyfettsdure kdnnen sich zwischen den Trigylceridmolekilen vermehrt
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Wasserstoffbriickenbindungen bilden, die zu einer Erhéhung der Viskositat fuhren.
Die Umgebungstemperatur Ubt einen grof3en Einfluss auf die Viskositat aus. Analog
zu den Handelsprodukten ist auch bei den dligen Grundlagen eine deutliche Abnah-
me der Viskositat bei Anheben der Messtemperatur zu erkennen. Eine Erhéhung der
Temperatur um 12°C von 25°C auf 37°C verringert die Viskositat im Schnitt um ca.

40%, bei Rizinusol um ca. 60%.

Die Untersuchung der Handelspraparate zeigt, dass bei 6ligen Grundlagen fir Injek-
tabilia die Viskositat in einem weiten Viskositatsbereich variiert werden kann. Als
obere Grenze bei akzeptablen NadelgrolRen bis 20G ergeben sich etwa 200-
250mPas. Die meisten Fertigprodukte weisen Werte unter 100mPas auf. Mit Aus-
nahme von Rizinusdl zeigen reine Ole Viskositaten im Bereich von 50 bis 70mPas
auf und koénnen deshalb direkt als Grundlage verwendet werden. Rizinusél kann
aufgrund seiner sehr hohen Viskositat lediglich als Gemisch mit anderen weniger

viskosen Substanzen eingesetzt werden.

ll.1.3. Wasseraufnahmefahigkeit verschiedener oliger

Grundlagen

Nach subkutaner oder intramuskularer Applikation interagieren die Formulierungen
mit dem physiologischen Umgebungsmedium und nehmen in begrenztem Umfang
Wasser auf. Dieser Anstieg der Feuchte kann die Stabilitat des noch nicht freigesetz-
ten Wirkstoffs in der Depotformulierung negativ beeinflussen (Jeng et al.; 2001). Die
Wasseraufnahmefahigkeit der Grundlage bildet deshalb ein wichtiges Kriterium fur

die Auswahl der éligen Grundlage.

Um die Veranderung des Wassergehalts nach der Applikation abschatzen zu kon-
nen, wurden verschiedene Ole mit physiologischem Phosphatpuffer versetzt und 28
Tage bei 37°C gelagert. Der Wassergehalt vor und nach der Einlagerung wurde mit
der in Kapitel I1.2 beschriebenen Methode nach Karl Fischer bestimmt. Die Ergebnis-

se der Karl Fischer Analyse sind in Tabelle 19 zusammengefasst.
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Tabelle 19: Bestimmung des Wassergehalts 6liger Grundlagen vor und nach Einlagerung mit

PBS (Mittelwert * Standardabweichung, n=3)

ol Wassergehalt [%]
Reinsubstanz 4 Wochen PBS 37°C

MCT 0,024 + 0,001 0,120 + 0,003
Sesamol 0,026 + 0,001 0,051 + 0,009
Erdnussol 0,019 + 0,001 0,039 + 0,002
Sojabohnendl 0,015 + 0,001 0,030 + 0,019
Weizenkeimol 0,028 + 0,001 0,179 + 0,028
Leinsamendl 0,034 + 0,001 0,067 = 0,005
Rizinusol 0,105 + 0,001 0,880 + 0,002
Benzylbenzoat 0,039 + 0,006 0,268 + 0,006

Die Bestimmung des Wassergehalts der Ole vor Einlagerung iber PBS zeigt generell
sehr niedrige Ausgangswerte. Diese liegen deutlich unter dem in den Formulierungs-
patenten zu Posilac® angestrebtem Soll von kleiner 2% (Mitchell; 1985) (Heintz et al.;
2001). Aus Sicht der Lagerstabilitat der noch nicht applizierten Formulierungen soll-
ten deshalb keine Probleme zu erwarten sein. Uber den Einlagerungszeitraum hin-
weg zeigen die untersuchten dligen Grundlagen nur eine geringe Zunahme im Was-
sergehalt. Lediglich Rizinusdl weist einen deutlichen Anstieg auf 0,880% auf. Der
hohe Gehalt an der hydrophileren Hydroxyfettsaure Rizinolsdure und die damit ver-
bundene verbesserte Ausbildung von Wasserstoffbrickenbindungen bedingen sehr
wahrscheinlich diesen Anstieg im Vergleich zu den (brigen pflanzlichen Olen. Um
eine mdglichst hohe in-use Stabilitat flr proteinogene Wirkstoffe gewahrleisten zu
kénnen, erscheinen deshalb alle untersuchten Ole mit Ausnahme von Rizinusél ge-

eignet.
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ll.1.4. Fazit der Untersuchung oliger Grundlagen und

Handelsprodukte

Olige Grundlagen fir Parenteralia wurden hinsichtlich wichtiger physikalisch-
chemischer Eigenschaften charakterisiert. Anhand der Fettsdurezusammensetzung
kann die oxidative Stabilitdt der Grundlage abgeschatzt werden. Der Anteil an drei-
fach ungesattigter Fettsaure Linolensaure ist hierfur ein wichtiger Parameter. Die
Verwendung von Sojabohnendl, Weizenkeimdl und Leinsamendl ist aus dieser Sicht
kritisch zu beurteilen. Die Viskositat der Parenteralia ist aus Anwender- und Patien-
tensicht nach oben beschrankt. Die Analyse am Markt verfligbarer Produkte ergab
ein oberes Viskositatslimit von etwa 250mPas. Dieses Kriterium erfullen alle Parente-
ralia mit Ausnahme von Rizinusdl. Um die Wirkstoffstabilitat nach Applikation in vivo
gewahrleisten zu kdnnen, sollten die Formulierungen mdglichst wenig Wasser auf-
nehmen kénnen. Die Anwendung von pflanzlichen Olen mit Hydroxyfettsauren wie

Rizinusol erscheint unter diesem Aspekt ungunstig.

Von den untersuchten pflanzlichen und semisynthetischen Olen kommen somit MCT,
Sesamol und Erdnussol den Anforderungen am Nachsten. Sesam- und Erdnussol
sind in ihren Eigenschaften relativ ahnlich. Da Erdnussol aber ein, wenn auch gerin-
ges, allergenes Potential besitzt (Senior et al.; 2000) (Floyd et al.; 1991) und daruber
hinaus von Sesamdl eine hochgereinigte und fur die parenterale Anwendung zuge-
lassene Qualitat zur Verfugung stand, wurden fur die weiteren Versuche MCT und

Sesamdl als Formulierungsbasis verwendet.

lll.2. Charakterisierung der eingesetzten Suspensions—

stabilisatoren

Wie in Kapitel 1.2.3 beschrieben, werden bei 6lhaltigen Grundlagen oftmals Alumini-
umstearate verwendet, um die Viskositat der Formulierungen zu verandern. Durch
eine Erhdhung der Viskositat werden Wirkstoffsuspensionen stabilisiert, da die Sedi-
mentation der Partikel verlangsamt wird. Haufig wird auch eine Verlangerung der
Wirkstofffreisetzung erreicht. Eine Analyse ergab, dass Aluminiumstearate in ver-
schiedenen Qualitdten und insbesondere unterschiedlichen Verhaltnissen Aluminium
zu Fettsaure am Markt erhaltlich sind. Um entscheiden zu kdnnen, welches Alumini-
umstearat fur die weitere Entwicklung am besten geeignet ist, mussten deshalb die

chemischen, physikalischen und die galenischen Eigenschaften der verschiedenen
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Muster bestimmt werden. In Tabelle 20 sind die untersuchten Proben mit den jeweili-
gen Lieferanten und den deklarierten Komplexierungsgraden aufgefihrt

Tabelle 20: Ubersicht der untersuchten Aluminiumstearat Handelsmuster

Produkt Hersteller/Lieferant deklariert als
Aluminiumstearat Fluka® Fluka Aluminiummonostearat
Aluminiumstearat ALG V® Peter Greven Aluminiumdistearat
Aluminiumstearat Alugel 30 HEP® Baerlocher Aluminiumdi/tristearat
Aluminiumstearat NF® Ferro Aluminiummonostearat
Aluminiumstearat Gellant® Ferro Aluminiummonostearat

Die Suche nach alternativen Formulierungshilfsstoffen flr Oleogele flhrte zu den
Produkten der Rheopearl® Serie des japanischen Herstellers Chiba Flour Milling.
Dieser hat sich auf die Entwicklung polysaccharidhaltiger Hilfsstoffe spezialisiert. Aus
Starke werden durch Hydrolyse klrzerkettige Dextrinpolysaccharide gewonnen,
deren freie Hydroxygruppen in einem zweiten Syntheseschritt verestert werden (ver-
gleiche Tabelle 21).

Tabelle 21: Darstellung der Strukturformeln der Produkte der Rheopearl® Serie

Grundgerust Produkt Seitenketten

— - Rheopearl KL  A: paimitat, H

CH,OA
2 n: Polymerisationsgrad
H O _H
] CA o—— Rheopearl TT® A: Palmitat, H, 2-Ethyl-hexanoat
n: Polymerisationsgrad
N CA _In

Rheopearl KL® und Rheopearl TT® wurden bisher vorwiegend im Bereich der kosme-
tischen Industrie eingesetzt, um die Struktur lipophiler Grundlagen wie wasserfreier
Salbengrundlagen und Lippenstiftgrundmassen zu verandern. Nach Firmenangaben
soll Rheopearl TT® im Vergleich zu Rheopearl KL® zu weicheren, thixotropen Gelen
fihren (Chiba Flour Milling Ltd.; 2004).

In einem weiteren Versuchsansatz wurde der Einsatz fester Lipide als viskositatser-
hohendes Additiv dliger Grundlagen untersucht. Deshalb wurden die hochgereinigten
synthetischen Fette Myristinsauretriglycerid (Dynasan 114®) und Stearinsauretrigly-

cerid (Dynasan 118®), die auch fiir die Herstellung lipidhaltiger Implantate verwendet
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werden (Mohl et al.; 2004) (Reithmeier et al.; 2001b) in die Untersuchung mit einbe-

zogen.

ll.2.1. Bestimmung der Fettsaureverteilung der Suspensions-

stabilisatoren

Analog zu den flissigen Olen wurde auch bei den untersuchten Formulierungshilfs-
stoffen die Fettsaurezusammensetzung mit der in Kapitel [1.2.1 beschriebenen
gaschromatographischen Methode bestimmt. In Tabelle 22 findet sich die Ubersicht

der erhaltenen Verteilungen.

Tabelle 22: Darstellung der Fettsédureverteilung der untersuchten Formulierungshilfsstoffe

Fettsaureverteilung in %

8:0 10:0 12:0 14:0 16:0 18:0 20:0 22:0

Aluminiumstearat 1,09 30,10 67,86 0,95
Fluka

Aluminiumstearat 007 036 4656 5240 0,62
ALG V 3 b 3 3 b
Aluminiumstearat
Alugel 30 HEP® 60,12 39,40 0,48
ﬁ',‘:‘é“'”'“msmarat 017 025 153 327 2882 6499 0,98
Aluminiymstearat 003 007 182 1514 3870 2063 23,60
Gellant

Dextrinpalmitat
Rheopearl KL® 100,0
Dextrinpalmitatethylhexanoat
Rheopearl TT® 008 149 984
Stearinsauretriglycerid
Dynasan 118° 1000
Myristinsauretriglycerid

Dynasan 114® 100,0

Die untersuchten Aluminiumstearate (AISt) bestehen analog zu den pflanzlichen Olen
aus Fettsauregemischen. Palmitin- (16:0) und Stearinsaure (18:0) bilden bei AlSt
Fluka®, AISt ALG V®, AISt Alugel 30 HEP® und AISt NF® die Hauptbestandteile. Das
Verhaltnis von Palmitat zu Stearat ist jedoch variabel und schwankt von (gerundeten)
1:2 bei AISt Fluka® und AISt NF® (iber ca. 1:1 bei AISt ALG V® zu etwa 1,5:1 bei AISt
Alugel 30 HEP®. Im Unterschied zu den Ubrigen Stearaten treten bei AISt Gellant®
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bedeutende Anteile an weiteren hoherkettigen Fettsduren auf. Mit ca. 40% bildet
Stearinsaure (18:0) auch hier den Hauptbestandteil. Die weiteren Fettsauren Ara-
chin- (20:0) und Behensaure (22:0) Ubertreffen aber mit jeweils mehr als 20% den
Gehalt an Palmitinsaure (16:0) von 15% deutlich. Bei allen untersuchten Alumini-

umstearaten treten keine ungesattigten Fettsduren auf.

Die Ursache fur die zum Teil deutlich unterschiedliche Fettsaurezusammensetzung
der Aluminiumstearate lasst sich aus dem Herstellprozess ableiten. Fir die Produkti-
on des Hilfsstoffs werden pflanzliche Ole durch Zugabe von Wasser im Hochdruck-
reaktor bei erhohter Temperatur in die einzelnen Fettsauren und Glycerin gespaltet.
Ungesattigte Fettsduren werden in einem weiteren Verfahrensschritt katalytisch hyd-
riert. Dies erklart das vollstandige Fehlen der ungesattigten Fettsauren in der GC
Analyse. Durch Versetzen mit Natronlauge im weiteren Verlauf bilden sich wasserlos-
liche Natriumcarboxylate. Dieser Losung wird Aluminiumsulfat zugesetzt und was-
serunldsliche Aluminiumcarboxylate entstehen, die einfach mittels Filtration abge-
trennt werden. AnschlieBend erhalt man durch Trocknung das fertige Endprodukt
(Baerlocher GmbH; 2003b). Die Fettsaurezusammensetzung der eingesetzten
pflanzlichen Ole bestimmt somit das Verhaltnis der Fettsduren im hergestellten Alu-

miniumcarboxylat.

Im Gegensatz zu den Aluminiumstearaten sind die Ubrigen Formulierungshilfsstoffe
in ihrer Fettsdurezusammensetzung sehr homogen. Dynasan 114® und Dyna-
san 118%, sowie Rheopearl KL® enthalten ausschlieRlich die spezifizierten Fettsau-
ren. Allein Rheopearl TT® enthalt neben der angegebenen Stearinsaure ca. 1,5%
weitere Fettsdauren. Ursache fur diese hohen Reinheitsgrade ist die Verwendung
synthetisch hergestellter Fettsduren, die im Gegensatz zu den bei den Alumini-
umstearaten verwendeten pflanzlichen Olen keine Gemische darstellen (Chiba Flour
Milling Ltd.; 2004) (Sasol GmbH; 2004).

ll.2.2. ICP-AES und Elementaranalyse der Aluminiumstearate

Neben der Verteilung der Fettsduren haben bei den Aluminiumstearaten auch der
Gehalt an Aluminium und insbesondere das Verhaltnis Aluminium zu Fettsdure Ein-

fluss auf das galenische Verhalten des Hilfsstoffs.

Zur Bestimmung des Aluminiumgehaltes und der Anteile an Kohlenstoff und Wasser-
stoff wurden die in Kapitel 11.2.4 beschriebene Methode der induktiv gekoppelten

Plasma-Atom-Emissions-Spektroskopie (ICP-AES) und der Elementaranalyse ange-
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wendet. Da Natrium und Sulfat aufgrund des Herstellungsprozesses als Verunreini-
gungen in Aluminiumstearaten vorhanden sein kdnnen und deren Bestimmung mit
den beiden Messmethoden ebenfalls zuganglich ist, wurden diese mit erfasst. Die

Ergebnisse der Untersuchungen sind in Tabelle 23 aufgefluhrt.

Tabelle 23: Untersuchung der AISt mittels ICP-AES und Elementaranalyse

ICP-AES Elementaranalyse

Al [%] Na [%] S [%] C [%] H [%] S [%]
AIumi(Qiumstearat 4,72 7.11 0,54 66,71 11,09 0,76
Fluka
Aluminiumstearat 458 573 0.52 67,01 11,07 0,79
ALG V® : , , , ' ’
Aluminiumsteag)at 448 834 0.60 68.00 11,14 0,98
Alugel 30 HEP ! ’ ! ’ ’ ’
Qlll:J@r)mmumstearat 7.68 3,59 0,68 60,27 10,44 0,99
AIumlmgmstearat 7.53 3,64 0,67 60,72 10,54 0,76
Gellant

Deutlich kann man erkennen, dass die Hilfsstoffe in zwei Gruppen eingeteilt werden
kénnen: Zur ersten Gruppe gehdren AlSt Fluka®, AISt ALG V® und AISt Alugel 30
HEP®. Sie besitzen Aluminiumgehalte zwischen 4,5 und 4,7%, Kohlenstoffgehalte
zwischen 66,7 und 68%, sowie Wasserstoffgehalte um 11,1%. AISt NF® und AISt
Gellant® bilden die zweite Gruppe. Hier liegt der Aluminiumgehalt bei 7,5% bzw.
7,7%, der Kohlenstoffanteil bei 60,3% bzw. 60,7% und der Wasserstoffanteil um
10,5%. In den untersuchten Hilfsstoffen kdnnen z.T. Gehalte an Reststoffen aus der
Herstellung bestimmt werden. Fur Natrium liegen diese zwischen 3,6% und 8,3%, flr

Schwefel zwischen 0,5% und 1%.

Anhand der bestimmten Aluminiumgehalte kann das Verhaltnis Aluminium zu Fett-
saure abgeschatzt werden. Wie in Tabelle 20 dargestellt, werden die Komplexie-
rungsgrade der Aluminiumstearate von den Herstellern in den Produktdatenblattern
angegeben. AISt NF® und AISt Gellant® werden als Monostearate spezifiziert. Dem-
zufolge muss der prozentuale Aluminiumanteil im Vergleich zu den Di- und Tristeara-
ten héher sein. Dies wird auch durch die Messungen bestatigt. Bei AISt Fluka® zeigt
sich eine deutliche Abweichung zwischen Messergebnis und Schatzung. Der als

Monostearat deklarierte Hilfsstoff liegt mit einem Aluminiumgehalt von 4,7% nahe an
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den Messwerten von AISt ALG V® und AlISt Alugel 30 HEP®, die von den Herstellern

als Di- bzw. Di-/Tristearate deklariert werden.

Durch die Verknupfung der Ergebnisse der Fettsaureanalyse mit den Messwerten
der Bestimmungen des Aluminium-, Kohlenstoff- und Wasserstoffgehaltes kann eine
im Vergleich zu den oben dargestellten Abschatzungen wesentlich genauere Be-
rechnung des Verhaltnis Aluminium zu Fettsaure und somit eine Bestimmung des
Komplexierungsgrades durchfuhrt werden. Dieses Vorgehen wird in dem folgenden

Kapitel 111.2.3 naher beschrieben.

l.2.3. Berechnung des Komplexierungsgrades der

Aluminiumstearate

Anhand der Ergebnisse der GC Analyse aus Kapitel 111.2.1 kann fur jedes der unter-
suchten Aluminiumstearate die Molekilmasse M, einer der jeweiligen Fettsaurever-
teilung entsprechenden durchschnittlichen Fettsdure berechnet werden. Fur
AISt Fluka® ergibt sich somit eine reprasentative Fettsdure mit der Molekiilmasse von
274,10 g/mol bezogen auf das Carboxylat (siehe Tabelle 24).

Tabelle 24: Berechnung der Molekiilmasse der durchschnittlichen Fettsaure fiir AISt Fluka®

Aluminiumstearat Fluka® M; (Carboxylat) berechnete durchschnittliche
[g/mol] M; (Carboxylat) [g/mol]
Fettsaure Anteil [%]
14:0 1,09 227,37
16:0 30,10 255,42
18:0 67,86 283,48 274,69
20:0 0,95 311,53

Mit Hilfe des durchschnittlichen M-Wertes kann im nachsten Schritt die prozentuale
Elementverteilung fur jedes Verhaltnis Aluminium zu Fettsaure berechnet und mit
den erhaltenen Werten aus den Ergebnissen der ICP-AES Analyse verglichen wer-
den (siehe Tabelle 25).
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Tabelle 25: Berechnung der Elementverteilung in Abhédngigkeit des Komplexierungsgrades fiir
AlSt Fluka® und Vergleich mit den Werten der ICP-AES und Elementaranalyse

Aluminiumstearat Fluka® Ergebnis [%]

My berechnete
I : ICP-AES und
. 0,
Spezifikation: [g/mol] Elementverteilung [%] Elementaranalyse
Aluminiummonostearat Al C H Al C H

Aluminiummonocarboxylat

AP** (OH"), Carboxylat 335,69 8,04 62,14 10,73

Aluminiumdicarboxylat

AP* OH" (Carboxylat), 593,37 4,55 70,31 11,61 4,72 66,71 11,09

Aluminiumtricarboxylat

AP* (Carboxylat)s 851,05 3,17 73,53 11,99

Fur den Hilfsstoff AISt Fluka® ergeben sich deutliche Unterschiede zwischen der
Spezifikation des Lieferanten und dem experimentell bestimmten Komplexie-
rungsgrad des Rohstoffs. Die Deklaration des Lieferanten weist AlSt Fluka® als Mo-
nostearat aus. Wie der Vergleich zwischen der berechneten und der experimentell
bestimmten Elementverteilungen zeigt, liegt AlSt Fluka® tatsachlich aber (iberwie-

gend als Distearat vor.

Analog zu dem oben beschriebenen Verfahren wird fur die Gbrigen Aluminiumsteara-
te vorgegangen. Aus den Ergebnissen der GC Analyse wird zunachst fur jeden Hilfs-
stoff das Molekilgewicht der durchschnittlichen Fettsaure berechnet (vgl. Tabelle
26).

Tabelle 26: Ubersicht der Molekiilgewichte der repriasentativen Fettsiuren der verschiedenen
Aluminiumstearat Handelsmuster

AlSt Probe durchschnittliches Mr (Carboxylat) [g/mol]
Aluminiumstearat ALG V® 270,36
Aluminiumstearat Alugel 30 HEP® 266,74
Aluminiumstearat NF® 272,05
Aluminiumstearat Gellant® 297,12

AnschlieRend wird fur jeden Hilfsstoff die theoretische Elementverteilung jedes Kom-
plexierungsgrades berechnet und mit den mittels ICP-AES und Elementaranalyse

bestimmten Werten verglichen (siehe Tabelle 27).
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Tabelle 27: Vergleich der theoretisch berechneten und tatsdchlich bestimmten
Elementverteilungen der verschiedenen Aluminiumstearate

Hilfsstoff Al - Carboxl berechnete experimentelles
- Carboxylat i 9 is [9

Spezifikation des Liefe- Komplex y Elementverteilung [%] Ergebnis [%]

ranten Al Cc H Al C H

Al (OH), Carboxylat 814 61,84 10,68
AISt ALG V®

o ) Al OH (Carboxylat), 4,61 70,09 11,59 458 67,01 11,07
Aluminiumdistearat

Al (Carboxylat)s 322 7335 11,95

Al (OH), Carboxylat 823 61,57 10,64
AISt Alugel 30 HEP®

o o Al OH (Carboxylat), 467 6989 1156 448 68,00 11,14
Aluminiumdi/tristearat

Al (Carboxylat)s 326 73,19 11,92

Al (OH), Carboxylat 810 61,93 10,70 7,68 6027 10,44
AISt NF®

Aluminiummonostearat

Al OH (Carboxylat), 4,59 70,15 11,60

Al (Carboxylat)s 320 73,39 11,96

Al (OH), Carboxylat 753 6355 10,94 7,53 60,72 10,54
AlSt Gellant®

Aluminiummonostearat

Al OH (Carboxylat), 4,23 71,32 11,81

Al (Carboxylat); 294 7434 12,15

Deutlich kann man erkennen, dass bei den in Tabelle 27 dargestellten Alumini-
umstearaten AISt ALG V®, AISt Alugel 30 HEP®, AISt NF® und AISt Gellant® die An-
gaben der Hersteller hinsichtlich des Komplexierungsgrades mit den experimentell

bestimmten Werten gut Ubereinstimmen.

