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1 Einleitung

1.1 Bioabbaubare Polymere und deren Depotinjektionsformen

1.1.1 Bioabbaubare Polymere

Eine Vielzahl von Polymeren natirlicher und synthetischer Herkunft wurde in den
letzten Jahren zur Herstellung bioabbaubarer parenteraler Depotformulierungen
entwickelt. In der Literatur sind detaillierte Ubersichten zu den verfligbaren

Polymeren zu finden **

. Dabei werden unter bioabbaubaren Polymeren solche
Materialien verstanden, die im Korper Uber einen Zeitraum von Wochen bis Monaten
meist durch hydrolytischen Abbau und nachfolgende Metabolisierung eliminiert
werden konnen. Der Begriff ,bioabbaubar ist etwas missverstandlich gewahlt, da er
eigentlich auf den beschleunigten Abbau von Polymeren durch Enzyme oder
bakteriellen Einfluss anspielt 2. Die verwendeten Materialien werden nach
Implantation in den Korper zu nicht-toxischen Produkten abgebaut und resorbiert.
Der Einsatz von bioabbaubaren Polymeren in parenteral anzuwendenden
Depotformen hat den Vorteil, dass sich keine Reste an kdérperfremden, polymeren
Tragern ansammeln neben der kontrollierten Arzneistofffreigabe.

Anfanglich wurden die bioabbaubaren Polymere in der Chirurgie als

t 2,5

resorbierbare Nahtmaterialien, Klammern, Stifte eingesetzt =, spater wurde ihre

Eignung zur Herstellung von Arzneiformen mit kontrollierter Freigabe erkannt °7.
Diese Erkenntnis weckte das Interesse an der Anwendung dieser Materialien in der
Pharmazie. Zahlreiche Untersuchungen wurden mit dem Ziel durchgefihrt, die
Anforderungen und Freigabeprofile solcher Arzneistoffsysteme besser erfullen zu

811 In diesem Zusammenhang stieg auch das Interesse an neuartigen,

konnen
resorbierbaren Polymeren. Dabei wurden natirlich vorkommende Polymere wie
Albumine, Fibrine, Kollagene, Gelatine, Starke oder Chitin diskutiert und untersucht
2. Probleme, die bei solchen Verbindungen auftreten, sind zum Beispiel erhdhte
Immunogenitat, Bioinkompatibilitat oder Schwankungen in Reinheit und
Zusammensetzung. Die heute am haufigsten verwendeten biokompatiblen,
bioabbaubaren Polymere zur Herstellung von parenteralen Depotformen sind die
synthetischen Polymere, insbesondere die Polyester und Polyanhydride '. Es gibt
aber auch Bestrebungen, Vertreter aus folgenden Polymer-Klassen als Matrix fur

parenterale Depotformen zu verwenden: Polyorthoester ">

und Polyphosphazene.
Bevorzugt untersucht wurden die kommerziell erhaltlichen Polyester aus

Milchsaure und Glykolsaure, die sich aufgrund verschiedener Eigenschaften wie der
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breiten Palette an Anwendungsmoglichkeiten, der guten Biokompatibilitat und
geringen Toxizitat als gunstig erwiesen 2 Die vorliegende Arbeit konzentriert sich
auf die Verwendung dieser Homo- und Copolymere.

Poly(laktide) (PLA) (Abb.1.1) sind Polyester des cyclischen Diesters der
Milchsaure, dem Laktid, und werden Uber eine ringdffnende Polykondensation und

t 21918 Milchsdure kommt in zwei

den Einsatz von Katalysatoren hergestell
verschiedenen optisch aktiven stereoisomeren Formen vor, weshalb drei
verschiedene PLA sich bilden kdnnen: Poly-(L(-)-Laktid), Poly-(D(+)-Laktid) und das
racemische optisch inaktive Poly-(D,L-Laktid) '". Diese drei Formen unterscheiden
sich vor allem in ihrer Kristallinitat, welche entscheidend die physikalischen
Eigenschaften und somit auch das Abbauverhalten des Polymers bestimmt 2. Aber
auch das Molekulargewicht, die Viskositat und das Verhaltnis zwischen Oberflache

und Volumen beeinflussen die Erosion.