AISt ALG V® wird vom Hersteller Peter Greven als Distearat deklariert. Der Vergleich
der theoretisch berechneten mit den praktisch bestimmten Werten bestatigt die An-
gaben des Lieferanten. AISt Alugel 30 HEP® der Fa. Baerlocher wird im Analysenzer-
tifikat als Gemisch aus Di- und Tristearaten angegeben. Der gemessene Aluminium-
gehalt von 4,48% liegt deutlich Uber dem berechneten Wert des Tristearats von
3,26% und nahe bei dem Wert des reinen Distearats von 4,67%. AISt Alugel 30
HEP® dirfte deshalb zum (iberwiegenden Teil als Distearat vorliegen, was auch

durch den Vergleich der Kohlenstoff- und Wasserstoffgehalte bestatigt werden kann.

Die beiden Proben AlSt NF® und AlSt Gellant® werden vom Hersteller Ferro als Mo-
nostearate deklariert. Wie schon in Kapitel 111.2.2 beschrieben, muss bei Aluminium-
monostearaten der prozentualen Anteil an Aluminium im Vergleich zu den Alumini-

umdi-/tristearaten deutlich hdher sein. Dies bestatigen die Ergebnisse der ICP-AES
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Analyse. Der Vergleich der vorab berechneten Werte mit den experimentell bestimm-
ten Werten bestatigt die Angaben des Herstellers Ferro. AlSt NF® und AISt Gellant®
liegen als Monostearat vor und unterscheiden sich in diesem Punkt deutlich von den

ubrigen Aluminiumstearaten, die hauptsachlich als Distearate vorliegen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sich einerseits deutliche chemische
Unterschiede zwischen den kommerziell erhaltlichen Aluminiumstearaten ergeben
und andererseits die Angaben des Lieferanten zu den Hilfsstoffeigenschaften nicht
zwingend richtig sein mussen. Inwiefern die unterschiedlichen Komplexierungsgrade
Einfluss auf die Galenik der Formulierung besitzen, wurde im weiteren Verlauf des

Projektes untersucht.

l.2.4. DSC Untersuchungen der Suspensionsstabilisatoren

Wie in Kapitel 4.2 und den Formulierungspatenten zu Posilac® (Heintz et al.; 2001)
(Jeng et al.; 2001) beschrieben, erfolgt die Herstellung aluminiumstearathaltiger
Oleogele durch Aufschmelzen der Hilfsstoffe in der 6ligen Grundlage. Um zu unter-
suchen, welche Temperaturen hierflr erforderlich sind, wurde das Schmelzverhalten
der verschiedenen Formulierungshilfsstoffe mittels der in Kapitel 11.2.2 beschriebenen
DSC Methode bestimmt. Fur die Aluminiumstearate ergeben sich die in Abbildung 14

dargestellten Messkurven.

Exo‘ ----- AISt ALG V offset +0,6 - - - - AISt Alugel 30 HEP offset 0,0
—AISt Fluka offset +0,4 —--— AlSt gellant offset -0,1
180 == AIStNF  offset 0,0
' 162,1°C
1 56,3°C Y
1,6 - I 1,29_'? c A
" - 1633°C .
| 555°C 120,6°C
(@)}
_-..________..-"""-_
£ 1,2
S ] 128,1°C 153,7°C
E 130 = Sm e o
= ] 50,8°C e T N N e,
TN P et —
@ 084 64,2°C
O 1 117,8°C 150,8°C
0,6 - P .
0,4 4 54 8°C 120,6°C 157,3°C
E i et N e mrimeamn,
024 ... it bl bl
¥ 1 ¥ 1 ¥ 1 v 1 ¥ I ¥ 1 v I v I ¥ 1
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Temperatur [°C]

Abbildung 14: DSC Aufnahme der verschiedenen Aluminiumstearate
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Anhand der Kurvenverlaufe kann man erkennen, dass alle Substanzen oberhalb von
ca. 165°C geschmolzen vorliegen und die Kurvenverlaufe durch drei Peaks bzw.
Schultern gekennzeichnet sind. Die Peaks im Bereich von 150-165°C entsprechen
dem Schmelzpunkt der Aluminiumfettsdurekomplexe. Der aus den DSC Untersu-
chungen erhaltene Schmelzbereich stimmt mit den Angaben aus der Literatur und
den Angaben der Hersteller Uberein (Loncar et al.; 2003) (Peter Greven GmbH;
2003) (Baerlocher GmbH; 2003a) (Ferro GmbH.; 2003b) (Ferro GmbH.; 2003a). Die
Peaks im Bereich von 120°C deuten auf nicht mit Aluminiumsulfat umgesetzte Fett-
sauren hin, die vermutlich noch als Natrium Fettsauresalze vorliegen. Die DSC Ana-
lyse von reinem Natriumstearat zeigt Schmelztibergange bei 100 und 135°C (vgl.

Abbildung 15).
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Abbildung 15: DSC Aufnahme von Natriumstearat
In der GC Analyse des Fettsaurespektrums der Natriumstearatprobe wurden Palmi-

tinsaure mit 44,15% und Stearinsaure mit 53,02% als dominierende Fettsduren be-
stimmt. Die beiden Schmelzpunkte der DSV Kurve kdnnen somit einerseits Natrium-
palmitat (102,8°C) und andererseits Natriumstearat (134,9°C) zugeordnet werden.
Die Verschiebung des Schmelzpunktes in den Aluminiumstearaten zu tieferen Tem-
peraturen durfte durch die Ausbildung eines Eutektikums mit den Ubrigen Bestandtei-
len hervorgerufen werden. Aufgrund der geringen Gehalte sind die Peaks im Ver-

gleich zur Natriumstearatprobe wesentlich schwacher ausgepragt.



Ergebnisse und Diskussion - 67 -

Die Schultern bzw. kleineren Peaks in Abbildung 14 bei 55-65°C deuten auf Glas-
Ubergange hin, da diese beim zweimaligen Aufheizen der Proben nicht mehr auftre-
ten. Besonders ausgepragt ist dieser Effekt bei AlSt Alugel 30 HEP® (vgl. Abbildung
16). Beim erstmaligen Durchfahren der Temperaturrampe kann bei 62°C ein deutli-
cher Relaxationspeak beobachtet werden, welcher in der zweiten Messung nicht

mehr beobachtet wird.
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Abbildung 16: DSC Aufnahme von AISt Alugel 30 HEP®
Die DSC Untersuchung der Rheopearl® Serie filhrte zu dem in Abbildung 17 darge-
stellten Ergebnis. Im Thermogramm von Rheopearl KL® (Dextrinpalmitat) sind deut-
lich zwei Peaks zu erkennen. Oberhalb von 80°C ist die Substanz vollstandig ge-
schmolzen. Die beiden Peaks bei Rheopearl KL® kénnen durch Modifikationsum-
wandlungen oder unterschiedliche Veresterungsgrade der freien Hydroxygruppen
des Dextringrundgeriists mit Palmitinsdure hervorgerufen werden. Bei Rheopearl TT®
(Dextrinpalmitat/-ethylhexanoat) konnte trotz mehrfacher Messung kein eindeutiger
Schmelzpunkt ermittelt werden. Nach Angaben des Herstellers soll dieser bei etwa
100°C liegen. Um dies zu Uberprufen, wurde die Substanz makroskopisch im Heiz-
block untersucht. Ab ca. 90°C kann eine optische Veranderung mit einem Ubergang
vom pulvrig-weilen in einen durchscheinend klaren Zustand beobachtet werden
(Chiba Flour Milling Ltd.; 2004).
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Abbildung 17: DSC Aufnahme von Rheopearl KL® und Rheopearl TT®

Fur Dynasan 114® und Dynasan 118® ergaben sich in den DSC Untersuchungen
jeweils eindeutige Schmelzpeaks (vgl. Abbildung 18) Die Abhangigkeit des Schmelz-
bereichs der beiden Lipide von der Kettenlange der veresterten Fettsauren geht aus
den DSC Kurven deutlich hervor. Fiir Dynasan 114® mit der kiirzerkettigen Fettsdure
Myristinsaure (14:0) liegt dieser mit ca. 58°C um 14°C niedriger als der des Dynasan

118® mit der langerkettigen Stearinsaure (18:0).
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Abbildung 18: DSC Aufnahme von Dynasan 114° und Dynasan 118°
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1.2.5. Rontgendiffraktometrie der Aluminiumstearate

Die vorgehenden Teilkapitel 111.2.1 bis 111.2.4 zeigten bei den verschiedenen Alumini-
umstearaten deutliche Unterschiede in der Fettsaurezusammensetzung, dem Alumi-
nium/Fettsaureverhaltnis und dem Schmelzverhalten in der DSC. Um zu bestimmen,
ob sich diese Eigenschaften auch in der Anordnung der Molekule im festen Zustand
niederschlagen, wurden die Aluminiumstearate mit dem in Kapitel 11.2.6 beschriebe-

nen Verfahren der Rontgendiffraktometrie untersucht (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Réntgendiffraktometrie der Aluminiumstearate

Die verschiedenen Aluminiumstearate lieferten in der Untersuchung vergleichbare
Roéntgendiffraktogramme und weisen eine teilkristalline Struktur auf. Auffallend bei
den Kurvenverlaufen der untersuchten Proben ist jedoch, dass bei den in Kapitel
11.2.3 jeweils als Monostearat bestimmten Proben AISt Gellant® und AISt NF® die
Peaks bei 23° im Vergleich zu den als Aluminiumdistearaten ermittelten AISt Alugel
30 HEP®, AISt ALG V® und AISt Fluka® deutlich weniger ausgepragt sind. Potentiell
liegen die Aluminiumdistearate im festen Zustand besser geordnet vor als die Alumi-
niummonostearate und zeigen deshalb deutlichere Reflexe. Mit der Methode der
Rontgendiffraktometrie kann somit im Vergleich zur der Kombination aus GC Analyse
und ICP-AES vergleichsweise schnell und einfach der Komplexierungsgrad einer

Aluminiumstearatprobe ermittelt werden.
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.2.6. Fazit der Untersuchung der Formulierungshilfsstoffe

Aus der Charakterisierung der verschiedenen Formulierungszusatze in den vorge-
henden Kapiteln kann folgendes Fazit gezogen werden: Die untersuchten Alumini-
umstearate sind hinsichtlich ihrer Fettsdurezusammensetzung nicht einheitlich und
bestehen aus Gemischen verschiedener Fettsduren mit groRen Anteilen an Palmitin-
und Stearinsdure. Bei AISt Gellant® treten dariiber hinaus Arachin- und Behenséure
in beachtlichen Anteilen auf. Die Untersuchung des Aluminiumgehaltes ermaoglicht in
Verbindung mit den GC Ergebnissen die Bestimmung des Komplexierungsgrades
der Aluminiumstearate. AISt Fluka®, AISt ALG V® und AISt Alugel 30 HEP® liegen
vorwiegend als Aluminiumdistearate vor, AISt NF® und AISt Gellant® als Aluminium-
monostearate. DSC Messungen zeigen fur alle Aluminiumstearate vergleichbare
Ubergange bei 50°C und 120°C und ein Schmelzen zwischen 150°C und 165°C. Mit
Hilfe der Rontgendiffraktometrie werden fur die Aluminiumstearate vergleichbare
teilkristalline Strukturen bestimmt, die bei Aluminiummonostearaten im Vergleich zu
Aluminiumdistearaten allerdings schwacher ausgepragt sind. Umgekehrt kann dieses

Merkmal fur die Bestimmung des Komplexierungsgrades verwendet werden.

Die untersuchten Dynasan® und Rheopear® Produkte besitzen hinsichtlich der Fett-
saurezusammensetzung eine hohe Reinheit. Sie bestehen ausschliellich aus den
jeweils deklarierten Fettsauren. In DSC Untersuchungen zeigen Dynasan 114® und
Dynasan 118® klare Schmelzpunkte bei ca. 58°C und 73°C. Das Verhalten der Rhe-
opearl® Derivate hingegen ist uneinheitlich. Rheopearl KL® zeigt zwei Peaks bei 50°C
und 72°C, wahrend fiir Rheopearl TT® im Bereich von 0-200°C kein Schmelzpeak
erkennbar ist. Im Schmelzblock hingegen kann man fiir Rheopearl TT® bei ca. 90°C

den Ubergang zu einer klaren Phase erkennen.

AbschlieBend kdnnen somit flr die weiteren Formulierungsversuche bei Alumini-
umstearaten Verarbeitungstemperaturen von ca. 170°C und bei den Rheopearl® und

Dynasan® Derivaten Temperaturen von 80°C festgelegt werden.
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lll.3. Untersuchung der physikalischen Stabilitdt 6liger Formulie-

rungen mit ausgewéhlten Formulierungshilfsstoffen

Nach Abschluss der Charakterisierung der dligen Grundlagen und der Formulie-
rungshilfsstoffe wurden verschiedene Ansatze mit Miglyol 812 bzw. Sesamdl und
Dynasan 114/118®, Rheopearl KL/TT® sowie den verschiedenen Aluminiumstearaten
hergestellt. Diese Formulierungsansatze wurden kurz nach der Herstellung und in
einem Zeitraum bis 52 Wochen nach der Herstellung optisch hinsichtlich ihrer physi-
kalischen Stabilitat bei 25°C und 40°C Lagerung untersucht. Erganzend durchgefuhr-

te DSC Untersuchungen der Formulierungen zeigten keine klaren Ubergénge.
I1.3.1. Formulierungen mit Dynasan 114® und Dynasan 118°

In der Einleitung der vorliegenden Arbeit wurde der Einsatz fester Lipide flr die Her-
stellung parenteraler Depotarzneiformen mit verlangerter Wirkstofffreisetzung darge-
stellt (siehe Kapitel 1.1.4). Feste Lipide werden vorwiegend in Form von Mikroparti-
keln (Reithmeier et al.; 2001b) oder Implantaten (Mohl et al.; 2004) angewendet.
Nachteilig bei dieser Art der Formulierung ist allerdings die vergleichsweise kostenin-
tensive Herstellung der Mikropartikel oder die fur den Patienten unangenehme Appli-
kation der Implantate durch gro3lumige Hohlnadeln. Anhand der Formulierungsan-
satze mit den Dynasan® Derivaten sollte untersucht werden, ob durch den Zusatz
von Myristinsauretriglycerid (= Dynasan 114®) und Stearinsauretriglycerid (= Dyna-
san 118%) zu Miglyol 812 und Sesamdl stabile fliissige Formulierungen hergestellt
werden kénnen, die im Vergleich zu den nativen Olen eine hdhere Viskositat mit
potentiell verlangerte Wirkstofffreisetzung besitzen und dennoch einfach mittels Ubli-

cher Nadeln injiziert werden konnen.

Fir die Untersuchungen wurden die beiden Hilfsstoffe in 1% bis 5% Anteilen den
Olen zugesetzt und bei 80°C unter Rihren bis zur Klarschmelze erhitzt. Nach der
Herstellung wurden die Formulierungen bei Raumtemperatur und bei 40°C gelagert
und anschlielRend in regelmaliigen Zeitabstanden visuell untersucht (Abbildung 20a-
d und Abbildung 21a-d). Alle Formulierungen zeigten bereits nach kurzer Zeit sowohl
bei 25°C als auch bei 40°C eine deutliche Auftrennung in fliissige 6lige Phase und
abgeschiedenes festes Lipid. Hinsichtlich der Abscheidung des Fetts ergab sich kein
wesentlicher Unterschied zwischen den eingesetzten Fetten und den verwendeten

Olen. Ebenso fiihrte eine Erhéhung des Anteils der zugesetzten Hilfsstoffe nicht zu
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einer Verbesserung der Stabilitat der Formulierungen. Aus den Ergebnissen dieses
Versuchsarms kann deshalb geschlossen werden, dass Dynasan® Derivate zwar in
Form fester Mikropartikel und in Form von Implantaten als Basis fur Depotarzneifor-
men verwendet werden konnen, fur die Herstellung physikalisch stabiler flissiger
Formulierungen durch Aufschmelzen in 6ligen Grundlagen aber weniger geeignet

sind, da bereits nach kurzer Lagerzeit ein Abscheiden der Lipide zu beobachten ist.

Abbildung 20: 1% und 5% Dynasan 114° in Miglyol 812 (Teilbild a/b) und
1% und 5% Dynasan 114° in Sesamol (Teilbild c/d) 14d Lagerung bei Raumtemperatur

Abbildung 21: 1% und 5% Dynasan 118° in Miglyol 812 (Teilbild a/b) und
1% und 5% Dynasan 118° in Sesamél (Teilbild c/d) 14d Lagerung bei Raumtemperatur

l.3.2. Formulierungen mit Rheopearl KL®und Rheopearl TT®

Analog zu der Stabilitatsstudie mit Dynasan® Proben wurden auch mit den Hilfsstof-
fen der Rheopearl® Serie Formulierungen in Miglyol 812 und Sesamél als Grundlage
hergestellt und sowohl bei Raumtemperatur und als auch bei 40°C eingelagert. Die
Hilfsstoffe wurden den Olen in Anteilen von 1-5% zugesetzt und bei 80°C unter Riih-
ren bis zur Klarschmelze erhitzt. Auch die Formulierungen mit dem Hilfsstoff Rheo-
pearl TT®, fiir den in der DSC Untersuchung kein klarer Schmelzpunkt zu ermitteln
war (vgl. Kapitel 111.2.4), erschienen bei 80°C klar und homogen. Wahrend der Einla-
gerung wurden die Formulierungen in regelmafigen Abstanden makroskopisch auf

Instabilitdten untersucht. Die Formulierungen mit Rheopearl KL® und Rheopearl TT®
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waren wahrend des Einlagerungszeitraums von einem Jahre bei Raumtemperatur
und 40°C stabil und zeigten keine Phasenauftrennung oder sonstige Instabilitaten
(Abbildung 22a-d und Abbildung 23a-d).

Als Ergebnis dieses Versuchszweigs ergibt sich somit, dass die Rheopearl® Derivate
sowohl mit dem kurzkettigen Miglyol 812 als auch mit dem langerkettigen Sesamadl

stabile hoherviskose Formulierungen bilden und auch bei Einlagerung bei erhdhter

Temperatur keine makroskopisch erkennbaren separierten Phasen ausbilden.

Abbildung 22: 1% und 5% Rheopearl KL® (Teilbild a/b) in Miglyol 812 und
1% und 5% Rheopearl KL® in Sesamél (Teilbild c/d) ein Jahr Lagerung bei 40°C

Abbildung 23: 1% und 5% Rheopearl TT® (Teilbild a/b) in Miglyol 812 und
1% und 5% Rheopearl TT® in Sesamél (Teilbild c/d) ein Jahr Lagerung bei 40°C

1.3.3. Formulierungen mit den verschiedenen

Aluminiumstearaten

Analog zu den vorherigen Formulierungen wurden mit Aluminiumstearaten verdickte
Ole untersucht. Die Hilfsstoffe wurden den Grundlagen Miglyol 812 und Sesamél in
Anteilen von 1 bis 5% zugesetzt und bei 170°C unter Ruhren bis zur Klarschmelze
erhitzt. Anschliel3end wurden die Formulierungen bei 25°C und 40°C eingelagert und
in festgelegten Zeitintervallen makroskopisch auf Phasentrennungen oder sonstige

Instabilitaten untersucht.
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Fur die Aluminiumstearate ergab sich ein differenziertes Bild. Die Formulierungen mit
AISt Fluka®, AISt ALG V® und AISt Alugel® waren in beiden Olen auch nach einem
Jahr Einlagerung physikalisch stabil und zeigten keine Phasentrennungen (Abbildung
24 bis Abbildung 26). Feine Schlieren wie sie in Abbildung 24d und Abbildung 26d
der 5% Formulierungen von AlSt Fluka® und AlSt Alugel 30 HEP® erkennbar sind,
waren bereits zu Beginn der Einlagerung vorhanden und bildeten sich nicht wahrend
der Einlagerung. Die Formulierungen mit AISt Gellant® und AISt NF® hingegen wie-
sen ein deutlich unterschiedliches Verhalten auf (Abbildung 27 und Abbildung 28).
Bei den 1% Formulierungen konnte eine Phasenauftrennung in einen klaren dligen
Uberstand und einen festen wachsartigen Bodensatz beobachtet werden. Ein ahnli-
cher Effekt konnte in abgeschwachter Form auch bei den 5% Formulierungen festge-
stellt werden. Aufgrund des hdheren Gehalts an Aluminiumstearat waren die Uber-
stande allerdings nicht klar, sondern milchig-trib. Die Abscheidung des Bodensatzes
war hierbei bei Betrachtung mit bloRem Auge deutlicher erkennbar, als in den Auf-

nahmen dargestellt, bei denen der wachsartige Niederschlag nur in Umrissen deut-

lich wird.

Abbildung 24: 1% und 5% AISt Fluka® in Miglyol 812 (Teilbild a/b) und 1% und 5% AISt Fluka® in
Sesamol (Teilbild c/d), ein Jahr Lagerung bei 40°C

Abbildung 25: 1% und 5% AlISt ALG V® in Miglyol 812 (Teilbild a/b) und 1% und 5% AISt ALG V®
in Sesamal (Teilbild c/d), ein Jahr Lagerung bei 40°C
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Abbildung 26: 1% und 5% AISt Alugel 30 HEP® in Miglyol 812 (Teilbild a/b) und 1% und 5% AISt
jugel 30 HEP® in Sesamél (Teilbild c/d , ein Jahr Lagerung

Abbildung 27: 1% und 5% AISt Gellant® in Miglyol 812 (Teilbild a/b) und 1% und 5% AISt Gel-
lant® in Sesamél (Teilbild c/d), ein Jahr Lagerung bei 40°C

Abbildung 28: 1% und 5% AISt NF® in Miglyol 812 (Teilbild a/b) und 1% und 5% AISt NF® in
Sesamdl (Teilbild c/d), ein Jahr Lagerung bei 40°C

l.3.4. Fazit der Untersuchung der Formulierungsstabilitat

Aus den Ergebnissen der oben beschriebenen Versuchsansatze konnen folgende
Schlusse gezogen werden: Fur die Herstellung stabiler viskoser Formulierungen sind
feste Lipide in Kombination mit 6ligen Grundlagen nicht geeignet. Bereits nach kurzer
Zeit erfolgt eine Trennung der unmittelbar nach der Herstellung klaren Formulierun-

gen in flissige d6lige Grundlage und festes Lipid.

Die Hilfsstoffe Rheopearl KL® und Rheopearl TT® sind fur die Herstellung viskoser

Oleogele gut geeignet. Unabhangig von der zugesetzten Menge Hilfsstoff bilden sich
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stabile Formulierungen, die auch nach einem Jahr Lagerung bei erhéhter Temperatur

keine Instabilitaten zeigen.

Die Verwendung der Aluminiumstearate flr die Herstellung lipophiler Gele muss
differenziert betrachtet werden. Mit den Produkten AlSt Fluka®, AISt ALG V® und AlSt
Alugel 30 HEP® kdnnen lagerstabile Formulierungen auf Grundlage von Miglyol 812
und Sesamdl hergestellt werden. Hoherprozentige Formulierungen mit AISt Fluka®
und AISt Alugel 30 HEP®im Bereich bis 5% zeigen von Beginn der Beobachtung an
feine Schlieren, die wahrend der Einlagerung konstant bleiben. Die Ansatze mit
AISt ALG V® erscheinen makroskopisch am besten geeignet. Sie sind nach der Her-
stellung vollkommen homogen und bleiben Uber den gesamten Beobachtungszeit-
raum auch bei 40°C stabil. Formulierungen mit AISt Gellant® und AISt NF® zeigen
demgegeniiber deutliche Instabilitdten bis hin zu Phasentrennungen in klare Uber-
stande und feste Bodensatze. Besonders ausgepragt ist dieser Effekt bei niedrigem
Hilfsstofffanteil. Auffallend ist, dass die Stabilitdt der Aluminiumstearat Formulierun-
gen abhangig vom Komplexierungsgrad des Hilfsstoffes ist. Die in Kapitel 111.2.3 als
Di- und Tristearate charakterisierten Aluminiumstearate AlSt Fluka®, AISt ALG V®
und AISt Alugel 30 HEP® bilden stabile Gele, wahrend die als Monostearat charakte-
risierten Aluminiumstearate AISt Gellant® und AISt NF® zu instabilen Formulierungen

fuhren.

Aufgrund der Ergebnisse des vorliegenden Kapitels ist die Verwendung von Rheo-
pearl KL®, Rheopearl TT® sowie die der Aluminiumstearate AlSt Fluka®, AISt ALG V®
und AISt Alugel 30 HEP® fiir die Herstellung physikalisch stabiler 6liger Formulierun-
gen mit erhohter Viskositat moglich. Um allerdings die Anzahl der moglichen Ver-
suchsansatze im weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit dem versuchstechnisch
machbaren Malistab anzupassen, musste eine weitere Hilfsstoffauswahl getroffen
werden. Aus der Gruppe der Aluminiumstearate wurde deshalb AISt ALG V® ausge-
wahlt, da diese Substanz die makroskopisch besten Formulierungen sowohl fir Se-
samdl als auch fiir Miglyol 812 lieferte. Aus der Gruppe der Rheopearl® Derivate
wurde Rheopearl KL® (=Dextrinpalmitat) ausgewahlt, da dieser Hilfsstoff bei ver-
gleichbarer Stabilitat der Formulierungen aufgrund seines chemischen Aufbaus aus-
schlie3lich aus Zucker und Fettsaure aus toxikologischer Sicht fur die Anwendung in
Parenteralia besser geeignet erscheint, als der Hilfsstoff Rheopearl TT®
(=Dextrinpalmitatethylhexanoat), der die verzweigte 2-Ethylhexansaure als Seitenket-

tenrest enthalt.
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lll.4. Methoden zur Herstellung von Pulvern zur Suspension

FUr parenteral applizierbare Suspensionen stellt neben der Viskositat der Grundlage
auch die Grolke der suspendierten Wirkstoffteilchen ein wichtiges Kriterium fur die
Auswahl der empfohlenen Injektionskanule dar. Fur den Fall, dass das zu suspendie-
re Gut anfangs unzerkleinert vorliegt oder die Partikelgrof3enverteilung den Zielbe-
reich Uberschreitet, mussen Verfahren zu Reduktion der PartikelgroRe angewendet
werden. In der Literatur wird u.a. der Einsatz von Labor-Luftstrahimuhlen (Brooks et
al.; 1992), Miniaturkugelmuhlen (Foster et al.; 1997) oder hochtourigen Ruhrgeraten
(Mitchell; 1985) beschrieben.

Im folgenden Kapitel wird, um erste Anhaltspunkte zu gewinnen, zunachst die Parti-
kelgroRenverteilung eines am Markt erhaltlichen Produktes bestimmt. Anschliel3end
werden verschiedene Methoden zur Herstellung von Pulvern zur Suspensionen in

Oligen Tragern erprobt.
l.4.1. Untersuchung der PartikelgréRe in Jenacillin 02 Mega®

Jenacillin 02 Mega® stellt ein gutes Beispiel fiir die in der vorliegenden Arbeit unter-
suchte Formulierungsstrategie dar. Fur die Herstellung dieses Fertigarzneimittels mit
verzogerter Wirkstofffreisetzung werden Benzylpenicillin Partikel in einer verdickten
Grundlage aus pflanzlichem Ol und Formulierungshilfsstoff Aluminiumstearat sus-
pendiert. Um die PartikelgroRe der in der dligen Grundlage suspendierten Teilchen
zu bestimmen, wurde die Kapitel 11.2.8 beschriebene Methode der Laserlichtstreuung
angewendet. Typische KenngroRen fur PartikelgroRenverteilungen stellen der d 0.5
(=Grenzdurchmesser von 50% der Partikel bezogen auf die Volumenverteilung) und
der div,0.9) (FGrenzdurchmesser von 90% der Partikel bezogen auf die Volumenvertei-
lung) dar. Das Ergebnis der Untersuchung ist in Tabelle 28 zusammengefasst.

Tabelle 28: PartikelgroBenverteilung von Jenacillin 02 Mega® (Mittelwert * Standardabwei-
chung, n=3)

Partikeldurchmesser [um] Volumenverteilung [%] Kenngrofie
2,35+ 0,01 10
3,27 £ 0,01 20
6,53 + 0,01 50 dw.0.5)
12,25+ 0,13 80

16,81 £ 0,33 90 dw,0.9)
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Anhand der bestimmten Verteilung wird deutlich, dass die suspendierten Partikel
vergleichsweise geringe Durchmesser besitzen. 90% der Partikel sind kleiner als
16,8um und 50% der Teilchen kleiner als 6,5um. Fur die Applikation von Jenacillin
02 Mega® wird in der Packungsbeilage eine relativ groRe 20G Nadel mit einem Ka-
nudlendurchmesser von 0,9mm empfohlen (Jenapharm AG; 2004). Diese Empfehlung
beruht somit auf der im Vergleich zu anderen Formulierungen relativ hohen Viskositat
N¢100s") von 260mPas (siehe Kapitel 111.1.2 Tabelle 17) und nicht auf der Partikelgrofe,
da diese bei Wirkstoffsuspensionen bis zu 1/3 des Kanuleninnendurchmessers
betragen kann, ohne einen Verschluss der Kanule wahrend der Applikation beflirch-
ten zu miUssen (Nash; 1991) (Floyd et al.; 1991) (Akers et al.; 1987).

ll.4.2. Gefriertrocknung von BSA Losungen und anschlieBende

Zerkleinerung des Gefrierkuchens

Nach Stand der Technik werden rekombinante Proteine typischerweise durch Lyophi-
lisation getrocknet. Als Ausgangmaterial fur die Versuche zur PartikelgrofRenredukti-
on wurden deshalb BSA Gefrierkuchen (GFK) gewahlt und deren Verhalten bei ver-
schiedenen Zerkleinerungsmethoden untersucht. Zum Einsatz kamen hochtouriges
Rihren mittels Vortex® Kreisschiittler, Zerkleinerung durch den Hochleistungsdisper-
gierer Ultra-Turrax® und Vermahlung mittels Mérsermiihle. Als Zerkleinerungsgut
wurde ein selbst hergestelltes BSA Lyophilisat verwendet, das eine identische Hilfs-
stoffzusammensetzung zu dem hGH Fertigprodukt Genotropin® 16 I.E. der Fa.
Pharmacia besal3, welches spater als Modellprotein bei in vitro und in vivo Freiset-
zungsversuchen verwendet wurde (vgl. Tabelle 29).

Tabelle 29: Zusammensetzung des Gefrierkuchens von Genotropin® 16 LE.

Substanz [mg]

hGH 5,30

Glycin 2,00
Mannitol 1,60
NaH,PQO, wasserfrei 0,29

Na,HPO, wasserfrei 0,28
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1.4.2.1. Partikelzerkleinerung mittels Kreisschiuttler

Fur die Erprobung der Partikelzerkleinerung mittels Kreisschuttler wurden in 10ml
Injektionsflaschen jeweils 2g Ansatze mit Sesamdl und 100-400mg BSA Gefrierku-
chen eingewogen. Die Formulierungen wurden auf maximaler Stufe bei 2500s™ 5min
bis 30min geschuttelt. AnschlieRend wurde die PartikelgroRenverteilung bestimmt.

Das Ergebnis der PartikelgroRenbestimmungen ist in Tabelle 30 aufgefuhrt.

Tabelle 30: PartikelgroBenverteilung von 5%, 10% und 20% BSA Lyophilisat Ansatzen in Se-
samol nach Zerkleinerung mittels Kreisschiittler (Mittelwert £ Standardabweichung, n=3)

BSA Lyokuchen [%] Zeit [min] dv.0.5) [uM] dv.0.9) [umM]

5 5 124,50 + 5,82 310,57 £ 8,42
10 110,88 + 2,43 298,47 + 5,37
20 114,59 + 2,95 295,73 + 6,38
30 90,80 £ 2,17 253,94 + 7,23

10 5 104,04 + 4,51 287,23 £ 10,36
10 103,86 + 2,83 302,05 £ 7,23
20 103,49 + 1,80 298,17 + 6,01
30 85,42 + 1,26 253,72 + 5,28

20 5 82,69 + 2,93 258,51+ 7,16
10 75,40 £ 1,36 241,37 £+ 5,44
20 74,53 £ 2,42 240,70 + 6,98
30 71,21+ 1,53 239,62 + 10,08

Die Ergebnisse zeigen, dass durch den Einsatz des Kreisschuttlers die BSA Gefrier-
kuchen in Uberschaubarer Prozesszeit zerkleinert werden konnen. Mit zunehmender
Einwirkdauer von 5min auf 30min kann fur alle drei BSA Gehalte eine deutliche Ab-
nahme der PartikelgroRen beobachtet werden. Es werden PartikelgroRen von kleiner
100pum bezogen auf den d(0.5) und PartikelgrofRen um 250um bezogen auf den dv0.9)
erreicht. Die Erhéhung des BSA Anteils in der Formulierung fuhrt im Vergleich zu den
geringer konzentrierten Formulierungen zu kleineren Partikeln. Dieser Effekt wird
vermutlich durch hdhere Scherkrafte in der deutlich viskoseren 20% Formulierung
hervorgerufen. Die mittels Kreisschuttler erzielbaren PartikelgrofRenverteilungen
liegen allerdings deutlich Uber den 16,77um bezogen auf den d(y,0.9) des Handelspro-

dukts Jenacillin 02 Mega®. Dennoch kénnen die mit dem Kreisschiittler hergestellten
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Formulierungen aufgrund der erzielbaren Partikelgrof3en grundsatzlich mit der fur das
Handelsprodukt empfohlenen 20G Kantlen appliziert werden, da sie den Richtwert
von 1/3 des Kanulendurchmessers (0,9mm) unterschreiten und ein Verstopfen der
Kanule deshalb nicht zu erwarten ist. Bedingt durch die erhdhte Viskositat erschei-
nen die 20% BSA Formulierungen fur die Applikation mit Ublichen Nadeln aus der

Sicht des Anwenders allerdings eher ungunstig.

1.4.2.2. Partikelzerkleinerung mittels Hochleistungsdispergierer

Als weitere Methode flr die Zerkleinerung der BSA Gefrierkuchen wurde ein Ultra-
Turrax® Hochleistungsdispergierer in Verbindung mit einem Dispergierwerkzeug der
Spaltbreite 0,2mm eingesetzt. Analog zu Kapitel 11.4.2.1 wurden 2g Ansatze aus
Sesamdl und BSA Gefrierkuchen in variablen Anteilen eingewogen. Auf einen Zusatz
von 20% BSA wurde aufgrund der hohen Viskositat der daraus resultierenden For-
mulierungen verzichtet. Um den Einfluss der Bearbeitungsintensitat zu untersuchen,
wurde die Drehzahl des Hochleistungsdispergierers in drei Stufen von 4000s™ (Stu-
fe 1) Uber 12000s™ (Stufe 3) auf 20000s™ (Stufe 5) verandert. AnschlieBend wurde

die PartikelgrofRenverteilung der verschiedenen Proben bestimmt (vgl. Tabelle 31).
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Tabelle 31: PartikelgroBenverteilung von 5% und 10% BSA Lyophilisat Anséatzen in Sesamol
nach Zerkleinerung mittels Hochleistungsdispergierer (Mittelwert * Standardabweichung, n=3)

BSA Lyokuchen [%] Stufe Zeit [min] dv,0.5) [UM] div.09) [mM]
5 1 5 61,11+ 1,85 163,71 + 3,67
10 51,05+ 0,33 150,40 + 3,13
30 49,97 £+ 0,36 142,38 + 2,98
5 3 5 52,12 £ 0,99 155,20 + 3,29
10 50,75 £ 0,38 145,49 + 2,75
30 43,93 £ 0,40 127,87 + 3,65
5 5 5 49,73 £ 0,44 151,68 + 2,42
10 39,94 + 0,68 117,83 £ 4,07
30 34,07 £ 0,48 90,19 + 3,81
10 1 5 54,70 + 0,46 145,20 + 4,05
10 44,28 + 0,47 138,83 + 3,33
30 40,68 £ 0,30 124,46 + 3,10
10 3 5 47,83 £ 0,58 146,84 + 3,48
10 42,30 £ 0,83 132,94 + 3,74
30 35,43 £ 0,24 101,34 + 2,97
10 5 5 45,92 £ 0,86 139,49 + 3,56
10 41,50 + 0,26 118,60 + 2,70
30 31,66 £ 0,15 79,38 + 1,21

Anhand der Messerergebnisse der Tabelle 31 wird deutlich, dass durch den Einsatz
des Hochleistungsdispergierers im Vergleich zum Kreisschuttler wesentlich kleinere
PartikelgroRenverteilungen erreicht werden kdnnen. Nach 30min auf Stufe 5 werden
far die 10% Lyophilisat Formulierung d,0.9) Werte von ca. 80um, fur die 5% Formulie-
rung um 90um erzielt. Analog konnen deutlich geringere dy 05 Werte beobachtet
werden. Der Effekt der Zerkleinerungsintensitat und der Prozesszeit auf die erzielba-
ren PartikelgrofRen wird aus den Messwerten ebenfalls gut erkennbar. Bei einer Stei-
gerung der Zerkleinerungsintensitat sinken die d,0.5/dv,0.9) Werte bei jeweils 30 Mi-
nuten Bearbeitung von 49,97/142,38um (Stufe 1) Uber 43,93/127,87um (Stufe 3) auf
34,07/90,19um (Stufe 5) bezogen auf die 5% BSA Formulierung. Deutlich ist auch

die Abnahme der PartikelgroRe bei Verlangerung der Zerkleinerungszeit zu beobach-
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ten. Fir die 5% BSA GFK Formulierung sinken die d,os5/dw,09 Werte von
49,73/151,68um auf 34,07/90,19um bei Steigerung der Prozesszeit von 5min auf
30min bei Stufe 5. Vergleichbare Tendenzen sind auch bei der 10% BSA GFK For-
mulierung zu beobachten. Insgesamt werden hier analog zu den Ergebnissen des
Kreisschuttlers etwas niedrigere Partikelquerschnitte erzielt. Bei Stufe 5 und 30min
Zerkleinerungszeit erreicht die 10% BSA Gefrierkuchen Formulierung d,0.5/d,0.9)
Werte von 31,66/79,38um im Vergleich zu 34,07/90,19um der 5% BSA Lyophilisat
Formulierung. Obwohl die Kennzahlen der erzielbaren Partikelgrossenverteilungen
noch deutlich Uber den dw,05)/dw,09) Vergleichswerten 6,52/16,77um des Jenacillin
02 Mega® liegen, sollte dennoch eine Applikation mit tiblichen KaniilengroRen ohne

Probleme moglich sein.

1.4.2.3. Partikelzerkleinerung mittels Morsermiihle

Eine weitere Mdglichkeit zur Partikelgrolenreduktion stellt die Behandlung des Ly-
ophilisats mit der Morsermuhle dar. Maniar et al. konnten mit dieser Methode, basie-
rend auf einem hGH Gefrierkuchen, PartikelgroRen um 100um erzielen (Maniar et
al.; 1992). Analog zu den vorherigen Versuchszweigen wurden jeweils 2g Ansatze
aus Sesamol und BSA Gefrierkuchen hergestellt und mittels Mérsermuhle zerklei-
nert. Aufgrund der Ergebnisse der Partikelgro3enbestimmungen der Ubrigen Zerklei-
nerungsmethoden wurden in diesem Versuchszweig nur Ansatze mit 10% BSA Anteil

erprobt. Die gesamte Prozessdauer wurde auf 120min ausgedehnt.

Anhand der Ergebnisse der Laserbeugungsuntersuchungen (Tabelle 32) kann man
erkennen, dass die Zerkleinerung mittels Morsermihle eine effektivere Methode
darstellt, um in kurzer Zeit eine deutliche PartikelgroRenreduktion zu erreichen. Be-
reits nach 10min Prozesszeit werden d05)y/dy,09 Werte von 35,13/124,14pm er-
reicht. Eine Verlangerung der Prozesszeit fuhrt zu einer weiteren Abnahme der Parti-
kelgroRenverteilungen. Nach 30min werden mit der Morsermuhle d,0.5/dv,09) Werte
von 23,01/69,37um, nach 60min Werte von 17,94/53,17um erreicht. Eine weitere
Verdoppelung der Bearbeitungszeit auf 120 Minuten flhrt dann allerdings zu keiner

wesentlichen Verkleinerung mehr.
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Tabelle 32: PartikelgroBenverteilungen von 10% BSA Lyophilisat Formulierungen in Sesamol
nach Zerkleinerung mittels Morsermiihle (Mittelwert + Standardabweichung, n=3)

BSA Lyokuchen [%] Zeit [min] dv,0.5) [UM] div,0.9) [UmM]
10 10 35,13+0,18 124,14 + 1,85
30 23,01 £0,24 69,37 £ 1,49
60 17,94 £ 0,20 53,17 + 1,08
120 16,90 £ 0,32 48,57 £ 1,10

Um zu bestimmen, ob der Zusatz viskositatserhohender Hilfsstoffe einen Einfluss auf
die erzielbaren Partikelgrolen besitzt, wurden verschiedene Matrices mit AlSt
ALG V® und Rheopearl KL® untersucht. Nach jeweils 30min Zerkleinerungszeit wurde
die Partikelgrofie bestimmt.

Tabelle 33: PartikelgroRenverteilungen von 10% BSA Lyophilisat Formulierungen in verdicktem
Sesamol nach Zerkleinerung mittels Moérsermiihle (Mittelwert * Standardabweichung, n=3)

BSA Lyokuchen [%] Zeit [min] Matrix dv,0.5 [Um] dv.0.9) [umM]
10 30 1% AISt ALG V® SO 39,55+0,94 108,04 £3,44
3% AISt ALG V® SO 35,72+0,35 105,11 +3,24
5% AISt ALG V® SO 35,16 +0,18 102,44 +1,52
10 30 1% Rheopearl KL® SO 33,36 £ 0,95 102,00 3,42
3% Rheopearl KL® SO 30,22+0,79 86,38 + 1,62
5% Rheopearl KL® SO 33,25 10,47 93,73 + 1,99

Aus den Messergebnissen der Tabelle 33 wird deutlich, dass der Zusatz viskositats-
erhbhender
dv,05/dw,09) Werten von 23,01/69,37um der reinen SO Formulierung (Tabelle 32,
30min 10% BSA Lyophilisat in SO) fuhrt. Der fur die Applikation durch dinne Injekti-

onskanulen wichtige d,0.9) liegt mit Werten im Bereich von 85-100um im unkritischen

Hilfsstoffe zu einem Anstieg der Partikelgrofle gegeniber den

Bereich. Ein Verschluss der Kanule bei Applikation von Formulierungen mit Partikeln
im Bereich von 100um ist fur 20G Injektionskanulen mit 0,9mm Durchmesser nicht zu
erwarten. Die Zerkleinerungsmethode mittels Mdrsermuhle ist somit auch fur die
PartikelgroRenreduktion in den viskoseren Grundlagen der verdickten Ole gut geeig-

net.
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l.4.3. Spriihtrocknung konzentrierter BSA Losungen

Eine Alternative zur Herstellung feiner Proteinpulver durch Lyophilisation und nach-
geschalteter Mahlung stellt die Methode der Spruhtrocknung dar. Hierbei werden in
einem einzigen Prozess direkt die fertigen Haufwerke erhalten. Bei der Spruhtrock-
nung werden Wirkstofflosungen unter Druck fein zerstaubt und im warmen Luftstrom
unmittelbar zu Pulvern getrocknet. In Abhangigkeit der Zusammensetzung der Wirk-
stofflosung, der Dusenkonfiguration, des Zerstaubungsdruck und der Speiserate
kénnen Pulver verschiedener PartikelgroRenverteilungen hergestellt werden. Erfah-
rungsgemal liegen die PartikelgroRenverteilungen der mittels Sprihtrocknung erhal-
tener Pulver im unteren ym Bereich (Lee; 2002) (Maa et al.; 2000) (Broadhead et al.;
1992).