O
%O\Hq\ Abb. 1.1: chemische Strukturformel eines Poly(laktides)
X

Poly-(D,L-Laktide) mit einem 1/1 Verhaltnis von D-Laktid zu L-Laktid sind
vollstandig amorph und bilden daher eine homogene Matrix aus, die eine gute
Einarbeitung von Wirkstoffen erméglichen ®.

Poly(laktid-co-glykolide) (PLGA) (Abb. 1.2) entstehen durch Copolymerisation
von unterschiedlichen Anteilen der beiden cyclischen Dimere Laktid und Glykolid in
Anwesenheit eines Katalysators #'°. Fiir die physikochemischen Eigenschaften und
das Abbauverhalten des Polymers sind neben den bereits genannten Eigenschaften
auch das Monomerenverhaltnis und die Anzahl gleichartiger aufeinander folgender

Monomereinheiten von Bedeutung *°.
O
o) Abb. 1.2 chemische Strukturformel eines
0) Poly(laktid-co-glykolides)
X y
0]

Milchsaure ist, bedingt durch die zusatzlichen Methylgruppen im Molekul, das
hydrophobere Monomer. Mit abnehmender Konzentration des Milchsaureanteils im
Copolymer wird daher die Hydrophilie erhdht und gleichzeitig die

Abbaugeschwindigkeit beschleunigt '°. Die schnellere Wirkstofffreisetzung ist durch
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die bessere Wasseraufnahme der Matrix und die damit erleichterte Zuganglichkeit
der hydrolyseempfindlichen Estergruppen bedingt '°. Der Anteil der hydrophilen
Komponente darf dabei nicht zu hoch gewahlt werden, da sonst der retardierende
Effekt zu gering ausgepragt ist. Ein zu lipophiler Polymercharakter kann hingegen zur
Denaturierung der eingebetteten Proteine filhren 2. In der Praxis haben sich bisher
das Verhaltnis Laktid zu Glykolid von 50/50 (Zoladex®) und 75/25 (Profact Depot®)
als gunstig erwiesen.

Die terminalen Carboxylgruppen der PLGA-Polymere kdnnen mit Alkoholen
verestert (end-capped) oder als freie endstandige Sauregruppen (non end-capped)
vorliegen. Dabei sind die Polymere mit blockierten Endgruppen eher hydrophober
Natur und meist hohen Molekulargewichts. Beide Eigenschaften bedingen einen
langsamen Abbau, daher werden diese PLGA-Polymere eher fur die
diffusionskontrollierte Freigabe von Stoffen mit niedrigem Molekulargewicht
eingesetzt '®. Eine schnellere Wirkstofffreigabe kann durch die Verwendung
hydrophiler und niedermolekularer PLGA-Derivate mit freien terminalen Gruppen
erreicht werden. Die freien Carboxylgruppen fuhren zu einer raschen
Wasseraufnahme und schnellerem Abbau ?°. Diese hydrophilen Polymere werden
als Matrixbildner zur Freigabe von hohermolekularen Wirkstoffen wie Peptiden
eingesetzt '®.

1.1.2 Parenterale Depotformulierungen
Unabhangig vom Applikationsweg kann die Verlangerung der Wirkungsdauer von
Arzneimitteln nach unterschiedlichen Prinzipien erfolgen:
auf chemischem Wege (schwerlosliche Wirkstoffderivate wie Ester,
schwerldsliche Komplexe oder Salze, Moleklilabwandlungen),
durch  pharmazeutisch-technologische = Mallnahmen (Wahl des
Arzneitragers, Art und Menge der Hilfsstoffe, Wahl der Umhdillung oder
Einbettung)
und durch  Nutzung physiologischer bzw. pharmakologischer
Madglichkeiten (Applikationsort bzw. -art, Gefallkonstriktoren,
Ausscheidungsblocker) #'.