Um zu ermitteln, ob das Verfahren der Sprihtrocknung fir die Herstellung von Pul-
vern zur Suspension in oligen Tragern geeignet ist, wurde eine Reihe von Versuchen
mit einem Buchi Mini Spruhtrockner B290 durchgefluhrt. Zielsetzung dieser Versuche
war es zu ermitteln, ob durch Variation der BSA Konzentration bei konstantem Zer-
stauberluftstrom (670 I/min) und bei konstanter Lésungszufuhr (6ml/min) neben sehr
kleinen PartikelgroRen auch Pulverteilchen mit Querschnitten im mittleren ym Be-
reich erhalten werden kdnnen. Da durch letztere eine verlangsamte Wirkstofffreiset-

zung im Vergleich zu Partikeln mit kleineren Querschnitten erzielt werden kdnnte.
In Tabelle 34 ist das Ergebnis der Untersuchung der Partikelgro3e der verschiede-
nen sprihgetrockneten BSA Losungen aufgefihrt.

Tabelle 34: PartikelgroBenverteilung sprithgetrockneter BSA Pulver (Mittelwert * Standardab-
weichung, n=3)

BSA dv,05) dwvo9)
[% (wiw)] [um] [um]
5 5,05+£1,25 7,95+1,20
7,5 5,73 +1,87 9,40+ 1,43
10 7,91+ 1,46 15,61 £ 1,51
15 10,12 £ 1,27 21,39+ 1,49
20 12,37 £ 1,53 27,15+ 1,55

30 15,97 £ 1,46 28,98 + 1,31
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Anhand der Ergebnisse der PartikelgroRenbestimmungen wird deutlich, dass sowohl
dw,0.5) als auch d 0.9y mit steigender Proteinkonzentration deutlich zunehmen. Losun-
gen mit mehr als 30% BSA konnten aufgrund zu hoher Viskositat nicht mehr kontrol-
liert zerstaubt werden und waren deshalb fur die Spruhtrocknung grundsatzlich nicht
geeignet. Im Vergleich zu den oben beschriebenen Verfahren zur Zerkleinerung von
Lyophilisaten kdénnen durch Einsatz des Sprihtrockners leicht PartikelgroRen im
Bereich der Vergleichswerte von Jenacillin O2 Mega® hergestellt werden. Die Unter-
suchung der Morphologie der spruhgetrockneten BSA Partikel im Lichtmikroskop
(siehe Abbildung 29) zeigt, dass die sprihgetrockneten Partikel nicht aus festen

soliden Partikeln, sondern aus Gemischen kleinerer und gréRer vorwiegend hohler

Pulverteilchen bestehen, die im Gegenlicht des Mikroskops transparent erscheinen.
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Abbildung 29: Mikroskopische Aufnahme spriihgetrockneter BSA Partikel

ll.4.4. Fazit der Partikelzerkleinerung

In den vorangegangenen Teilkapiteln wurden verschiedene Methoden zur Herstel-
lung von Proteinpulvern mit definierten PartikelgréRenverteilungen untersucht. Als
RichtgroRe der anzustrebenden PartikelgroRenverteilung diente die Untersuchung
eines kommerziell erhaltlichen Fertigarzneimittels und dessen fur die Applikation
empfohlene KanullengrofRe, welche einen Rickschluss auf die maximal applizierbare

Partikelgréfien ermoglicht.

Von den drei untersuchten Methoden zur Partikelzerkleinerung Vortex® Kreisschiitt-
ler, Ultra-Turrax® Hochleistungsdispergierer und Mérsermiihle stellen die beiden
letztgenannten effektive Methoden zur Reduktion der PartikelgroRe dar. Bei der Me-
thode mit der Morsermuhle wird der Gefrierkuchen durch Druck und Reibung zwi-
schen den Werkzeugen fein vermahlen. In vergleichsweise kurzer Prozesszeit wer-

den PartikelgroRen deutlich unter 100um erreicht (vgl. Tabelle 32; 30min Zerkleine-
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rung, 10% BSA GFK: d,0.5/dv,0.9)ca. 23/70um, 60min Zerkleinerung: d,0.5/dv,0.9) Ca.
18/53um). Formulierungen hdherer Viskositat flhren zu einem leichten Anstieg der
erzielbaren Partikelquerschnitte (vgl. Tabelle 33: 30min Zerkleinerung, 10% BSA
GFK: dw,05)/dw,09 ca.30-40um/86-108um). Wirkstoffsuspensionen mit Partikeln
dieser Grollenordnung sind durch Ubliche KanullengroRen problemlos applizierbar.
Weitere Vorteile dieser Methode stellen die einfache Anpassung an unterschiedliche
AnsatzgroRen und der methodenbedingt nur geringe Verlust an Wirkstoff und Formu-

lierung dar.

Auch mit dem Hochleistungsdispergierer konnen die Gefrierkuchen in kurzer Pro-
zesszeit durch Schlag und Prall effektiv zerkleinert werden (vgl. Tabelle 31: 10min
Zerkleinerung, Stufe 5, 10% BSA GFK: d(,0.5/d(v,0.9) ca. 42/119um, 30min Zerkleine-
rung: dw,05)/ dw,0.9) ca. 32/80um). Die erzielbaren Partikelverteilungen liegen im Ver-
gleich zur Mérsermuihle etwas hoéher. Der Verlust an Wirkstoff und Formulierung ist
im Vergleich zur Morsermuhle durch Anhaften von Resten innerhalb des Dispergier-
werkzeugs deutlich grolRer. Insbesondere bei kleineren AnsatzgroRen mit Verum

Probe ist dies von essentieller Bedeutung.

Der Einsatz des Kreisschuttlers fuhrt zu PartikelgroRenverteilungen, die im Vergleich
zu den beiden anderen Methoden wesentlich grof3er sind (vgl. Tabelle 30: 10min
Zerkleinerung, 10% BSA GFK: dw,0.5)/dw,09) ca. 103/302um, 30min Zerkleinerung:
dv,0.5/d(v,0.9) ca. 85/253um). Insbesondere der d,0.9) nimmt im Vergleich zu den ande-
ren Zerkleinerungsmethoden deutlich zu und konnte zu Kanulenverschlissen wah-

rend der Applikation fihren.

Aus produktionstechnischer Sicht besitzen alle drei beschriebenen Methoden zur
Zerkleinerung des Gefrierkuchens den Vorteil der direkten Aufbereitung in der End-

matrix, die unmittelbar zu der gebrauchsfertigen Formulierung fuhrt.

Alternativ kdnnen feine Pulverpartikel durch Spruhtrocknung von Proteinlésungen
erzielt werden. Die Grolkenbestimmungen zeigen, dass durch Variation der Protein-
konzentration der Spruhlosung die PartikelgroRenverteilung in den resultierenden
Pulvern einfach in den Bereichen von 5-16um bezogen auf den d,5 bzw. von
8-29um bezogen auf den d,0.9) gesteuert werden kann. Ein Nachteil an dem Verfah-
ren der Spruhtrocknung stellt der im Vergleich zur Gefriertrocknung hohere Wirkstoff-
verlust dar, da ein Teil der verspruhten Proteinlosung systembedingt im Trocknungs-

luftstrom verloren geht. Nach der Herstellung der Proteinpulver durch Spriuhtrock-
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nung ware analog zur Zerkleinerung der Gefrierkuchen ein nachgeschalteter Disper-

gierungsschritt notwendig, um die fertige Formulierung zu gewinnen.

Aufgrund der beschriebenen Vorteile erscheint deshalb die Abfolge Gefriertrocknung
mit anschlielender Zerkleinerung des Lyophilisats durch die Mérsermuhle in der
Endmatrix am besten geeignet, um applikationsfertige Formulierungen mit angemes-

sener PartikelgroRe bei geringem verfahrensbedingtem Substanzverlust zu erhalten.
lll.5. Rheologische Eigenschaften der Grundlagen

In Kapitel 111.3 wurde die physikalische Bestandigkeit verschiedener hilfsstoffhaltiger
Formulierungen untersucht und stabile Kombinationen fur die weiteren Versuche
ausgewahlt. In dem folgenden Kapitel sollen Zubereitungen mit den ausgewahlten
Verdickungsmitteln rheologisch charakterisiert werden. Weiter soll ermittelt werden,
welchen Einfluss die in Kapitel Ill.4 empfohlene Methode zur Zerkleinerung und Ein-
arbeitung des Wirkstoffs auf die viskosimetrischen Eigenschaften der Formulierungen
besitzt und ob die gescherten Formulierungen ihre Eigenschaften wahrend einer

Einlagerung bei Raumtemperatur verandern.

Um den Einfluss der ausgewahlten Methode zur Zerkleinerung des Gefrierkuchens
auf die Formulierungen bestimmen zu kénnen, wurden Miglyol 812 und Sesamal mit
1 bis 5% AISt ALG V® und Rheopearl KL® als Grundlagen hergestellt. Von den nicht
gescherten Zubereitungen wurde fur die Bestimmung der Ausgangseigenschaften
jeweils eine Nullprobe vermessen. Die Zubereitungen wurden dann 30min mit der
Moérsermuhle bearbeitet und anschliefiend bei 25°C eingelagert. In regelmaligen
Abstédnden wurden diese mit dem Rheometer weiter untersucht. Als rheologische
Messmethoden wurden zum einen die Fliesskurve bestimmt und die Viskositat der
Scherrate 100s™ N¢o00s™y als charakteristische Kenngrofe herangezogen (Tabelle 35
und Tabelle 36). Zum anderen wurde in oszillatorischen Untersuchungen anhand des
Schnittpunkts der Kurven des Speichermoduls G* und Verlustmoduls G™* die Min-
destschubspannung T (=g als zweite charakteristische KenngroRe ermittelt. Ober-
halb dieser Schubspannung besitzen die Formulierungen Flissigkeitscharakter,

beginnen zu flieRen und kdnnen injiziert werden (Tabelle 37 und Tabelle 38).
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Tabelle 35: Viskositét nqos-1) von Miglyol 812 und Sesamoél verdickt mit 1-5% AISt ALG Ve
ungeschert, sowie nach Scherung mit der Mérsermiihle und Lagerung bei RT nach 1, 5, 12 und
18 Wochen (Mittelwert * Standardabweichung, n=3)

Viskositéat ngos-1) [MPas]

Formulierung ungeschert geschert geschert geschert geschert
w0 25°C w1 25°C W5 25°C w12 25°C w18 25°C
®
Q‘E}yﬁ'l-;\z’ 1% 56,3+ 0,5 46,8+ 1,0 441422 44.8+0.8 477+12
()
Q‘E}y@'ﬁ;‘é@ 2% 1135405 807+ 1.2 808+ 1,3 863+ 17 813+13

AIStALG V® 3% 2195+33  1435+25 142,5+1,6 1541+ 1,9 150,7 + 2,4
Miglyol 812

®
AIStALG V™ 4% 336,5+45  246,0%1,0 2475+35 2486 £2,6 281,0£26
Miglyol 812

®
Q‘S}yﬁ;\z’ 5% 6530+43  3045+39  3440+28  5190+37  5215+41
AISt ALG V ©1%
Sesamdl ° 116,5+0,5 96,2 + 2,1 98,7+2,6 112,2+1,3 111,3+15
AISt ALG V® 2%
Sesamdl ’ 3031+29  200,0£13 204+2,8 191,114  190,3+1,9
AISt ALG V® 3%
Sesamdl ° 411,5+ 4,1 274,0+ 32 283,0 +3,6 281,1+2,7 296,6 + 3,2
AISt ALG V® 4%
Sesamd) o 5242+53  290,0+35 3007 +2.,6 3112+33 3211 +4.1
AISt ALG V® 5%
Sesamd) o 7727+85  4981+29 4821+ 3,1 5212 +4,5 543,1+ 4,9

Anhand der Messergebnisse aus Tabelle 35 kann man erkennen, dass 30min Sche-
rung mit der Mérsermuhle zu einer deutlichen Reduktion der Viskositat im Vergleich
zu den ungescherten Formulierungen fuhrt. Bei hdheren Hilfsstoffanteilen ist dieser
Effekt starker ausgepragt. Die Erklarung dieser deutlichen Abnahme der Viskositat ist
im Herstellungsverfahren zu suchen: Bei der Zubereitung der Oleogele werden die
Verdickungsmittel direkt in den erhitzen Olen aufgeschmolzen und kdnnen dann
beim Erkalten in den ungeriuhrten Formulierungen ideale Gele ausbilden. Durch die
Scherung mit der Morsermuhle werden diese Strukturen stark beeintrachtigt. Im
Verlauf der Beobachtungszeit bleibt die nues1) bei den Miglyol 812 und Sesamadl
Formulierungen mit 1 und 2% AISt sowie Miglyol 812 mit 3% AISt relativ konstant.
Diese Ansatze mit den vergleichsweise niedrigen Verdickungsmittelanteilen werden

durch die Scherung mittels Morsermuhle irreversibel verandert. Hingegen steigt bei
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den Miglyol 812 und Sesamdl Formulierungen mit 4 und 5% AISt ALG V® und der

Zubereitung aus Sesamdl mit 3% AISt die Viskositat wahrend der Einlagerung im

zeitlichen Ablauf wieder verhalten an.

Die Viskositit von ca. 260mPas des Handelsprodukts Jenacillin 02 Mega® (vgl.

Kapitel 111.1.2) wird bei den gescherten Formulierungen von AlSt ALG Ve in Miglyol

812 bei einem Anteil von ca. 4% erreicht, bei den Formulierungen mit Sesamal bei

ca. 3%.

Tabelle 36: Viskositét ngs-1) von Miglyol 812 und Sesamdl verdickt mit 1-5% Rheopearl KL®
ungeschert, sowie nach Scherung mit der Morsermiihle und Lagerung bei RT nach 1, 5, 12 und

18 Wochen (Mittelwert £ Standardabweichung, n=3)

Viskositat ngos-1) [MPas]

Formulierung ungeschert geschert geschert geschert geschert
w0 25°C w1 25°C w5 25°C w12 25°C w18 25°C
Rheopearl KL® 1%
Miglygl g2 025%09 38,007 40,7+08 43,8£0,8 42210
Rheopearl KL® 2%
Miglygl 812 ° o 1080£20 579+ 1,0 56,0 £ 1,3 61,7407 60,1+1,9
Rheopearl KL® 3%
Miglygl o °  3440+10  1365+15 136,5+0,7 1353 +1,3 1425+1,8
®
s*i‘gel;gfgg'z"'- 4% 5275+36  2243+39  2165+35  2391+3.1 212,2 + 2.1
®

I\Rﬂ?gel‘y’gleg:'z“ 5% 1002,0+192 4405+105 4425+175 4470+112  4740+98
Rheopearl KL® 1%
Sesarﬁ)qm ° 116334 89,0 0,6 90,6 + 0,5 97.2+0,8 95,6+ 0,7
Rheopearl KL® 2%
Seseamdl °  191,7%£16  1190%£10  121,0:03  1253%16  1272%18
Rheopearl KL® 3%
Sesar?ﬁl ° 5242%41  2291+23  2311+36  2333+32  2391+28
Rheopearl KL® 4%
Sesar?]m ’ 846,2+9,8 370,1+8,2 328,5+6,3 325,3+5,1 349,8 + 6,2
Rheopearl KL® 5%

P ° 423514207  5812+6.1 565,2 + 5,1 5212 + 4.1 589,2 + 6,3

Sesamol

Analog zu den Formulierungen mit AISt ALG V® kann auch bei den Formulierungen

mit Rheopearl KL® eine deutliche Abnahme der Viskositat nach der Behandlung mit

der MoérsermUhle beobachtet werden. Ein signifikanter Wiederanstieg der Viskositat

im Verlauf der Lagerung ist bei Rheopearl KL® haltigen Grundlagen im Vergleich zu
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AISt ALG V® nicht zu erkennen. Die Vergleichsviskositat des Fertigarzneimittels wird
oberhalb von 4% fir die gescherten Miglyol 812 Formulierungen und zwischen 3 und

4% fur die Sesamolansatzen erreicht.

Um Veranderungen wahrend der Lagerung der gescherten Systeme besser abbilden
zu konnen, wurden zusatzlich oszillatorische Messungen durchgefuhrt und die Min-
destschubspannung T=c~) der Formulierungen bestimmt. Die Mindestschubspan-
nung ist eine Kenngrofle flir Formulierungen die in ungeschertem Zustand Feststoff-
charakter besitzen (Speichermodul G* > Verlustmodul G™), diesen aber unter Sche-
rung verlieren und Flussigkeitseigenschaften annehmen (Verlustmodul G""> Spei-
chermodul G”) (vgl. Tabelle 37 und Tabelle 38).

Tabelle 37: Schubspannung T ¢--¢~) von Miglyol 812 und Sesamoél verdickt mit 1-5% AlSt
ALG V® ungeschert, sowie nach Scherung mit der Mérsermiihle und Lagerung bei RT nach 1, 5,

12 und 18 Wochen (Mittelwert * Standardabweichung, n=3)

Mindestschubspannung Tg-c") [Pa]

Formulierung ungeschert geschert Geschert Geschert geschert
w0 25°C w1 25°C W5 25°C w12 25°C w18 25°C
AISt ALG V® 1% . s . . .
: G''>G G''>G G''>G G'>G G ">G
Miglyol 812
AISt ALG V® 2%
: 1.9+0,1 0,6 + 0,01 12+0,03 1,3+0,07 1,0 0,09
Miglyol 812
AISt ALG V® 3%
\ 12,9+ 0,5 21402 2,7+017 2,6+0,08 2,8+0,12
Miglyol 812
AISt ALG V® 4%
\ 28,1 +1,1 47 +0,1 46+0,2 5,6 + 0,04 54 +0,1
Miglyol 812
AISt ALG V® 5%
\ 69,6 + 2,1 6,5+0,3 9,0+0,2 9,1+0,5 9,0+£0,3
Miglyol 812
AIStALG V ®1% o s e e
, 0,2 +0,02 G ">G G ">G G'">G G'">G
Sesamol
AISt ALG V® 2%
: 7,5+0,2 2,5+ 0,07 3,0+0,1 2.9+0,05 3,0 +0,1
Sesamol
AISt ALG V® 3%
. 30,3+1,3 3,3+0,1 6,5+ 0,2 4,8+0,1 3,3+0,1
Sesamol
AISt ALG V® 4%
, 40,0+ 1,3 48+0,1 55+0,2 5,0+ 0,1 5,0+0,2
Sesamol
AISt ALG V® 5%
74,9 + 2.1 12,8 £ 0,7 14,6 + 0,4 12,3+0,2 11,4 + 0,4

Sesamol
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Analog zu den Ergebnissen der Bestimmung der Fliesskurve ist zu erkennen, dass
durch die Scherung die Gelstruktur der Formulierungen stark verandert wird. Im
Vergleich zu den ungescherten Formulierungen nimmt die Mindestschubspannung
Tc'=c) deutlich ab und bleibt auch wahrend der Einlagerung bei 25°C Uber den Be-
obachtungszeitraum konstant auf niedrigem Niveau. Im Vergleich zu den ungescher-
ten Formulierungen muss auf die Formulierungen wesentlich weniger Scherstress
ausgeubt werden, bis diese zu flieBen beginnen. Ein deutlicher Wiederanstieg der
Mindestschubspannung wahrend der Einlagerung ist fur keine Formulierung zu er-

kennen. Dies deutet darauf hin, dass eine irreversible und dauerhafte Zerstérung des

Anteils der festen Gelstrukturen stattgefunden hat.

Tabelle 38 Schubspannung T (¢=¢) von Miglyol 812 und Sesamél verdickt mit 1-5% Rheo-
pearl KL® ungeschert, sowie nach Scherung mit der Mérsermiihle und Lagerung bei RT nach 1,
5, 12 und 18 Wochen (Mittelwert + Standardabweichung, n=3)

Mindestschubspannung T-¢-) [Pa]

Formulierung ungeschert geschert geschert geschert geschert
w0 25°C w1 25°C W5 25°C w12 25°C w18 25°C

Rheopearl KL® 1%

Miglygl fafh °  0.3+0,005 G >G’ G >G’ G >G’ G >G’
®

“Rﬂ?gel‘y’gleg:'z“ 2% 0,7+0,05 0.2 + 0,04 0.1+0,02 0.1+ 0,01 0.2+0,03
®

s*i‘gel;gfg;'z"'- 3% 192102 28+0.10 1,9+0,07 1,9+0,04 1.4 +0,02
®

I\Rﬂ?gsgfg:';'- 4% 415009 42402 37402 4.2 +0,04 43401

Rheopearl KL® 5%

Miglygl fafh ° 1108 + 2,1 125+0.3 147+06 151+0,3 144+03

Rheopearl KL® 1%

Sesar%él o 3,0+0.1 01+0,02 0.1+0.01 01+0.03 03+0,05

Rheopearl KL® 2%

Sesar%dl ’ 2,5£0,2 0,8+0,07 0,7 +0,07 0,4+0,01 0,4 +0,02

Rheopearl KL® 3%

Sesarzm o 286+18 47+03 43+02 41401 34 +009

Rheopearl KL® 4%

Sesar‘;él o 574412 84+03 72408 79+05 71+04

Rheopearl KL® 5%

P ° 113,9+19 171+06 17.9+1.0 195+0.8 174+06

Sesamol
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Auch bei den Ansatzen mit Rheopearl KL® kann ein starkes Absinken der Tg=c")
Werte in Folge der Scherung mittels Morsermuhle beobachtet werden. Wahrend des
Beobachtungszeitraums bleiben auch die 1c'=¢) Werte nach Scherung relativ kon-
stant. Eine Wiederherstellung der festen Gelkomponenten kann ebenfalls nicht beo-

bachtet werden.

Zusammenfassend kann aus den rheologischen Untersuchungen der gescherten
Formulierungen geschlossen werden, dass die Behandlung mit der Mérsermuhle zu
einer deutlichen Veranderung der Viskositat nges1 und der Mindestschubspannung
Te-c+ Im Vergleich zu den ungescherten Formulierungen fuhrt. Da die Mindest-
schubspannung T1-¢+ Wahrend des Beobachtungszeitraums relativ gleichmallig auf
dem jeweils neu gewonnenen Niveau verharrt, kann auf eine dauerhafte Beeintrach-
tigung der festen Gelanteile geschlossen werden. Im zeitlichen Verlauf der nuoos1
Werte kann bei den Formulierungen mit héheren Anteilen an AlSt ALG V® eine ge-
wisse Restrukturierung des flussigen Gelanteils beobachtet werden. Fur die Applika-
tion durch dunne Kanulen kdnnte dieser Anstieg von Nachteil sein. Somit erscheinen
die Formulierungen mit AISt ALG V® und Rheopearl KL® in Anteilen von 1-4% in
Miglyol 812 und 1-3% in Sesamdl fur die weitere Untersuchung der in vitro Wirkstoff-

freisetzung besonders geeignet.

lll.6. Untersuchung der Wasseraufnahme verdickter Grundlagen

In Kapitel 111.1.3 wurde die Wasseraufnahme der reinen Ole wahrend der Einlagerung
Uber physiologischem Phosphatpuffer (PBS) untersucht. Mit dem vorliegenden Ver-
suchszweig sollte untersucht werden, ob sich die Wasseraufnahme der Grundlagen
bedingt durch den Zusatz von Verdickungsmitteln verandert. Idealerweise sollte
diese moglichst niedrig liegen, um eine vorzeitige Degradation des suspendierten
Proteins nach der Applikation in vivo durch in das Depot aufgenommene Gewebs-

flissigkeit zu verhindern (Heintz et al.; 2001).