Die Wirkungsverlangerung durch pharmazeutisch-technologische Mallnahmen
beruht im Wesentlichen auf einer Verzogerung der Wirkstofffreisetzung durch

Verringerung der Lésungsgeschwindigkeit und/oder der Diffusionsgeschwindigkeit.
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Fir Depotformulierungen werden unterschiedliche Prinzipien, die einzeln oder
kombiniert Anwendung finden, benutzt. Im Allgemeinen werden unter
Depotarzneiformen solche Formen verstanden, deren verlangerte Wirkung auf einer
allmahlichen Freisetzung und Resorption aus einem Depot beruht. Implantate oder
eine i.m.  Applikation einer  oligen Suspension sind parenterale
Formulierungsbeispiele. Mit der Anwendung von herkdommlichen Implantaten werden
Freisetzungszeitraume bis zu mehreren Jahren, z.B. Implanon®, erreicht, jedoch
muss der Wirkstofftrager wieder operativ entfernt werden.

In jungerer Vergangenheit sind parenterale Depotformulierungen, insbesondere
solche, die auf polymeren bioabbaubaren Tragersystemen basieren, Gegenstand
intensiver Forschungsaktivititen gewesen. lhren Ursprung fand die Entwicklung
neuer Injektionspraparate mit verlangerter Arzneistofffreigabe in der wachsenden
Anzahl an Wirkstoffen aus der biotechnologischen Forschung, wie beispielsweise
Peptide und Proteine sowie gentherapeutische Arzneistoffe wie DNA. Diese
Substanzen werden haufig als ,Problemarzneistoffe® bezeichnet, denn sie werden
aufgrund ihrer Aminosaurekettenstruktur bei oraler Gabe schon im Magen-Darm-
Trakt abgebaut. Ein optimaler Einsatz dieser Arzneistoffe stellt durch kurze
Plasmahalbwertszeiten, hohe Clearanceraten und geringe orale Bioverfugbarkeit
eine groRe Herausforderung an die Wahl der Formulierung dar. Mehrfache
Injektionen pro Tag uber einen langeren Zeitraum werden von vielen Patienten nicht
akzeptiert. Fur solche Wirkstoffe werden Tragersysteme bendtigt, die eine
kontrollierte Wirkstoffabgabe mit reproduzierbarem und vorbestimmtem Profil
ermdglichen. Die parenteral anwendbaren Depotformen, die auf der Basis
bioabbaubarer Polymere griinden, stellen ein mogliches Wirkstoff-Darreichungs-
System dar. Mit der Entwicklung solcher Formulierungen wird das Ziel verfolgt,
konstante Plasmaspiegel an Wirkstoffen (wie die problembehafteten Peptide und
Proteine) Uber mehrere Wochen hinweg erreichen zu konnen. Das matrixbildende
Polymer Ubernimmt dabei wichtige Funktionen wie die Kontrolle der
Wirkstofffreigabegeschwindigkeit, den Schutz des Wirkstoffes vor chemischer
und/oder enzymatischer Zersetzung oder den Abbau des Tragers. Hinsichtlich der
Wirkstoffverteilung im Tragersystem lassen sich Reservoir-Systeme, bei denen der
Arzneistoff vom Polymer umhlillt wird, von Matrixsystemen unterscheiden, bei denen
der Arzneistoff als Dispersion oder in Form einer festen Lésung vorliegt '°. Bei

Reservoir-Systemen erfolgt die Freigabe des Wirkstoffes mittels Diffusion durch die
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bioabbaubare, geschwindigkeitskontrollierende Membran. Bei Matrixsystemen wird
die Freigabe des Arzneistoffes durch Diffusion und auch durch den Abbau der
Polymermatrix gesteuert 922 |n Abhangigkeit von der Loslichkeit des Wirkstoffes im
Polymer und der verwendeten Herstellungstechnologie lassen sich Reservoir- oder
Matrix-Systeme herstellen °. Prinzipiell wird zwischen zwei parenteral anwendbaren
Arzneiformen unterschieden, zu denen sich bioabbaubare Polymere verarbeiten
lassen:

» Implantate, die aus einer Einheit bestehen und

=  multipartikulare Systeme.

Bei der Herstellung von Implantaten und multipartikularen Systemen kommen
verschiedene Herstellungstechnologien zur Anwendung (Tab. 1.1) '®.

Implantate sind kleine Formlinge, die mit Arzneistoff beladen sind. Sie sind haufig
von zylindrischer Geometrie, wie z.B. feste Stabchen oder kleine Tabletten, die durch
einen kleinen chirurgischen Eingriff oder durch eine Fertigspritze subkutan appliziert
werden wie beispielsweise Zoladex® ? .