Fur die Bestimmung der Wasseraufnahme wurden Ansatze von Miglyol 812 und
Sesamol mit den Verdickungsmitteln in 1-5% Anteilen hergestellt. Anschliel3end
wurden jeweils 1g Formulierung in ein 20ml Injektionsglas mit 10ml PBS gegeben
und bei 37°C Uber 4 Wochen eingelagert. Nach Ende der Einlagerung wurden die auf
der Oberflache schwimmenden Formulierungen mit einem Spatel enthommen und
oberflachlich mitgeschlepptes Restwasser durch Zentrifugation abgetrennt. Der Was-

sergehalt der Proben wurde analog zu Kapitel 111.1.3 mittels Karl-Fischer Titration
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bestimmt (Tabelle 39). Da bei einer Reihe von Formulierungen der bei Probenzug
mitgeflhrte Restpuffer nicht vollstandig durch Zentrifugation separiert werden konnte,
waren fur diese keine reproduzierbaren Werte bestimmbar.

Tabelle 39: Wassergehalt verschiedener Formulierungen nach 4 Wochen Einlagerung bei 37°C
tiber physiologischem Phosphatpuffer (Mittelwert * Standardabweichung, n=3) (n.d. = nicht
bestimmbar)

. i Wassergehalt [%] . i Wassergehalt [%]
ormu |erung ormu |erung
w4, PBS, 37°C w4, PBS, 37°C
Miglyol 812 0,120 + 0,003 Sesamol 0,051 + 0,009
® ®
mz&:—;z 1% nd. g‘fsta’;‘q'ﬁ V1% 0,077 + 0,016
® ®
/'\*A'zf ;;L;\z/ 2% 0,900 + 0,160 g‘fsta’;‘qﬁ V7 2% 0.198 + 0,068
® ®
Qgﬁ[;\é 3% 0,852 + 0,136 élesstaﬁwl_écls V7 3% 0.351 0,013
® ®
/'\*A'zf 32|L§331\2/ 4% 1,710 + 0,348 g‘fsta’;‘ﬁ V= 4% 1,438 + 0,087
® ®
@I'zf ﬁf;\é 5% 1,620 + 0,105 glesstaAmL('jCI; V5% 1,530 + 0,148
Rheopearl KL® 1% Rheopearl KL® 1%
Miglygl 812 ’ n.d. Sesarﬁ:m ° 0,089 + 0,001
Rheopearl KL® 2% Rheopearl KL® 2%
Miglygl 812 ’ n.d Sesams ’ 0,154 £0,026
Rheopearl KL® 3% Rheopearl KL® 3%
Miglygl s o 0,347 + 0,008 Sesar?wél o 0,086 + 0,027
® ,0 ® 40
Rheopearl KL™ 4% nd Rheopearl KL™ 4% nd
Miglyol 812 e Sesamol h
Rheopearl KL® 5% Rheopearl KL® 5%
p 0 n.d. P 0 n.d.

Miglyol 812

Sesamol

Die Ergebnisse zeigen, dass nach dem Zusatz von AlSt ALG V® und Rheopearl KL®
die Wasseraufnahme im Vergleich zu den nativen Olen (vgl. auch Kapitel 111.1.3
Tabelle 19) ansteigt. Mit hdheren Anteilen an AISt nimmt ebenfalls die Wasserauf-
nahme zu. Fiir Rheopearl KL® konnten aufgrund der oben beschriebenen Problem-
stellung nur relativ wenige Ansatze vermessen werden. Die erhaltenen Messwerte
deuten nur auf eine geringe Zunahme des Wassergehalts hin. Mit Maximalwerten bis

ca. 2% bei AISt ALG V® liegen die Werte in einem Bereich, der von verschiedenen
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Autoren als flr die Gewahrleistung der Lagerstabilitat von Proteinen als tolerabel
angesehen wird, z.B. hGH (Berry et al.; 2000), bST (Jeng et al.; 2001) (Mitchell;
1992). Auch unter diesem Gesichtspunkt konnen deshalb die Formulierungen mit
AISt ALG V® und Rheopearl KL® fiir die weiteren Versuche der vorliegenden Arbeit

empfohlen werden.

lll.7. In vitro und in vivo Freisetzungsversuche

.7.1. In vitro Testsystem

In Kapitel 1.3 der vorliegenden Arbeit wurde der Aufbau verschiedener in vitro Test-
systeme flur parenterale Arzneiformen vorgestellt. Von vielen Autoren wurde einer-
seits das Fehlen eines offiziell anerkannten und allgemein verbindlichen Testsystems
bemangelt, da die Vielzahl der angewendeten Testsysteme einen Vergleich der Frei-
setzungsdaten untereinander deutlich erschwert. Andererseits wurde aufgrund der
stark variierenden physikalischen und chemischen Eigenschaften der unterschiedli-
chen Depotsysteme grundsatzlich hinterfragt, ob jemals ein allgemein verbindlicher

Testaufbau moglich sein wird (Burgess et al.; 2004) (Siewert et al.; 2003).

Im Rahmen der Uberlegungen fir den Entwurf des in vitro Freisetzungssystems
dieser Arbeit entstand eine Reihe von Kontakten zu anerkannten Autoren auf dem
Gebiet der Depotformulierungen. Diese bemangelten ebenso die Problematik des
nichtexistenten verbindlichen in vitro Testsystems: ,There is no current right or wrong
way (...). Everybody in this area is debating the best way to perform such tests on
protein containing injections and no one has the ultimate answer.” (Rathbone; 2002).
Andererseits ergaben sich auch interessante Gesichtspunkte, welche Einfluss auf die
weiteren Planungen nahmen: ,The surface area of the depot formulation exposed to
the dissolution medium is very critical for the evaluation of such type drug delivery
systems. (...) The surface area of the depot formulation exposed to body fluid (...)
can be estimated by assuming that the depot will stay in a spherical shape after ad-
ministered (...)" (Sun; 2002).

Um einerseits eine realitatsnahe Dimensionierung des in vitro Testsystems gewahr-
leisten zu konnen und andererseits einen spateren Vergleich der in vitro erzielten
Freisetzungsdaten mit den Ergebnissen der in vivo Versuche méglich zu machen,
wurde der oben beschriebene Ansatz von Y. Sun zur Abschatzung der Grenzflache
zwischen Depotformulierung und Freisetzungsmedium auf das Design des in vitro

Testsystems angewendet. Fur die praktische DurchflUhrung wurden Injektionsflasch-
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chen mit unterschiedlichen Innendurchmessern verwendet. In diesen wurde wassri-
ges Freisetzungsmedium mit 6lhaltigen Formulierungen Uberschichtet. Aufgrund der
niedrigeren Dichte bildeten die dligen Formulierungen auf der Oberflache des Frei-
setzungsmediums eine gleichmaRige Schicht, die durch den Innendurchmesser des
Vials exakt begrenzt wurde. Durch die Auswahl verschiedener Injektionsflaschchen
konnte die Grenzflache zwischen Formulierung und Freisetzungsmedium gezielt so
gesteuert werden, dass diese unter der Annahme einer spharischen Ausbildung des

injizierten Depots mit dessen Oberflache korrelierte.

Fir die ersten in vitro Versuche wurden 22R Injektionsvials mit einem Innenradius

von 1,45cm verwendet. Anhand der Formel
Querschnittsflache Vial = (Innenradius Vial)?

kann aus dem Innenradius des Vials die Grenzflache zwischen Formulierung und

Freisetzungsmedium berechnet werden.

Uber die Formel
Kugelvolumen = % 1 (Innenradius Vial)®

kann nun das Volumen eines oberflachengleichen spharischen Depots entsprechend

dem jeweiligen Injektionsvolumen berechnet werden.

Die Querschnittsflache eines 22R Vials mit 1,45cm Innenradius ist somit oberfla-
chengleich zu einem Kugelvolumen von 1,6ml, welches gut im Idealbereich von klei-
ner 2ml fur s.c. und i.m. Injektionen zur Anwendung am Menschen liegt (vgl. Kapitel
[.2.1 Tabelle 4).

In den spateren in vitro Versuchen, die parallel zu den in vivo Untersuchungen durch-
gefuhrt wurden, wurden kleinere 2R Flaschchen verwendet, da diese mit einem In-
nenradius von 0,7cm und einer Querschnittsflache von 1,54cm? der 1,650m2 grolden
Oberflache eines spharischen Depots mit einem Volumen von 0,2ml, entsprechend

dem Injektionsvolumen der in vivo Versuche, am nachsten kamen.
l.7.2. In vitro BSA Freisetzungsversuche

Fur die ersten orientierenden in vitro Freisetzungsversuche wurde als Modellprotein
bovines Serum Albumin der PartikelgroRenklasse 45-63um nach Siebung verwendet.
Die Bestimmung der Partikelgrof3enverteilung mit der Laserlichtstreuung ergab fur
die verwendete BSA Siebfraktion einen d,05 Wert von 42,27um und einen d 0.9

Wert von 85,45um. Das in vitro Freisetzungsverhalten der untersuchten BSA Sus-
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pensionen wurde nach dem in Kapitel 11.2.9 dargestellten Vorgehen bestimmt. Der
BSA Gehalt der erhaltenen Proben wurde anschlielend mit der in Kapitel 11.2.10

dargestellten BCA Methode untersucht.

In einer ersten Versuchsreihe wurde fir die Untersuchung der Proteinstabilitat im
Freisetzungsmedium eine BSA Losung in isotonischem Phosphatpuffer (PBS) unter-
sucht. Zugleich wurde auch die BSA Freisetzung aus den nicht verdickten Grundla-

gen Miglyol 812 und Sesamdl bestimmt (siehe Tabelle 40).
Die BCA Bestimmungen der BSA in PBS Proben ergaben bis zu einem Einlage-

rungszeitraum von einer Woche relativ konstante und in sich konsistente Messer-
gebnisse. Bei langerer Einlagerung stiegen diese aber sprunghaft an und flhrten zu
Messergebnissen deutlich oberhalb der eingesetzten BSA Einwaage. Offensichtlich
wurden hierbei durch das BCA Assay Abbauprodukte miterfasst, dies sich erst bei
langerer Einlagerung bildeten. Aus diesem Grund werden in den nachfolgenden
Abbildungen fur die BSA in vitro Freisetzungsversuche nur Messergebnisse bis Pro-

benzug an Tag 7 dargestellt.

Tabelle 40: Bestimmung des BSA Gehaltes in PBS mit BCA Assay und Bestimmung der BSA
Freisetzung aus Miglyol 812 und Sesamél, Mittelwert + Standardabweichung, n=3, Angabe in
Prozent der BSA Einwaage

Formulierung

BSA in PBS BSA in Miglyol 812 BSA in Sesamdl
Probenzug BSA Gehalt [%] Freisetzung [%] Freisetzung [%]
2h 102,1+2,8 97,3+ 3,1 85,9+1,2
7h 101,8+2,5 103,1+3,3 87,6 +1,3
24h 103,6 £4,0 102,31+ 2,6 84,834
2d 102,9+ 3,9 102,9+ 3,5 85,7+25
3d 105,2 £ 4,7 104,6 £ 0,5 88,2+14
4d 104,3+ 4,8 103,0+ 2,5 87,7+25
7d 104,6 + 2,6 102,7 £ 3,1 89,8+2,38

Aus den Ergebnissen der Versuchsreihen BSA in Miglyol 812 und BSA in Sesamdl
kann man deutlich erkennen, dass die nicht verdickten Grundlagen zu einer sehr
raschen Wirkstofffreisetzung flhren, die bereits nach 2h fast den Maximalwert errei-
chen. Aus Miglyol 812 ist die Freigabe vollstandig, wahrend bei Sesamal nur ca. 90%
im Akzeptormedium gefunden werden. Offensichtlich fuhrt hierbei die hohere Viskosi-

tat des Sesamdls (vgl. Kapitel 111.1.2 Tabelle 18 n1oos-1; 37:c = 38,2mPas) zu einer im
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Vergleich zu dem weniger viskosen Miglyol 812 (vgl. Kapitel 1ll.1.2 Tabelle 18

N100s-1:37:c = 16,9mMPas) verringerten Gesamtfreisetzung.

In den weiteren Versuchszweigen wurde der Einfluss der Verdickung auf die BSA
Freisetzung bestimmt. Zunachst wurden Formulierungen mit 1,0%, 1,5% und 2,0%
AISt ALGV® in Miglyol 812 und Sesamél untersucht (vgl. Tabelle 41 und Tabelle 42).

Tabelle 41: Bestimmung der BSA Freisetzung aus Miglyol 812 mit 1,0%, 1,5% und 2,0%
AISt ALG V®, Mittelwert * Standardabweichung, n=3, Angabe in Prozent der BSA Einwaage

Formulierung

BSA in Miglyol 812 BSA in Miglyol 812 BSA in Miglyol 812
1,0% AISt ALG V® 1,5% AISt ALG V® 2,0% AISt ALG V°®
Probenzug Freisetzung [%] Freisetzung [%] Freisetzung [%]

2h 19,6 £7,8 keine Freisetzung keine Freisetzung
7h 27,741 keine Freisetzung keine Freisetzung
24h 304 +4,1 0,7+0,5 keine Freisetzung
2d 30,7+3,4 40+28 keine Freisetzung
5d 37,5+4,8 54+1,0 keine Freisetzung
7d 36,2+6,9 8,0+£0,5 keine Freisetzung

Die Miglyol 812 Formulierung mit 1,5% AISt ALG V® gibt wahrend des Beobach-
tungszeitraums mit 8% BSA an Tag 7 insgesamt genommen nur sehr wenig Protein
frei. Eine weitere Erhéhung des AISt ALG V® Anteils auf 2% fiihrt zu einer vollstandi-
gen Unterdriickung der BSA Freisetzung wahrend des gesamten Beobachtungszeit-
raums. Im Gegensatz hierzu werden aus der 1% AISt ALG V® Formulierung mit
ca. 20% nach 2h, ca. 30% nach 24h und ca. 36% nach 7 Tagen grof3ere Anteile BSA

freigesetzt.

Der Vergleich der hilfsstofffreien Miglyol 812 Formulierung (vgl. Tabelle 40) mit der
1% AISt ALG V® Miglyol 812 Formulierung zeigt deutlich, dass bereits durch einen
relativ geringen Hilfsstoffzusatz sowohl Gesamtfreisetzung (z.B. Tabelle 40 7d:
104,6% versus Tabelle 41 d7: 36,2%) als auch die Freisetzung kurz nach Applikation
(vgl. Tabelle 40: 2h: 97,3%, 24h: 102,3% versus Tabelle 41: 2h: 19,6%, 24h: 30,4%)
deutlich beeinflusst werden kdnnen.

In Kapitel 111.5 wurden die rheologischen Eigenschaften der verdickten Grundlagen
vor und nach Scherung bestimmt (vgl. Tabelle 37 und Tabelle 38). Die Messungen

ergaben, dass die Formulierung AISt ALG V® 1% in Miglyol 812 permanenten Fliis-
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sigkeitscharakter besitzt, da bei allen Messpunkten das flUissigkeitstypische viskose
Modul G™ gegentiber dem festkdrpertypischen Speichermodul G™ Gberwiegt. Formu-
lierungen mit héheren Anteilen an AISt ALG V® in Miglyol 812 hingegen besitzen
nach Scherung grundsatzlich Feststoffcharakter und nehmen erst nach Uberwinden
der Mindestschubspannung 1c=c) Flussigkeitseigenschaften an. Dies kann die BSA
Freisetzung aus der 1% AISt ALG V® Formulierung in Miglyol 812 und die geringe bis
keine Freisetzung aus den 1,5% und 2% Formulierungen erklaren. In der 1% AISt
Formulierung kdnnen die BSA Partikel aufgrund des FlUussigkeitscharakters stetig zur
Phasengrenze wandern und in das Freisetzungsmedium Ubertreten, wahrend bei der
2% Formulierung die Gewichtskraft der BSA Partikel nicht mehr ausreicht, um die
Mindestschubspannung zu Uberwinden. Eine Sedimentation innerhalb der Formulie-
rung und nachfolgende Freisetzung findet deshalb nicht mehr statt. Die 1,5% Formu-
lierung mit geringer Freisetzung nimmt hier offensichtlich eine Mittelstellung ein.
Potentiell kbnnen hier oberflachennahe BSA Partikel noch aus dem Depot gelost

werden.

Analog zu den Versuchen auf Grundlage Miglyol 812 wurden auch Formulierungen
mit 1,0%, 1,5% und 2,0% AISt ALG V® in Sesamdl untersucht (vgl. Tabelle 42).

Tabelle 42: Bestimmung der BSA Freisetzung aus Sesamol mit 1,0%, 1,5% und 2,0%
AISt ALG V®, Mittelwert * Standardabweichung, n=3, Angabe in Prozent der BSA Einwaage

Formulierung

BSA in Sesamdl BSA in Sesamdl BSA in Sesamdl
1,0% AISt ALG V® 1,5% AISt ALG V® 2,0% AISt ALG V°®
Probenzug Freisetzung [%] Freisetzung [%] Freisetzung [%]
2h 28,1+51 keine Freisetzung keine Freisetzung
7h 30,5+2,6 keine Freisetzung keine Freisetzung
24h 379+1,2 keine Freisetzung keine Freisetzung
2d 37,5+3,0 keine Freisetzung keine Freisetzung
5d 36,1+6,7 keine Freisetzung keine Freisetzung
7d 38,4+£0,3 keine Freisetzung keine Freisetzung

Ahnlich zu den Ergebnissen der Tabelle 41 ist auch bei den Formulierungen auf
Basis von Sesamdl deutlich der Effekt des Hilfsstoffzusatzes auf die Freisetzung
erkennbar. Bei einem Anteil von 1,5% und 2% AISt ALG V® wird kein BSA mehr
freigegeben, wahrend bei einem Anteil von 1% AISt ALG V nach 2h fast 30% und
nach 7d fast 40% BSA freigegeben wird. Auch hier kdnnen die Freisetzungsdaten
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anhand der oszillatorischen Untersuchungen aus Kapitel 111.5 Tabelle 37 und Tabelle
38 interpretiert werden. Da die Formulierung mit 1% Hilfsstoff nach Scherung fort-
wahrenden Flussigkeitscharakter (G ">G") besitzt, konnen die BSA Partikel unab-
hangig von dem Uberwinden einer Mindestschubspannung durch Sedimentation
freigesetzt werden. Die Formulierung mit 2% Hilfsstoff in Sesamdl besitzt vergleich-
bar zur Formulierung in Miglyol 812 nach Scherung eine Mindestschubspannung
Tc'=g) die von den BSA Partikeln nicht dberwunden werden kann und zu einem
Ausbleiben der Freisetzung fiihrt. Konnte bei der Formulierung mit 1,5% AISt ALG V®
in Miglyol 812 noch eine geringe Freisetzung beobachtet werden, so bleibt diese bei
der Formulierung auf Basis Sesamdl vollstandig aus. Offensichtlich ist hier der Fest-
stoffcharakter im Vergleich zur Miglyol 812 Formulierung starker ausgepragt. Diese
Beobachtung wird auch durch die hohere Mindestschubspannung der 2,0%
AISt ALG V® Sesamdl Formulierung (ca. 3Pa) gegeniiber der Formulierung 2,0%
AISt ALG V® Miglyol 812 (ca. 1,2Pa) unterstitzt (vgl. Kapitel 111.5).

Da die Formulierungen mit einem Aluminiumstearatanteil Uber 1% in den in vitro
Untersuchungen nur geringe bis keine Freisetzung zeigten, wurden in den anschlie-
Renden Versuchsreihen AlSt Formulierungen mit geringeren Hilfsstoffanteilen unter-
sucht (vgl. Tabelle 43 und Tabelle 44).

Tabelle 43: Bestimmung der BSA Freisetzung aus Miglyol 812 mit 0,2%, 0,4%, 0,6% und 0,8%
AISt ALG V®, Mittelwert * Standardabweichung, n=3, Angabe in Prozent der BSA Einwaage

Formulierung

BSA in Miglyol 812  BSA in Miglyol 812  BSA in Miglyol 812  BSA in Miglyol 812
0,2% AIStALG V®  0,4% AIStALG V®  0,6% AIStALG V®  0,8% AISt ALG V®

Probenzug Freisetzung [%] Freisetzung [%] Freisetzung [%] Freisetzung [%]
2h 64,5+ 8,9 63,4+6,9 50,9+ 3,6 30,5+3,6
6h 70,6 + 3,1 62,3+6,4 62,2+ 6,2 316+1,9
24h 77,3+5,3 62,8 +4,2 71,7145 32,7+44
2d 74,6 £6,0 69,8 + 5,1 719122 325+3,0
5d 80,6 + 8,3 70,2+9,5 71,4+27 33,8127
7d 81,0+4,6 75,4 3,5 719+5,2 33,7117

Aus den Daten der in vitro Untersuchungen auf Basis von Miglyol 812 und
AISt ALG V® Anteilen kleiner 1% wird der Einfluss des steigenden Hilfsstoffanteils auf
die BSA Freisetzung deutlich erkennbar. Verhalten sich die Formulierungen mit 0,2%
bis 0,6% AISt ALG V® relativ ahnlich und zeigen bereits nach 2h rasche und hohe
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Freisetzung und einen nur moderaten weiteren Anstieg bis Tag 7 (z.B. Tabelle 43:
0,2%/0,4%/0,6% AISt ALG V® 2h: 64,5%/63,4%/50,9% BSA Freisetzung, 7d:
81,0%/75,4%/71,9% BSA Freisetzung), so tritt bei einer weiteren Erhdhung auf 0,8%
AISt ALG V® ein deutlicher Abfall der Gesamtfreisetzung und eine nur geringfiigige
weitere Steigerung des bei 2h erreichten Niveaus im weiteren zeitlichen Verlauf auf
(z.B. Tabelle 43: 0,8% AISt ALG V® 2h 30,5%, 7d: 33,7%). In ihrem Freisetzungsver-
halten ahnelt die Formulierung mit 0,8% AISt ALG V® der Formulierung mit 1,0%
Hilfsstoff in Miglyol 812 (vgl. Tabelle 42). Offensichtlich ist der Einfluss des Additivs
auf die Eigenschaften der Formulierung bei niedrigen Anteilen von 0,2 bis 0,6% AISt
ALG V® noch relativ gering, so dass diese die suspendierten BSA Partikel rasch
freigeben und ein Freisetzungsverhalten ahnlich der nicht verdickten Grundlage

zeigen (vgl. Tabelle 40).

Analog zu den Formulierungen mit Miglyol 812 wurden auch die Formulierungen auf
Basis von Sesamél mit AISt ALG V® Gehalten von weniger als 1% untersucht (vgl.
Tabelle 44).

Tabelle 44: Bestimmung der BSA Freisetzung aus Sesamol mit 0,2%, 0,4%, 0,6% und 0,8% AISt
ALG V®, Mittelwert * Standardabweichung, n=3, Angabe in Prozent der BSA Einwaage

Formulierung [%]

BSA in Sesamdl BSA in Sesamol BSA in Sesamdl BSA in Sesamdl
0,2% AIStALGV®  0,4% AIStALG V®  0,6% AIStALGV®  0,8% AISt ALG V®

Probenzug Freisetzung [%] Freisetzung [%] Freisetzung [%] Freisetzung [%]
2h 69,8 £ 2,6 61,0+ 4,6 514+14 19,56+2,3
7h 71,5+1,1 69,4 +2,9 62,6 +7,4 23916
24h 85,6 £ 3,0 72,9+3,6 63,8 + 4,1 26,1+2,0
2d 80,1+2,2 75,2+3,2 65,6 +2,7 34,7+1,8
5d 81,9152 72,5+2,3 65,4 +2,6 57,5+5,5
7d 84,9+55 77,6 £6,2 66,4 + 4,6 62,5+7,0

Wie bei den Ergebnissen der Freisetzungsuntersuchungen auf Basis von Migly-
ol 812, kann auch bei den Formulierungen von AISt ALG V® in Sesamdl mit zuneh-
mendem Hilfsstoffanteil ein Absinken der prozentualen Freisetzung nach 24h und
eine Verringerung der kumulierten Freisetzung nach 7 Tagen beobachtet werden
(vgl. Tabelle 44).

Die Formulierung mit 0,2% Additivanteil zeigt noch im Wesentlichen die Eigenschaf-

ten des nativen Sesamdls. Die Freisetzung erfolgt sehr rasch und ist nach 24h mit
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ca. 86% nahezu abgeschlossen (vgl. Tabelle 40 und Tabelle 44). Der Anteil von
0,2% AISt ALG V®ist offensichtlich noch zu gering, um die Eigenschaften der Formu-
lierung und deren Freisetzungsverhalten im Vergleich zu reinem Sesamal deutlich zu
verandern. Eine Anhebung des AISt ALG V® Anteils fiihrt zu dem Absinken der Frei-
setzungswerte nach 24h und 7d (z.B. Tabelle 44: 0,4%/0,6%/0,8% AlISt ALG V® 24h:
72,9%/63,8%/26,1% BSA Freisetzung, 7d: 77,6%/66,4%/62,5% BSA Freisetzung).
Wahrend die 0,4% und 0,6% AISt ALG VV® Formulierung zu einer eher gleichmaRigen
Reduktion der 24h/7d Messwerte neigen, zeigt die 0,8% Formulierung ein interessan-
tes Verhalten: Die Freisetzung in den ersten 24h betragt nur ca. 26% und steigt wah-
rend des Beobachtungszeitraums auf 63% nach 7 Tagen an. Hier ist der gewlinschte
Effekt der Retardierung der BSA Freisetzung durch den Einsatz eines Gelbildners
deutlich erkennbar. Eine Erhdhung der AISt ALG V® Konzentration auf 1,0% fiihrt
dann allerdings wiederum zu einem deutlichen und gleichmaBigen Absinken der 24h
und 7d Werte (vgl. Tabelle 42 1,0% AlSt ALG V® 24h/7d: 37,9%/38,4% BSA Freiset-

zung).

Wie bei den Formulierungen mit AISt ALG V® wurde auch die BSA Freisetzung aus
Rheopearl KL® haltigen Formulierungen bestimmt (vgl. Tabelle 46 und Tabelle 47).

Die Versuche mit AlSt ALG V® hatten ergeben, dass aus Formulierungen mit hohe-
rem Anteil Hilfsstoff aufgrund des Feststoffcharakters der verdickten Grundlagen kein
BSA freigegeben wurde. In dem vorliegenden Versuchszweig wurden deshalb fur die
ersten Bestimmungen Formulierungen mit etwas niedrigeren Gehalten an viskosi-
tatserhdhendem Additiv untersucht. Um den Umfang der zu untersuchenden Proben
anzupassen, wurden flr diesen ersten Schritt nur Formulierungen auf Basis Sesamdl

erprobt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 45 dargestellt.
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Tabelle 45: Bestimmung der BSA Freisetzung aus Sesamol mit 0,5%, 1,0% und 1,5% Rheopearl
KL®, Mittelwert * Standardabweichung, n=3, Angabe in Prozent der BSA Einwaage

BSA in Sesamol

0,5% Rheopearl KL®

Formulierung
BSA in Sesamdl

1,0% Rheopearl KL®

BSA in Sesamadl
1,5% Rheopearl KL®

Probenzug Freisetzung [%] Freisetzung [%] Freisetzung [%]
2h keine Freisetzung keine Freisetzung keine Freisetzung
7h keine Freisetzung keine Freisetzung keine Freisetzung
24h keine Freisetzung keine Freisetzung keine Freisetzung
2d keine Freisetzung keine Freisetzung keine Freisetzung
5d keine Freisetzung keine Freisetzung keine Freisetzung
7d keine Freisetzung keine Freisetzung keine Freisetzung

Die rheologischen Untersuchungen der viskosen Grundlagen in Kapitel 111.5 hatten
ergeben, dass mit 1% Rheopearl KL® verdicktes Sesamdl noch in geringem Ausmaf
Feststoffcharakter besitzt und eine Mindestschubspannung von 0,1Pa aufweist. Hier-
durch lasst sich erkldren, dass die Formulierungen mit 1,0 und 1,5% Rheopearl KL®
zu keiner BSA Freisetzung fuhren. Auffallend ist, dass auch bei der Formulierung mit
0,5% Hilfsstoff keinerlei BSA aus der Matrix freigegeben wird. Offensichtlich ist be-
reits ein sehr geringer Hilfsstoffanteil ausreichend, um die BSA Freisetzung unter den
Bedingungen des in vitro Tests zu unterbinden.

Aufgrund der Ergebnisse der oben beschriebenen Versuche wurden im nachsten
Schritt Grundlagen mit sehr kleinen Anteilen von 0,1-0,3% Hilfsstoff untersucht (vgl.
Tabelle 46 und Tabelle 47).
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Tabelle 46: Bestimmung der BSA Freisetzung aus Sesamol mit 0,1%, 0,2% und 0,3% Rheopearl
KL®, Mittelwert * Standardabweichung, n=3, Angabe in Prozent der BSA Einwaage

Formulierung

BSA in Sesamdl BSA in Sesamdl BSA in Sesamdl
0,1% Rheopearl KL®  0,2% Rheopearl KL°  0,3% Rheopearl KL®
Probenzug Freisetzung [%] Freisetzung [%] Freisetzung [%]
2h 33,0+6,9 2,0+23 Keine Freisetzung
7h 445+50 47 +2,3 Keine Freisetzung
24h 53,0+2,3 83144 02+1,8
2d 54,5148 8,0+1,8 1624
5d 53,7+1,9 8,627 1,5+£17
7d 53,7+3,7 8,2+2,6 1,5+1,8

Anhand der Daten der Tabelle 47 kann man erkennen, dass auch bei den sehr ge-
ringen Anteilen von nur 0,2% und 0,3% Rheopearl KL® in Sesamél die BSA Abgabe
aus den Formulierungen sehr stark eingeschrankt wird. Die Wirkstofffreisetzung
erreicht bei 0,3% Additiv nur ca. 1,5%, bei 0,2% Hilfsstoff ca. 8% der suspendierten
BSA Menge. Bei einem Anteil von 0,1% Rheopearl KL® steigt die kumulierte Freiset-
zung mit ca. 53% nach 24h deutlich gegenuber den anderen untersuchten Formulie-
rungen an. Allerdings erhoht sich der in den ersten 24 Stunden erreichte Wert mit

fortschreitender Beobachtungszeit nicht mehr weiter.

Nach den Untersuchungen mit niedrigen Anteilen von Rheopearl KL® in Sesamdl
wurden gleichgestaltete in vitro Versuche auf Basis von Miglyol 812 durchgefuhrt.

Deren Ergebnis ist in Tabelle 47 dargestellt.
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Tabelle 47: Bestimmung der BSA Freisetzung aus Miglyol 812 mit 0,1%, 0,2% und 0,3% Rheo-
pearl KL®, Mittelwert * Standardabweichung, n=3, Angabe in Prozent der BSA Einwaage

Formulierung

BSA in Miglyol 812 BSA in Miglyol 812 BSA in Miglyol 812
0,1% Rheopearl KL®  0,2% Rheopearl KL°  0,3% Rheopearl KL®
Probenzug Freisetzung [%] Freisetzung [%] Freisetzung [%]
2h 78,9+46 76,4 + 3,1 448 +4)7
7h 81,1+3,6 83,8 +3,5 46,7 £1,9
24h 85,5+5,3 85,5+3,2 46,8 +1,9
2d 86,7 +4,8 86,0 £2,7 50,4 +£1,2
5d 85,2+5,6 85,4 + 3,1 51,5+2,5
7d 86,4 + 2,1 86,1+7,8 50,2 +0,6

Im Unterschied zu den Sesamolformulierungen kann auch mit 0,3% Additiv eine
rasche und vergleichsweise hohe Freisetzung beobachtet werden. Binnen der ersten
24h tritt ein Anteil von ca. 46% des suspendierten BSA in das Freisetzungsmedium
Uber. Im weiteren Verlauf der Untersuchung kann allerdings nur noch ein moderater
weiterer Anstieg auf ca. 50% erreicht werden. Die Formulierungen mit 0,1% und
0,2% Rheopearl KL® zeigen eine deutliche Zunahme der Freisetzungsgeschwindig-
keit mit 2h/24h Werten von ca. 75% und 85% (vgl. Tabelle 47). Allerdings ist die BSA
Freisetzung der Formulierungen nach dem ersten Tag nahezu abgeschlossen, da mit
Werten von ca. 86% nach Tag 7 nur noch ein sehr geringer Anstieg im weiteren

Verlauf des Untersuchungszeitraums beobachtet werden kann.
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Il.7.3. Fazit der in vitro Freisetzungsversuche

Aus den Ergebnissen der in vitro Freisetzungsuntersuchungen kénnen zusammen-
fassend folgende Schlussfolgerungen gezogen werden: Anhand der Freisetzungsda-
ten lassen sich die Formulierungen im Wesentlichen in drei Gruppen einteilen. Zum
einen die nicht retardierenden Formulierungen mit sehr rascher Freisetzungsge-
schwindigkeit und hoher Gesamtfreisetzung. Hierzu zahlen die nicht verdickten nati-
ven o6ligen Grundlagen Miglyol 812 und Sesamal (vgl. Tabelle 40) und die Formulie-
rungen mit geringen Anteilen an Aluminiumstearat ALG V® und Rheopearl KL® (vgl.
Tabelle 43: 0,2% AISt ALG V® in Miglyol 812, Tabelle 44: 0,2% und 0,4% AISt
ALG V® in Sesamél, Tabelle 47: 0,1% und 0,2% Rheopearl KL® in Miglyol 812). Die-
se Formulierungen mit einer sehr raschen in vitro Freisetzung erreichen nicht die
Zielsetzung der Arbeit, die auf eine prolongierte Wirkstofffreisetzung Gber einen lan-

geren Zeitraum abzielt.

Demgegenuber stehen die verdickten Formulierungen, die keine oder allenfalls ge-
ringe Gesamtfreisetzung zeigen (vgl. Tabelle 41: 1,5% und 2,0% AISt ALG V® in
Miglyol 812, Tabelle 42: 1,5% und 2,0% AISt ALG V® in Sesamdl, Tabelle 45: 0,5%
bis 1,5% Rheopearl KL® in Sesamdl, Tabelle 46: 0,2% und 0,3% Rheopearl KL® in
Sesamdl). Das in vitro Freisetzungsverhalten dieser Formulierungen trifft das Ent-
wicklungsziel zunachst nicht, da das Modellprotein aus den Formulierungen kaum
freigegeben wird. Da sich die Umgebungsvariablen in vivo deutlich von denen in vitro
unterscheiden, konnte bei diesen nach Injektion in den Korper ein anderes Freiset-

zungsverhalten beobachtet werden.

In die dritte Gruppe fallen die Formulierungen, die in vitro eine mittlere Gesamtfrei-
setzung zeigen (vgl. Tabelle 41: 1,0% AISt ALG V® in Miglyol 812, Tabelle 42: 1,5%
AISt ALG V® in Sesamél, Tabelle 43: 0,4% bis 0,8% AISt ALG V® in Miglyol 812,
Tabelle 44: 0,6% AISt ALG V® in Sesamél, Tabelle 46: 0,1% Rheopearl KL® in Se-
samol), oder deren Freisetzung prolongiert erfolgt (besonders deutlich bei Tabelle 44
0,8% AISt ALG V® in Sesamdl). Gerade die Ergebnisse der letztgenannten Formulie-
rung mit 26% Freisetzung nach 24h und ca. 63% Freisetzung nach 7 Tagen kommen
dem Projektziel der verlangsamten Freisetzung Uber einen Zeitraum von mehreren

Tagen relativ nahe.
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ll.7.4. In vivo hGH Freisetzungsversuche

Da die komplexen in vivo Umgebungsbedingungen bei in vitro Versuchen meist nur
unvollstandig nachgeahmt werden konnen, ist eine direkte Vergleichbarkeit der Aus-
sagen der beiden unterschiedlichen Testsysteme und eine Vorhersage des in vivo
Verhaltens aus den in vitro Daten gewohnlich deutlich erschwert (Zuidema et al.;
1994) (Senior et al.; 2000). Aus diesem Grund wurden fur eine Reihe ausgewahlter

Formulierungen separate in vivo Daten erhoben (vgl. Kapitel 11.2.11).

In Tabelle 48 sind die Formulierungen dargestellt, die fir die Bestimmung der in vivo
Daten ausgewahlt wurden.

Tabelle 48: Ubersicht der Formulierungen fiir die Bestimmung von in vivo Daten

Applikationsvolu-

Formulierung Grundlage Additiv Anteil Modellprotein men
1 Sesamol 0% Additiv 5% hGH GFK 200yl
2 Sesamdl 3% AISt ALG V°® 5% hGH GFK 200yl
3 Sesamdl 5% AISt ALG V°® 5% hGH GFK 200yl
4 Sesamdl 3% Rheopearl KL® 5% hGH GFK 2004l
5 Sesamdl 5% Rheopearl KL® 5% hGH GFK 2004l
6 Sesamdl 5% Rheopearl KL® 1% hGH GFK 2004l
7 Miglyol 812 5% AISt ALG V® 5% hGH GFK 200p!
8 Miglyol 812 5% Rheopearl KL® 5% hGH GFK 2004l

Fir die in vivo Versuche wurde als Modellprotein gefriergetrocknetes humanes
Wachstumshormon (hGH GFK) verwendet, welches Genotropin® 16 I.E. Fertigsprit-
zen entnommen wurde. FUr die Formulierungen wurde als Wirkstoffbeladung ein
Feststoffanteil von 5% hGH GFK gewahlt. Bei Formulierung 6 wurde dieser auf 1%
verringert, um einen Einfluss der Beladung auf die Wirkstofffreisetzung untersuchen
zu kénnen. Formulierung 1 ohne Additivzusatz wurde in den Versuchszweig aufge-
nommen, um den Effekt der 6ligen Grundlage auf die Wirkstofffreisetzung bestimmen
zu konnen. Als verdickte Oleogele wurden die Formulierungen 2 bis 6 ausgewahilt,
die jeweils einen Hilfsstoffanteil von 3 bzw. 5% AlISt ALG V® oder Rheopearl KL® in
Miglyol 812 oder Sesamdl enthielten. Da eine im Vergleich zu den in vitro Ergebnis-
sen schnellere Wirkstofffreigabe in der in vivo Umgebung erwartet wurde, wurden
vergleichsweise hohe Additivanteile gewahlt, die auch hinsichtlich der Injizierbarkeit

im Grenzbereich lagen (vgl. Kapitel 111.5). Fur die Herstellung der Formulierungen
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wurden die verdickten Grundlagen mit dem unzerkleinerten hGH GFK der Fertigsprit-
zen versetzt und mittels Mérsermihle 30min homogenisiert. Die Grol3e der zerklei-
nerten Partikel wurde mittels Laserlichtstreuung bestimmt (vgl. Tabelle 49).

Tabelle 49: Bestimmung der PartikelgroBenverteilung der hGH GFK Formulierungen der in vitro
und in vivo Versuche, Mittelwert * Standardabweichung, n=3

PartikelgréRenverteilung

Nr.  Formulierung dw,o5) [MM] dwo.9) [HM]

1 5% hGH GFK 0% Additiv Sesamdl 17,05 £ 0,07 53,91 £ 0,32
2 5% hGH GFK 3% AISt ALG V® Sesamol 17,65+0,13 65,78 £ 2,13
3 5% hGH GFK 5% AISt ALG V® Sesamdl 19,65 +£0,13 68,32+ 1,72
4 5% hGH GFK 3% Rheopearl KL® Sesamdl 18,81 £ 0,12 58,92 + 1,05
5 5% hGH GFK 5% Rheopearl KL® Sesamél 17,80 £ 0,25 60,17 £ 0,83
6 1% hGH GFK 5% Rheopearl KL® Sesamél 19,24 + 0,07 67,70 £ 1,07
7 5% hGH GFK 5% AISt ALG V® Miglyol 812 21,26 £ 0,07 68,29 + 0,72
8 5% hGH GFK 5% Rheopearl KL® Miglyol 812 15,74 + 0,08 49,20 £ 0,41

Aus den Ergebnissen der Vorversuche zur Partikelzerkleinerung (vgl. Kapitel 111.4)
war zu erwarten, dass durch die Behandlung des hGH GFKs mittels Mérsermuhle
ausreichend kleine Partikeldurchmesser erreichbar sein sollten. Die Ergebnisse der
PartikelgrolRenbestimmungen ergaben, dass im Vergleich zu dem BSA GFK mit
d(v,0.5/d(v,0.9) Werten von ca. 30um/90um (vgl. Kapitel 111.4.2.3 Tabelle 33) fur den hGH
GFK eine weitere Reduktion der Partikelgrof3e in den Bereich von ca. 20um/70um
dw,0.5/d(v,0.9) erzielt wurde, sodass die hGH GFK Formulierungen ohne Gefahr eines

Nadelverschlusses injiziert werden konnten.

Parallel zu den geplanten in vivo Versuchen wurden in vitro Versuche nach dem in
Kapitel 11.2.9 beschriebenen Verfahren und den 2R Vials mit kleinerem Innendurch-
messer durchgeflhrt. Die Bestimmung der hGH Freisetzung aus den Formulierungen
wurde mit der in Kapitel 11.2.14 beschriebenen SEC HPLC Methode durchgeflhrt. Die
Ergebnisse der in vitro Freisetzung sind in Tabelle 50 dargestellt.
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Tabelle 50: Ergebnisse der in vitro Freisetzung mit hGH GFK suspendiert in 6lhaltigen Formu-
lierungen, Mittelwert £ Standardabweichung, n=2, Angabe in Prozent der hGH Einwaage

1 0,
Nr. Formulierung Freisetzung hGH Mononmer [%]

2h 10h 1d 2d 3d
5% hGH GFK
1 0% Additiv 67,4+1,5 96,0 £ 0,7 104,0+2,4 1054 +1,4 104,1+1,1
Sesamol
6d 10d 14d 21d 28d
5% hGH GFK
1 0% Additiv 103,4+ 0,4 102,11 +1,3 100,7+1,4 98,0+0,1 96,9+0,1

Sesamol

Analog zu den Vorversuchen mit BSA (vgl. Kapitel 111.7.2) wurde auch mit hGH in
unverdicktem Sesamol eine rasche Wirkstofffreigabe erzielt, die nach 10h Versuchs-
zeit nahezu abgeschlossen war. Fiir die mit Rheopearl KL® und AISt ALG V® in An-
teilen von 3 und 5% hergestellten viskosen Oleogele der Formulierungen 2 bis 6 (vgl.
Tabelle 48) konnte auch bei hGH GFK uber den gesamten Versuchszeitraum hinweg
keine Proteinfreisetzung beobachtet werden. Dies stimmt mit den Ergebnissen der
BSA in vitro Vorversuche Uberein (vgl. Kapitel 111.7.2) bei denen aufgrund des Fest-

stoffcharakters der verdickten Ole keine BSA Freisetzung bestimmt werden konnte.

Die in vivo Freisetzungsversuche wurden nach dem in Kapitel 11.2.11 beschriebenen
Verfahren durchgefihrt und der hGH Gehalt der erhaltenen Proben nach der in Kapi-
tel 11.2.13 dargestellten Methode bestimmt. Die Ergebnisse der Bestimmung der in

vivo Freisetzung sind in Tabelle 51 dargestellt.
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Tabelle 51: Ergebnisse der in vivo Freisetzung mit hGH GFK suspendiert in 6lhaltigen Formu-
lierungen, Mittelwert £ Standardabweichung, n=3

Konzentration hGH [ng/ml Plasmal]
Formulierung
0d 1d 7d 14d 21d/ 28d

5% hGH GFK

1 0% Additiv 0,33+£0,02 1,96 £ 0,20 <0,20 <0,20 <0,20
Sesamdl
5% hGH GFK

2 3% AIStALG V® 0,33+0,02 420,80 + 126,65 3,09 £1,37 <0,20 <0,20
Sesamdl
5% hGH GFK

3 5% AIStALG V® 0,36 £ 0,03 164,11 £ 95,16 410+0,34 0,45%0,30 <0,20
Sesamol
5% hGH GFK

4 3% Rheopearl KL® 0,31 £0,02 61,87 £ 17,07 0,32+0,12 <0,20 <0,20
Sesamol
5% hGH GFK

5 5% Rheopearl KL® 0,37 £0,02 237,60 % 150,0 <0,20 <0,20 <0,20
Sesamdl
1% hGH GFK

6 5% Rheopearl KL® 0,36 £ 0,03 101,88 £ 65,22 <0,20 <0,20 <0,20
Sesamol
5% hGH GFK

7 5% AISt ALG V® 0,33+0,02 257,20 + 127,52 5,28 + 1,37 <0,20 <0,20
Miglyol 812
5% hGH GFK

8 5% Rheopearl KL® 0,35+0,02 235,07 + 146,18 0,21 £ 0,02 <0,20 <0,20
Miglyol 812

Anhand der in vivo ermittelten Daten zur hGH Freisetzung aus den dligen Grundla-
gen kann man erkennen, dass nach einer Woche Beobachtungszeit bei den Formu-
lierungen 2, 3 und 7 der Tabelle 51 die Wirkstoffspiegel noch deutlich erhoht sind. Mit
Werten im Bereich von 3 bis 5ng/ml liegen die Spiegel um den Faktor 10-15 Uber
dem zu Versuchsbeginn bestimmten Nullwert. Fur Formulierung 3 mit 5% AISt
ALG V® in Sesamél wird auch an Tag 14 mit 0,45ng/ml ein erhdhter hGH Spiegel
knapp oberhalb des Ausgangsniveaus bestimmt. Vergleicht man die hGH Spiegel mit
den Werten der Formulierung auf Basis des nativen Sesamols (Tabelle 51 Formulie-
rung 1), bei der bereits an Tag 1 nur noch hGH Spiegel um 2ng/ml erreicht werden,
kann deutlich der prolongierende Effekt des Additivs AISt ALG V® auf die Wirkstoff-

freisetzung abgelesen werden. Ein Formulierungsanteil von 5% AISt fuhrt an Tag 7
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tendenziell zu héheren hGH Werten im Vergleich zu 3% Hilfsstoffanteil (vgl.Tabelle

51 Formulierung 3 und Formulierung 7 versus Formulierung 2).

Demgegeniiber kénnen bei den Formulierungen mit dem Hilfsstoff Rheopearl KL®
(vgl. Tabelle 51 Formulierung 4, Formulierung 5, Formulierung 6 und Formulierung 8)
nach einer Woche keine erhdhten hGH Werte mehr bestimmt werden. Offensichtlich
wurde der Wirkstoff relativ schnell und vollstandig freigesetzt, so dass sich die hGH

Gehalte bis Tag 7 wieder nivelliert haben.

Aus den hGH Spiegeln an Tag 1 des in vivo Versuchs konnen folgende Schlusse
gezogen werden: Bei Formulierung 1 auf Basis des reinen Pflanzendls wird mit ca.
2ng/ml im Vergleich zu den Werten der Ubrigen Formulierungen ein nur noch sehr
niedriger hGH Wert bestimmt. Dies deutet auf schnelle Freisetzung unmittelbar nach
Applikation und einen bereits weitgehenden Abbau des Wirkstoffs bis zur Proben-
nahme an Tag 1 hin. Offensichtlich hat die unverdickte 6lige Tragermatrix ohne Addi-
tiv nur geringen Einfluss auf die Wirkstofffreisetzung. Das reine Sesamadl kann nach
Applikationen aufgrund des fehlenden viskositatserhdhenden Zusatzes im Gewebe
sehr breit spreiten und eine grol3e Grenzflache ausbilden, die zu einer raschen Frei-
setzung fiihrt. Formulierung 4 mit 3% Rheopearl KL® zeigt mit ca. 62ng/ml ebenfalls
gegenuber den anderen hilfsstoffhaltigen Formulierungen einen eher niedrigen Wert.
Es ist zu vermuten, dass die Hauptfreisetzung bis Tag 1 stattgefunden hat und der
Probenzug bereits in der abfallenden Flanke der Blutspiegelkurve durchgefuhrt wur-
de. Formulierung 5 und Formulierung 8 mit 5% Rheopearl KL® zeigen mit ca.
230ng/ml an Tag 1 vergleichsweise hohe hGH Werte. Ob der Maximalwert der Blut-
spiegelkurve bereits erreicht wurde oder sich im zeitlichen Verlauf noch anschlief3t
und inwiefern eine verlangsamte Freisetzung im Bereich von 3 bis 5 Tagen erzielt
werden kann, kann aufgrund der grofl3en zeitlichen Abstanden zwischen den einzel-
nen Probenzugszeitpunkte nicht abgeschatzt werden. Der niedrigere Konzentrati-
onswert von ca. 100ng/ml der Formulierung 6, die ebenfalls 5% Rheopearl KL® ent-
halt, kann direkt dosisabhangig mit dem geringeren hGH GFK Anteil von 1% im Ver-
gleich zu dem 5%igen Anteilen der Formulierungen 5 und 8 korreliert werden. Bei
den aluminiumstearathaltigen Formulierungen 2, Formulierung 3 und Formulierung 7
ist davon aufgrund der erhéhten hGH Spiegel an Tag 7 davon auszugehen, dass die
Wirkstofffreisetzung verlangsamt uUber den Zeitraum der ersten Woche hinweg er-
folgt. Wiederum ist aufgrund des weiten Probenintervalls die Freisetzungskinetik im

Zeitraum von Tag 1 bis Tag 7 nur eingeschrankt abschatzbar.
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l.7.5. Vergleich mit Freisetzungsdaten alternativer Somatotropin

Formulierungen oder lipophiler Tragersystemen

In den Patenten zu Posilac® (Mitchell; 1985) (Mitchell; 1992) (Jeng et al.; 2001)
(Heintz et al.; 2001) wurden eine Reihe von in vivo Untersuchungen offengelegt.
Neben der Untersuchung der Blutspiegelkurven und der Steigerung der Milchleistung
nach Gabe von zinkkomplexiertem und am N-Terminus methionyliertem bovinen
Somatotropin (ZnMBS) in Rindern (vgl.Kapitel 1.4.2) wurden in vivo Daten in Form
von Blutspiegelbestimmungen auch an Ratten erhoben (vgl. Tabelle 52). Im Ver-
gleich zu der in vivo Studie der vorliegenden Arbeit mit Beladungen von 1% bzw. 5%
hGH GFK (vgl. Tabelle 48) wurden mit 20% bis 40% wesentlich héhere Anteile an
wirkstoffhaltigem Gefrierkuchen zugesetzt. Durch Variation des Applikationsvolu-
mens wurde gewahrleistet, dass unabhangig von dem ZnMBS GFK Anteil jeweils
identische Wirkstoffdosen appliziert wurden.

Tabelle 52: Freisetzungsdaten der in vivo Studie nach (Mitchell; 1985)

. .. Konzentration ZnMBS [ng/ml Plasma]
Formulierung appliziertes

volumen g4 14 3d 7d 11d 14d 21d 28d 35d

20% ZnMBS GFK
3% AISt 200ul 9 765 440 304 138 83 21 18 22
Sesamol

30% ZnMBS GFK
3% AISt 130ul 10 494 309 237 141 113 60 31 15
Sesamol

40% ZnMBS GFK
3% AISt 100ul 6 381 245 239 169 136 49 35 62
Sesamol

20% ZnMBS GFK
5% AISt 200ul 11 255 91 146 119 86 49 40 48
Sesamol

30% ZnMBS GFK
5% AISt 130ul 6 338 194 181 203 141 83 44 53
Sesamol

40% ZnMBS GFK
5% AISt 100ul 6 468 258 151 134 149 103 48 35
Sesamol

Aus den gemessenen Blutspiegelwerten kann man deutlich erkennen, dass die
ZnMBS Konzentrationen wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums von 35
Tagen deutlich Uber den Basisspiegeln an Tag 0 vor Applikation lagen. Analog zur

eigenen Studie wurden die jeweiligen Spitzenspiegel an Tag 1 nach Gabe beobach-
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tet. Im weiteren Verlauf des Beobachtungszeitraums sanken die ZnMBS Werte aller-
dings wesentlich langsamer ab und lagen selbst 5 Wochen nach Applikation noch
deutlich Uber den Nullwerten. In der eigenen Studie hingegen konnten erhohte Werte
nur bis maximal 14 Tage beobachtet werden (vgl. Tabelle 51). Neben der deutlich
héheren Beladung des Depots, aus dem wesentlich langer Protein freigegeben wer-
den kann, hat auch die Zinkkomplexierung des Proteins deutlichen Einfluss auf die
Wirkstofffreigabe (vgl. auch Kapitel 1.1.4). Tendenziell neigen die Formulierungen mit
5% Aluminiumstearat aus Tabelle 52 zu etwas hoheren Spiegeln im Bereich ab
14 Tagen Versuchsdauer, was auf eine verlangerte Freisetzung aus dem Depot im
Vergleich zu den 3% AISt Formulierungen hindeutet. Bisher wurden in keiner Verof-
fentlichung zu Posilac® der Aufbau eines in vitro Testsystems oder in vitro Daten
publiziert. Dies ist ein deutlicher Hinweis auf die Komplexitat des Designs eines in

vitro Testsystems.

Zu Nutropin Depot®, das 15% ZnrhGH in PLGA Retardmikrokapseln enthalt (vgl.
Kapitel 1.1.4), wurden eine Reihe von in vitro und in vivo Untersuchungen offengelegt
(Johnson et al.; 1997) (Johnson et al.; 1996a) (Cleland et al.; 1997a) (Kemp et al.;
2004). In vitro Versuche zeigten eine initiale Freisetzung an Tag 1 von ca. 15% und
eine kontinuierliche Freisetzung von 2-3%/d Uber einen Zeitraum von 4 Wochen. In
vivo Versuche mit Rhesus Affen zeigten einen Freisetzung von ca. 30% in den ersten
beiden Tagen nach Applikation und eine kontinuierliche Freisetzung von ca. 1,7%/d
in den folgenden 21 Tagen. Bis Tag 60 nach Injektion wurde hier eine kumulative
Freisetzung von ca. 80% erreicht (Johnson et al.; 1996a). Ein Vergleich mit den Da-
ten der eigenen Studie (siehe Tabelle 51) zeigt, dass hier durch die Verwendung von
zinkkomplexiertem rhGH eingeschlossen in PLGA Mikropartikel wesentlich geringere
Initialfreisetzungen und kontinuierliche Abgabe Uber mehrere Wochen erreicht wer-

den konnen, die mit der langsamen Erosion der PLGA Partikel einhergehen.

Fur lipophile Tragersysteme auf Basis fester Lipide wurden von verschiedenen Auto-
ren Freisetzungsuntersuchungen publiziert. In vitro Untersuchungen zur Freisetzung
von Thymocartin-4 aus Palmitinsauretriglycerid-Lipidmikropartikeln wurden von
Reithmeier et al durchgefuhrt (Reithmeier et al.; 2001b). Aus Partikeln mit einem
Durchmesser von 20-150mm und einer Beladung von 16% wurde der Wirkstoff Uber
einen Zeitraum von 5 Tagen nahezu vollstandig freigesetzt. An Tag 1 des Beobach-
tungszeitraums waren ca. 30% des Proteins freigegeben worden. Vergleichbare

Untersuchungen mit Somatostatin und geringeren Beladungen von 2% bis 9% zeig-
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ten initiale Freisetzungen von 15-25% und in den anschliefenden 10-15 Tagen eine
kontinuierliche Freigabe (Reithmeier et al.; 2001a). Ahnlich wie die PLGA Mikroparti-
kel zeigen auch die Lipid Mikropartikel im Vergleich zu den eigenen Formulierungen
(vgl. Kapitel 111.7.2 und Kapitel 111.7.4) moderate Freisetzungen unmittelbar nach

Applikation und eine verlangerte Wirkstofffreisetzung.

Untersuchungen an festen Lipidimplantaten mit mehreren Millimetern Durchmesser
wurden von Mohl und Herrmann et al durchgefiihrt (Herrmann et al.; 2007b; Herr-
mann et al.; 2007a; Mohl et al.; 2004; Mohl et al.; 2006). Durch den Einschluss von
10% IFN-a GFK in zylindrische Implantate aus Tristearin Grundmatrix konnten konti-
nuierliche Wirkstofffreigaben von bis zu 4 Wochen in vitro beobachtet werden. Durch
die Zugabe hydrophiler Porenbildner, z.B. PEG 6000, die nach Applikation aus dem
Implantat herausgeldst werden und so zu einem tieferen Eindringen des Akzeptor-
mediums in das lipophile Depot flhren, konnte die Freisetzungskinetik nachhaltig
verandert werden. Formulierungen ohne den hydrophilen Porenbildner zeigten eine
Gesamtfreisetzung von 84%, wobei eine initiale Freisetzung von ca. 45% beobachtet
wurde und ca. 70% nach 4d freigegeben waren. Formulierungen mit 5% und 10%
PEG 6000 flhrten zu einer gleichmalligeren Freigabe Uber den Beobachtungszeit-
raum bei ahnlichen Gesamtfreisetzungen. Formulierungen mit hoheren PEG 6000
Anteilen von 16% und 20% zeigten hohere Gesamtfreisetzungen von bis zu 95% bei
héheren Freisetzungsgeschwindigkeiten, sodass nach 14d bereits die Maximalwerte
erreicht waren (Mohl et al.; 2004).
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ll.7.6. Fazit der in vitro und in vivo Freisetzungsversuche

Wie in Kapitel 1.3 der Einleitung der vorliegenden Arbeit dargelegt, besteht bislang
keine verbindliche Ubereinkunft hinsichtlich des Designs eines in vitro Testsystem fiir
parenterale Depotsysteme und ist zuklnftig wohl auch nicht zu erwarten. Aus diesem
Grund wurde in dieser Arbeit der Ansatz der Korrelation zwischen Oberflache des
angenommenen kugelférmigen Depots und der Querschnittsflache des Freiset-
zungsvials verwendet. Die Ergebnisse der in vitro Versuche zeigen bei einer Reihe
von Formulierungen einerseits eine sehr rasche und unmittelbare Wirkstofffreiset-
zung, die nicht auf eine angestrebte nachhaltige Kinetik hindeuten. Andererseits wird
in vitro bei einer Reihe weiterer Formulierungen ein nahezu vollstandiges Ausbleiben

jeglicher Wirkstofffreisetzung beobachtet.

Aus diesem Grund sind die Ergebnisse in simulierter Umgebung vorsichtig zu inter-
pretieren. Zumindest bei den Formulierungen, die in vitro eine sehr rasche Freigabe
zeigen, ist auch in vivo ein vergleichbares Ergebnis zu erwarten. Bei den Formulie-
rungen mit sehr langsamer bis keiner Wirkstoffabgabe in vitro kann diese allerdings
in vivo aufgrund der veranderten Umgebungsbedingungen, die zu einem aktiven
Abbau des Depots durch Gewebsenzyme oder durch eine deutlich groRere Ausbil-
dung der Grenzflache zwischen dem applizierten Depot fiihren, eine vollkommen
andere Auspragung annehmen. Fur die Entwicklung parenteraler Depotarzneiformen

erscheinen deshalb in vivo Versuche unbedingt notwendig.

Die Interpretation der Daten der im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Tierstudie
ist nur eingeschrankt moglich, da das Probenzugsintervall systembedingt sehr weit
gewahlt war. Es konnte gezeigt werden, dass aluminiumstearathaltige Oleogele Uber
einen Zeitraum von bis zu 14 Tagen zu einem deutlichen Anstieg der Wirkstoffspiegel
im Tiermodell fiihren und im Vergleich zu Formulierungen mit Rheopearl KL® fiir eine
verlangerte Wirkstofffreigabe im Wochenbereich besser geeignet erscheinen. Be-
sonders hervorzuheben ist, dass aufgrund der eingesetzten ELISA Bestimmungsme-
thode (vgl. Kapitel 11.2.12) der Proben der in vivo Studie nur biologisch aktives hGH
detektiert wird. Dies bedeutet, dass die eingesetzten Hilfsstoffe und Grundlagen den
suspendierten hGH GFK nicht in seiner biologischen Aktivitat negativ beeinflussen
und Uber einen Zeitraum von 2 Wochen nach Applikation unversehrtes hGH aus den
Depotformulierungen freigesetzt wird. Inwiefern Rheopearl KL® fiir die Modulation der

Freigabe im Zeitraum von mehreren Tagen geeignet ist, kann anhand der vorliegen-



Ergebnisse und Diskussion -115 -

den Daten nicht abschlieRend abgeschatzt werden. Fur zuklnftige in vivo Versuche
ist deshalb ein kurzeres Probenzugsintervall mit mehr Messpunkten bis Tag 7 emp-

fehlenswert.

Der Vergleich mit publizierten Daten anderer somatotropinhaltiger Formulierungen
bzw. lipophiler Tragersysteme (vgl. 111.7.5) zeigte deren Vorteile in Hinsicht auf ver-
langerte Freisetzungen auf. Grundsatzlich sind diese auf die Verwendung schwerlos-
licher Zn?* - Protein Komplexe, die per se zu einer verzdgerter Wirkstoffaufldsung
fuhren, oder der Verwendung partikularer wirkstoffhaltiger Depots, die das Protein in
Zusammenhang mit der Erosion der Matrix (z.B. PLGA Mikropartikel) bzw. dem
Durchdringen durch das Freisetzungsmedium (z.B. Lipidimplantate) abgeben, zu-
ruckzufihren. Diese Depotformen weichen allerdings sehr stark von der Zielsetzung
der vorliegenden Arbeit ab, die auf eine in wenigen Schritten kostengulnstig herzu-
stellende und mittels Ublicher Kanulengréfien leicht applizierbaren Formulierung

abzielte.

ll.8. Untersuchungen zur Stabilitat von hGH in ausgewahlten

oligen Matrices

Untersuchungen zur Wirkstoffstabilitat stellen fur Entwicklungsprojekte wichtige Ver-
suchszweige dar, um spater potentielle Produktlaufzeiten abschatzen zu kdnnen.
Echtzeitdaten, die unter idealen Umgebungsbedingungen wie abgesenkte Lagertem-
peratur oder Schutzbegasung gewonnen werden, besitzen hierflr die hochste Aus-
sagekraft. In akzelerierten Stabilitdtsstudien, bei denen die Umgebungsparameter
deutlich von den Idealbedingungen abweichen kdénnen, laufen potentielle Abbaupro-
zesse mit hoherer Geschwindigkeit ab, so dass die Gewinnung erster Stabilitatsdaten
wesentlich schneller mdglich ist. Ausgehend von diesen Daten konnen friuhe Ab-
schatzungen der Laufzeit unter idealen Lagerbedingungen durchgefihrt werden
(Franks; 2000).

ll.8.1. Bestimmung der hGH Stabilitat in 6ligen Suspensionen

Fir die Durchfihrung der hGH Stabilitatsstudie wurden jeweils 6 Vials einer 1% hGH
GFK Suspension in den ausgewahlten hilfsstofffreien und hilfsstoffhaltigen Matrices
Miglyol 812, Sesamdl, 3% AISt ALG V® Miglyol 812, 3% AISt ALG V® Sesamdl, 3%
Rheopearl KL® Miglyol 812, 3% Rheopearl KL® Sesamdl hergestellt und diese bei
2-8°C, 25°C und 40°C unter Normalatmosphare eingelagert. In regelmaligen Ab-
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standen wurde eine Probe der jeweiligen Gruppe enthommen und bis zur Analyse
bei -20°C zwischengelagert. Die Probenaufbereitung erfolgte nach dem in Kapitel
[1.2.13 beschriebenen Verfahren. Die Wirkstoffstabilitat wurde mit den in Kapitel
[1.2.14 und 11.2.15 beschriebenen Methoden zur SEC HPLC und RP HPLC unter-
sucht. Als Vergleich diente nicht suspendierter matrixfreier hGH GFK, der unter glei-
chen Umgebungsbedingungen wie die dligen Suspensionen gelagert wurde. Die
Ergebnisse der hGH Stabilitatsstudie sind in Tabelle 53 bis Tabelle 59 geordnet nach
den oligen Grundlagen dargestellt.

Tabelle 53: Stabilitatsuntersuchung hGH GFK, Einlagerung bei 2-8°C, 25°C und 40°C, Angabe
SEC HPLC Ergebnisse in % hGH Monomer, Angabe der RP HPLC Ergebnisse in % hGH nativ

hGH GFK
2-8°C 25°C 40°C
SEC RP SEC RP SEC RP
ow 100,0 95,6 100,0 94,1 100,0 95,1
1w 100,0 94,9 99,1 93,7 98,6 93,7
2w 100,0 94,9 99,1 92,3 98,6 93,5
4w 100,0 94,8 98,8 92,0 98,3 92,0
8w 100,0 94,8 98,5 90,7 97,6 89,8
12w 100,0 94,6 98,4 89,2 97,2 87,2
A Ow — 12w +0,0 1,0 1,6 4,9 2,8 7.9

Aus den Werten der Tabelle 53 wird deutlich, dass der nicht suspendierte hGH GFK
wahrend der Lagerung bei 2-8°C gegenuber der Bildung von Aggregaten hohe Stabi-
litdt besitzt und keinerlei Veranderungen zeigt. Der Anteil der oxidierten Bestandteile
nimmt nur wenig um 1,0% zu. Bei den hdheren Lagertemperaturen hingegen sind die
Abbaueffekte deutlicher ausgepragt. Der Monomergehalt nimmt bei 25°C bzw. 40°C
um 1,6% bzw. 2,8% ab. Im Vergleich hierzu nehmen die oxidierten Bestandteile
substantiell um 4,9% bzw. 7,9% zu. Die Lagerung des nicht suspendierten hGH GFK
unter Normalatmosphare mit hohem Sauerstoffgehalt erscheint deshalb insbesonde-

re bei hoheren Temperaturen weniger empfehlenswert.

Die Ergebnisse der Lagerversuche mit hGH GFK suspendiert in den beiden hilfsstoff-
freien oligen Grundlagen Miglyol 812 und Sesamdl sind in Tabelle 54 und Tabelle 55
aufgefuhrt.
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Tabelle 54: Stabilitatsuntersuchung hGH GFK in Miglyol 812, Einlagerung bei 2-8°C, 25°C und
40°C, Angabe SEC HPLC Ergebnisse in % hGH Monomer, Angabe der RP HPLC Ergebnisse in
% hGH nativ

hGH GFK in Miglyol 812

2-8°C 25°C 40°C
SEC RP SEC RP SEC RP
Oow 100,0 94,8 100,0 93,5 100,0 92,8
1w 100,0 94,3 100,0 93,9 98,4 91,5
2w 100,0 95,0 99,3 92,6 98,6 90,9
4w 100,0 94,2 99,4 90,9 98,0 89,1
8w 100,0 94,0 98,4 87,5 96,3 85,6
12w 100,0 93,1 98,6 87,6 96,0 82,5
AOw — 12w +0,0 1,7 1,4 59 4,0 10,3

Tabelle 55: Stabilitatsuntersuchung hGH GFK in Sesamaél, Einlagerung bei 2-8°C, 25°C und
40°C, Angabe SEC HPLC Ergebnisse in % hGH Monomer, Angabe der RP HPLC Ergebnisse in
% hGH nativ

hGH GFK in Sesamadl

2-8°C 25°C 40°C

SEC RP SEC RP SEC RP

Oow 100,0 95,2 100,0 95,6 100,0 93,1

1w 100,0 94,8 100,0 94,7 99,0 92,8

2w 100,0 95,2 100,0 93,9 98,6 91,8

4w 100,0 95,1 99,8 92,1 98,0 88,8

8w 100,0 95,0 98,8 88,6 96,7 83,9
12w 100,0 94,8 97,8 85,6 96,1 78,6
AOw — 12w $0,0 0.4 2,2 10,0 3.9 14,5

Bei beiden dligen Grundlagen bleibt das suspendierte hGH wahrend der 2-8°C Ein-
lagerungen Uber 12 Wochen unverandert zu 100% als Monomer erhalten. Auch die
oxidierten Bestandteile nehmen nur wenig um 1,7% bzw. 0,4% bei Miglyol 812 bzw.
Sesamdl zu. Der geringere Anstieg der oxidierten Bestandteile von 0,4% bei Sesam-
ol im Vergleich zu 1,7% bei Miglyol 812 konnte durch den protektiven Effekt von nativ

im Sesamol enthaltenen Antioxidantien hervorgerufen werden.
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Bei 25°C Einlagerung fallt der Monomergehalt moderat um 1,4% bzw. 2,2% flr
Miglyol 812 bzw. Sesamol ab, ahnlich dem nicht suspendierten hGH GFK. Eine deut-
liche Abnahme um 5,9% bzw. 10,0% hingegen wird in der RP Analyse der Migly-
ol 812 bzw. Sesamdl Proben ermittelt. Die Tendenz zum Wirkstoffabbau wird aus
den Ergebnissen der 40°C Proben noch deutlicher erkennbar: Der Monomergehalt
nimmt nach 12 Wochen Einlagerung jeweils um ca. 4% ab und es werden 10,3%

bzw. 14,5% an oxidierten Bestandteilen werden gebildet.

Aus den Ergebnissen der Stabilitatsstudie der hGH GFK Suspensionen in den nati-
ven oOligen Grundlagen konnen folgende Schlisse gezogen werden: Die Einlagerung
bei 2-8°C liefert ahnlich gute Stabilitatsdaten wie bei nicht suspendiertem hGH GFK.
Das hGH bleibt jeweils zu 100% als Monomer erhalten und wird insgesamt nur wenig
oxidiert. Bei den Einlagerungen der hoheren Temperaturen wird die Neigung zum
Wirkstoffabbau, die schon bei nicht suspendiertem hGH GFK erkennbar war, weiter
verstarkt. Insbesondere bei Sesamdl, das ungesattigte Fettsauren enthalt, die zur
Bildung reaktiver Spaltprodukte fihren kénnen, ist die Abnahme um beinahe 15%
binnen 12 Wochen augenscheinlich.

Die Stabilitatsdaten der hGH GFK Suspensionen in den mit AlISt ALG V® verdickten
oligen Grundlagen sind in Tabelle 56 und Tabelle 57 zusammengefasst.

Tabelle 56: Stabilitatsuntersuchung hGH GFK in 3% AISt ALG V® Miglyol 812, Einlagerung bei
2-8°C, 25°C und 40°C, Angabe SEC HPLC Ergebnisse in % hGH Monomer, Angabe der
RP HPLC Ergebnisse in % hGH nativ

hGH GFK in 3% AISt ALG V® Miglyol 812

2-8°C 25°C 40°C
SEC RP SEC RP SEC RP
Oow 100,0 96,2 100,0 94,8 100,0 96,1
1w 100,0 95,8 100,0 92,3 98,7 92,0
2w 100,0 95,7 99,5 91,4 98,6 91,0
4w 100,0 95,6 99,0 89,5 97,9 88,5
8w 100,0 94,8 99,0 85,2 96,2 83,0
12w 100,0 94,3 98,5 78,5 95,8 79,2

A Ow — 12w +0,0 1,9 1,5 16,3 4,2 16,9
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Tabelle 57: Stabilitdtsuntersuchung hGH GFK in 3% AISt ALG V® Sesamél, Einlagerung bei 2-
8°C, 25°C und 40°C, Angabe SEC HPLC Ergebnisse in % hGH Monomer, Angabe der RP HPLC
Ergebnisse in % hGH nativ

hGH GFK in 3% AISt ALG V® Sesamdl

2-8°C 25°C 40°C
SEC RP SEC RP SEC RP
Oow 100,0 94,6 100,0 94,4 100,0 94,4
1w 100,0 94,3 99,3 89,3 99,0 88,7
2w 100,0 94,0 99,0 88,2 98,6 86,1
4w 100,0 93,9 98,7 84,9 97,9 93,8
8w 100,0 93,0 98,7 79,4 97,4 74,4
12w 100,0 92,5 97,8 751 96,6 66,7
AOw — 12w +0,0 2,1 2,2 19,3 3.4 27,7

Auch bei den Grundlagen, die Aluminiumstearat als Hilfsstoff enthalten, bleibt bei
2-8°C Lagerung der Gehalt an Monomeren fiir beide Ole unveréandert bei 100%. Die
oxidierten Bestandteile nehmen wahrend des Beobachtungszeitraums um 1,9% bzw.
2,1% in 3% AISt ALG V® Miglyol 812 bzw. 3% AISt ALG V® Sesamdl zu und Ubertref-
fen somit leicht die korrespondierenden Werte von 1,0%/1,7%/0,4% des hGH GFK
bzw. der hGH Suspensionen (vgl. Tabelle 53 bis Tabelle 55).

Bei 25°C Lagerungstemperatur steigt der Anteil der Di- und Oligomeren Uber
12 Wochen Beobachtungsdauer um 1,5% bzw. 2,2% bei 3% AISt ALG V® Migly-
ol 812 bzw. 3% AISt ALG V® Sesamdl. Dies liegt im Bereich der Werte von hGH
GFK, bzw. der hGH GFK Suspensionen der reinen Ole. Ein deutlicher Anstieg kann
bei den Ergebnissen der RP HPLC Analysen beobachtet werden. Die Werte von
16,3% bzw. 19,3% ubertreffen wesentlich die Referenzwerte von 4,9%, 5,9% und
10,0% des hGH GFK bzw. der hGH GFK Suspensionen in den reinen Olen der 25°C
Einlagerungen. Ahnliche Effekte kénnen auch bei den 40°C Temperaturreihen beo-
bachtet werden: Wahrend die Abnahme des Monomergehalts mit 4,2% bzw. 3,4%
der AISt haltigen Matrices im Bereich der Referenzwerte liegt, nehmen die oxidierten
Anteile der hGH Suspensionen in 3% AISt ALG V® Miglyol 812 bzw. 3% AISt ALG V®
Sesamol mit 16,9% bzw. 27,7% wiederum deutlich starker als die Vergleichsdaten
des hGH GFK bzw. der hGH Suspensionen in den Olen zu.

Offensichtlich fuhrt die Herstellung der verdickten AISt Grundmatrices durch Auf-

schmelzen bei 170°C zu ersten Abbaureaktionen, die insbesondere bei hoheren
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Lagertemperaturen das hGH zunehmend oxidativ beeintrachtigen. Analog zu den
Stabilitatsdaten der Ubrigen Versuchsteile erscheint deshalb die Lagerung bei 2-8°C
aus Sicht der hGH Stabilitat am vorteilhaftesten.

In Tabelle 58 und Tabelle 59 sind die Ergebnisse der Stabilitdtsuntersuchungen
dargestellt, bei denen hGH GFK in 3% Rheopearl KL® Miglyol 812 und 3% Rheopear!
KL® Sesamdl suspendiert wurde.

Tabelle 58: Stabilitatsuntersuchung hGH GFK in 3% Rheopearl KL® Miglyol 812, Einlagerung
bei 2-8°C, 25°C und 40°C, Angabe SEC HPLC Ergebnisse in % hGH Monomer, Angabe der
RP HPLC Ergebnisse in % hGH nativ

hGH GFK in 3% Rheopearl KL® Miglyol 812

2-8°C 25°C 40°C
SEC RP SEC RP SEC RP
Ow 100,0 94,9 100,0 93,1 100,0 96,0
1w 100,0 94,1 100,0 91,1 99,1 92,5
2w 100,0 93,6 99,7 91,0 98,8 91,4
4w 100,0 93,6 99,4 81,2 98,2 89,0
8w 100,0 93,5 99,1 80,4 96,6 84,3
12w 100,0 93,6 98,0 78,8 96,2 81,0
A Ow — 12w +0,0 1,3 2,0 14,3 3,8 15,0

Tabelle 59: Stabilitatsuntersuchung hGH GFK in 3% Rheopearl KL® Sesamél, Einlagerung bei
2-8°C, 25°C und 40°C, Angabe SEC HPLC Ergebnisse in % hgH Monomer, Angabe der RP HPLC
Ergebnisse in % hGH nativ

hGH GFK in 3% Rheopearl KL® Sesamél

2-8°C 25°C 40°C
SEC RP SEC RP SEC RP
Ow 100,0 94,2 100,0 92,3 100,0 91,3
1w 100,0 92,6 100,0 86,5 99,4 86,6
2w 100,0 93,2 99,7 82,5 99,6 81,1
4w 100,0 92,4 99,4 81,5 99,0 72,4
8w 100,0 91,6 99,2 79,4 98,6 65,2
12w 100,0 91,3 99,0 68,2 97,9 63,2

A Ow — 12w +0,0 2,9 1,0 24,1 2,1 28,1
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Auch bei den Suspensionen in den Rheopearl KL® haltigen Grundlagen wird, wie bei
den Ubrigen Versuchsreihen in der 2-8°C Serie, keine Abnahme des hGH Monomer-
gehalts und nur eine geringe Zunahme der oxidierten Bestandteile von 1,3%/2,9% fur
3% Rheopearl KL® Miglyol 812 bzw. 3% Rheopearl KL® Sesamél beobachtet. Diese

ist mit den Ergebnissen von hGH GFK unter Normalatmosphare vergleichbar.

Die Versuche mit hoheren Lagertemperaturen ergeben moderate Abnahmen der
Monomeranteile um 2,0% bzw. 1,0% bei 25°C und 3,8% bzw. 2,1% bei 40°C fur 3%
Rheopearl KL® Miglyol 812 bzw. 3% Rheopearl KL® Sesamél. Die beobachteten
Instabilitaten liegen im Bereich der Ergebnisse der ubrigen Suspensionen und des
nicht suspendierten hGH GFK. Bei dem mittels RP HPLC bestimmten oxidierten hGH
werden wieder sehr starke Zunahmen von 14,3% bzw. 15,0% fiir 3% Rheopearl KL®
Miglyol 812 bei 25°C bzw. 40°C und 24,1% bzw. 28,1% fiir 3% Rheopearl KL® Se-
samol bei 25°C bzw. 40°C beobachtet. Diese Daten liegen deutlich Gber den Werten
des hGH GFK und der hGH GFK Suspensionen in den nativen Olen, aber im Ver-

gleichsbereich der entsprechenden AISt haltigen Grundlagen.

Die Herstellung der Rheopearl KL® Oleogele erfolgt analog zu den AISt haltigen
Formulierungen durch Aufschmelzen bei erhdhten Temperaturen. Obwonhl die Verar-
beitungstemperatur der Rheopearl KL® Gele mit 80°C im Vergleich zur Prozesstem-
peratur von 170°C der AISt Gele wesentlich niedriger liegt, werden dennoch in den
Stabilitatsversuchen ahnlich hohe Abbauraten des suspendierten Proteins beobach-
tet. Dies legt den Schluss nahe, dass der fiir die Herstellung der Rheopearl KL®
Formulierungen notwendige Temperaturbereich von ca. 80°C genugt, um in den
Oligen Matrices Abbaureaktionen zu induzieren, die zu ausgedehnter Oxidation des
suspendierten hGH GFK, insbesondere wahrend der Lagerung bei 25°C und 40°C,

fuhren konnen.

ll.8.2. Fazit der Untersuchungen zur Stabilitat von hGH in dligen

Tragern

Aus den Daten der Stabilitatsuntersuchungen konnen folgende Schlisse gezogen
werden: Im Vergleich zur Bildung von Dimeren und Oligomeren reagiert hGH gegen-
Uber der Bildung oxidativer Abbauprodukte wesentlich sensibler. Dies wird insbeson-
dere aus den Lagerversuchen bei erhdhten Temperaturen deutlich. Wahrend der
Monomergehalt nach 12 Wochen Beobachtungsdauer bei 25°C und 40°C unabhan-

gig von der Suspensionsmatrix nur um wenige Prozentpunkte abnimmt, liegt die
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Zunahme des oxidierten hGH in der Spitze bei knapp 30% (vgl. Tabelle 58 und
Tabelle 59, Einlagerung bei 40°C). Insbesondere bei den verdickten 6ligen Grundla-
gen, fur deren Herstellung hohere Prozesstemperaturen notwendig sind und die zu
einer Vorschadigung der Matrix fuhren konnen, werden grofl3e Teile des suspendier-
ten hGH oxidiert.

Die Einlagerungen bei 2-8°C hingegen zeigen gute Stabilitdt. Unabhangig von der
Suspensionsgrundlage bleibt der Monomergehalt zu 100% erhalten. Die Zunahme
der oxidierten Anteile liegt bei den hGH Suspensionen in den unverarbeiteten Olen
bei 0,4% bzw. 1,7% und selbst bei den verdickten 6ligen Grundlagen nur bei 1,3%
bzw. 2,9%. Zwar kann auch bei der 2-8°C Einlagerung der aufbereiteten viskosen
Grundlagen ein erhdhtes Ausmaf an Oxidation im Vergleich zu den nativen Olen
beobachtet werden, insgesamt gesehen liegt es aber auf vergleichbarem Niveau wie

das nicht suspendierte lyophilisierte Handelsprodukt.

Hinsichtlich der Auswahl des Ausgangsdls zeigen sich bei den 2-8°C Einlagerungen
keine bedeutsamen Unterschiede zwischen Miglyol 812 und Sesamodl, wahrend bei
den hoheren Lagertemperaturen deutliche Zunahmen der oxidierten Anteile der For-
mulierungen auf Basis von Sesamdl gegenuber den Miglyol 812 Formulierungen
beobachtet werden kénnen. Hier haben sicher die zur Oxidation neigenden ungesat-

tigten Fettsauren des pflanzlichen Sesamols gro3en Einfluss.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass eine Lagerung der hGH Suspen-
sionen in den nativen Olen und verdickten Grundlagen bei einer Temperatur von
2-8°C, welche auch der empfohlenen Lagertemperatur des hGH Handelsproduktes
Genotropin® 16 |.E. entspricht, ohne erhdhten Wirkstoffverlust gut mdglich ist. Eine
weitere Verbesserung der Stabilitatsdaten kénnen durch den Zusatz von Antioxidan-
tien unmittelbar in den Gefrierkuchen oder in die Suspensionsgrundlagen, der Her-
stellung der hilfsstoffhaltigen Matrices unter Sauerstoffausschluss und Lagerung

unter Schutzgasatmosphare oder Vakuum erzielt werden.
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l1.9. Zusammenfassung der Ergebnisse

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung einfach herzustellender,
parenteral applizierbarer Depotformulierungen fur rekombinante Proteine. Als Aus-
gangspunkt diente ein in Nordamerika am Markt erhaltliches Tierarzneimittel, zu
dessen Herstellung lyophilisiertes Protein in einem aus Aluminiumstearat und Se-
samol bestehenden wasserfreien Oleogel eingearbeitet wird. Nach in vivo Applikation
konnen hierbei verlangerte Wirkstofffreisetzung und physiologische Leistungssteige-

rung beobachtet werden.

FUr die Charakterisierung des bestehenden Formulierungsansatzes und die Entwick-
lung alternativer Formulierungen wurden in der vorliegenden Arbeit zahlreiche Ver-

suche unternommen.

In einem ersten Schritt wurden natlrliche und synthetische lipophile Tragersysteme
hinsichtlich ihrer chemischen und physikalischen Eigenschaften, wie Fettsaurezu-
sammensetzung, Viskositat und Wasseraufnahme, analysiert und Kriterien zur Cha-
rakterisierung und Reihung der Grundlagen aufgestellt. Ein niedriger Gehalt an mehr-
fach ungesattigten Fettsauren, geringe Wasseraufnahme und Viskositaten unterhalb
des Vergleichswertes eines am deutschen Markt erhaltichen Humanarzneimittels
stellen wichtige Auswahlkriterien dar. Das pflanzliche Ol Sesamdl und das synthe-
tisch gewonnene Miglyol 812 wurden vor diesem Hintergrund fur die weiteren Versu-

che ausgewahlt.

AnschlielRend wurde eine Reihe von Suspensionsstabilisatoren mittels Fettsaure GC,
Elementaranalyse, DSC und Rdntgendiffraktometrie untersucht. Die Ergebnisse der
GC Analysen zeigten, dass die Aluminiumstearate aus Gemischen verschiedener,
vorwiegend langerkettiger Fettsauren bestehen, wahrend die alternativen Formulie-
rungshilfsstoffe Dextrinpalmitat (Rheopearl KL®), Dextrinpalmitatethylhexanoat (Rhe-
opearl TT®), Myristinsauretriglycerid (Dynasan 114®) und Stearinsauretriglycerid
(Dynasan 118%) beziglich der Fettsdurezusammensetzung hohe Reinheiten aufwei-
sen. Durch Kombination der GC Daten und Elementzusammensetzung konnte der
Komplexierungsgrad unterschiedlicher AISt Handelsmuster abgeschatzt werden.
Diese liegen in Abhangigkeit des Herstellers als Aluminiummono- oder Aluminiumdi-
fettsaurekomplexe vor. Die DSC Untersuchungen ergaben flr die Aluminiumstearate

obere Schmelzpunkte um 150-160°C, fir Dynasan 118®° und Rheopearl KL® um
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70°C und fur Dynasan 114® um 50°C. Die Rontgendiffraktogramme bestatigten die

Unterschiede im Komplexierungsgrad der Aluminiumstearate.

In den folgenden Untersuchungen wurde die physikalische Stabilitat verschiedener
verdickter Grundlagen untersucht und aussichtsreiche Kombinationen flir die weite-
ren Versuche ausgewahlt. Stabile Formulierungen konnten mit Rheopearl KL®, Rheo-
pearl TT® und den als Difettsaurekomplexen vorliegenden Aluminiumstearaten AlSt
Fluka®, AISt ALG V® und AISt Alugel 30 HEP® erzielt werden, wahrend die Ansétze
mit den festen Lipiden Dynasan 114® und Dynasan 118® und den als Monofettsaure-
komplexen vorliegenden AISt Gellant® und AISt NF® deutliche Instabilititen bis hin
zur Phasentrennung zeigten. Fiir die weiteren Versuche wurden AISt ALG V® und

Rheopearl KL® als Additive zur Herstellung der Oleogele ausgewahilt.

Im nachsten Schritt wurden verschiedene Methoden zur Herstellung wirkstoffhaltiger
Oliger Suspensionen mit definierten PartikelgroRenverteilungen erprobt. Als effektive
Methoden erwiesen sich der Einsatz des Ultra-Turrax® Hochleistungsdispergierers
und die Einarbeitung mittels Morsermuhle. Durch diese konnen ausreichend kleine
PartikelgroRenverteilungen erreicht werden, die ohne Gefahr des Verschlusses durch
dinne Kanulen injiziert werden konnen. Aufgrund der geringeren Verluste wurde fur

das weitere Vorgehen das Verfahren mittels Mérsermuhle ausgewahilt.

In den folgenden Versuchen wurden die rheometrischen Eigenschaften ausgewahlter
Formulierungen in Abhangigkeit von zugesetztem Gelbildner und Scherung mittels
Morsermuhle bestimmt. Der Vergleich der Viskositatswerte neoos™ und der Mindest-
schubspannungen 1 =gy der einzelnen Formulierungen veranschaulichte deutlich
den grolRen Einfluss der gewahlten Zerkleinerungsmethode, welche die Gelstruktur
der Formulierungen nachhaltig in Richtung Flussigkeitscharakter veranderte. Durch
den Vergleich der rheometrischen Eigenschaften der selbst hergestellten Formulie-
rungen mit den Werten am Markt verfugbarer Fertigarzneimittel konnten fur die un-
tersuchten Gelbildner jeweils obere Konzentrationsgrenzen ermittelt werden, bei
denen eine einfache Applikation durch dlinne Kanulen gewahrleistet ist. Fur die For-
mulierungen mit Miglyol 812 liegen diese im Konzentrationsbereich bis 4% Rheopearl
KL® und AISt ALG V®, fiir die Formulierungen auf Basis von Sesamél im Bereich bis
3% der beiden Hilfsstoffe.
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Die Untersuchung der in vitro und in vivo Wirkstofffreisetzung erfolgte in den weiteren
Versuchen. Die in vitro Untersuchungen der Formulierungen mit geringen Hilfsstoff-
anteilen und Uberwiegendem Flussigkeitscharakter belegten eine sehr rasche und
unmittelbare Wirkstoffabgabe. Hingegen konnte bei den Formulierungen mit héheren
Anteilen an Gelbildner und rheologischem Feststoffcharakter nur geringe bis keine
Wirkstofffreisetzung beobachtet werden. In den in vivo Untersuchungen konnten fur
die Formulierungen mit 3% und 5% AISt ALG V® in Miglyol 812 und Sesamél deutlich
erhdhte hGH Spiegel bis Tag 7, in der Kombination 5% AISt ALG V® Sesamél bis
Tag 14 bestimmt werden. Der in der Zielsetzung der Arbeit gewlnschte Effekt einer
verzogerten Wirkstofffreigabe bei nachhaltiger Anhebung der Wirkstoffspiegel konnte
durch die Formulierung in einem Aluminiumstearat Oleogel eindeutig erzielt werden.
Die Freisetzungscharakteristik der Rheopearl KL® haltigen Formulierungen kann
anhand der Ergebnisse der ersten in vivo Studie nicht abschlie®end beurteilt werden.
Fur diese Formulierungen war das gewahlte Probenzugsintervall in Woche 1 mit
Messpunkten an Tag 1 und Tag 7 zu grol}, sodass die hGH Spiegel am zweiten
Probenzug bereits wieder auf Ausgangsniveau lagen. Alternative in vivo Studien mit

engerem Probenzugsintervall konnen diese Formulierungen besser abbilden.

Die Untersuchungen zur chemischen Stabilitat der hergestellten hGH Suspensionen
zeigten bei 2-8°C Einlagerung eine vergleichbare Stabilitat wie das nicht suspendier-
te lyophilisierte Handelsprodukt mit vollstandigem Erhalt als hGH Monomer und nur
geringer Oxidationsneigung. Bei 25°C und 40°C konnte insbesondere bei den hilfs-
stoffhaltigen Oleogelen, zu deren Herstellung hohere Temperaturen notwendig sind,

leicht erhdhte Aggregatbildung und z.T. starke Oxidation beobachtet werden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass durch die untersuchten Methoden
auf einfache Weise applikationsfertige Formulierungen hergestellt werden kdnnen,
die bei angemessener Lagerung bei 2-8°C stabile Eigenschaften aufweisen und in
Abhangigkeit des gewahlten Additivs eine nachhaltige Wirkstofffreisetzung bis zu 14

Tagen besitzen.
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