Multipartikulare Systeme sind haufiger unter dem Begriff Mikropartikel zu finden.
Bei der Herstellung wird der Wirkstoff in Polymerpartikel von etwa 1 — 1000 pm
Durchmesser eingebettet. Mikropartikel eignen sich zur subkutanen und
intramuskularen Applikation. Unter Mikropartikel werden Mikrokapseln, bei denen
feine Wirkstoffpartikel mit einem Polymer umhdllt sind, und Mikrospharulen, in denen

der Arzneistoff in der Polymermatrix geldst oder dispergiert vorliegt, subsumiert ™°.
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Tab.: 1.1 Ubersicht zu bioabbaubaren Depotformulierungen und ihrer Herstellungstechnologien

Depot-

formulierung

Herstellungstechnologie

Bemerkungen

Anwendungsbeispiele

Implantat

Extrusion 4%

- mittels Schneckenextruder
- Polymerschmelzen — héhere Temperaturen erforderlich, Stabilitat der Polymere,
Wirkstoffe 262’

- s.c. Injektion unter die Bauchhaut, Fremdkdrpergefihl

Zoladex®®
Profact® Depot 2
Leuprone® HEXAL®

Leupro-Sandoz®

Verpressen %

- Herstellen von Mikrokapseln, dann tablettieren, technologisch aufwendig

- Restlésungsmittelgehalt

Filmen *°

- Sedimentation und ungleichmafige Verteilung des Wirkstoffes durch lange

Aushartungsphase

In situ Formung ***'

- In situ Inkorporation des Wirkstoffes durch Ausfallung (Immobilisierung) der
Polymer-Lésung oder -Suspension

- parenteral applizierbare Losungsmittel erforderlich wie PEG 400 *2, Glycofurol **
Dimethylsulfoxid **, N-Methylpyrrolidon *

- direkt an den Wirkungsort applizierbar

’

|® 36,37

Atrige
Eligard®
Atridox®
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Tab.1.1: Fortsetzung

Depot-

formulierung

Herstellungstechnologie

Bemerkungen

Anwendungsbeispiele

Mikropartikel

38-40

- Versprihen einer Polymerldsung, in welcher der Wirkstoff gelést oder suspendiert

wird, in einem heillem Luftstrom “

Sprihtrocknung - kontinuierlicher und technologisch ausgereifter Prozess, gute Reproduzierbarkeit Suprecur MP® #?
- Nachteil: thermische Belastung des Polymers und des Wirkstoffes, polymorphe
Zustande des Wirkstoffes
- Induktion einer Polymer-Koazervation auf dem Wirkstoff durch Zugabe eines
Phasenseparation Phasenseperators zur Dispersion oder Emulsion des Wirkstoffes in einer © 42
. 43,44 . . Decapeptyl LP
(Koazervation) organischen Polymerlésung

- Nachteil: hoher Restlésungsmittelgehalt 4

W/O/W-Emulsion

- Emulsion aus wassriger Wirkstoffldésung und organischen Polymerlésung,
Koazervation des Polymers durch Zugabe der Emulsion in eine damit nicht-

mischbare, auRere Phase, Verdampfung oder Extraktion des Lésungsmittels

45,46

- Nachteil: komplexes Verfahren , hoher Restldsungsmittelgehalt

Lupron Depot® *?

Enantone Monats-Depot®

Schmelzverkapselung 4

- Wirkstoff in eine Polymerschmelze einmischen, Mischung in einem nicht-
mischbaren Lésungsmittel dispergieren, abkihlen, waschen mit geeignetem
Lésungsmittel *®

- Nachteil: thermische Belastung, Auskristallisieren des Wirkstoffes *°
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Tab.1.1: Fortsetzung

Depot-

formulierung

Herstellungs-technologie

Bemerkungen

Anwendungsbeispiele

Mikropartikel

Anwendung uberkritischer

Gase

- zwei Verfahren: RESS (= Rapid Expansion of Supercritical Solutions) und ASES

(= Aerosol Solvent Extraction System)

51,52

- ASES nutzt die Extraktionseigenschaft Uberkritischer Gase (haufig genutzt: CO,);

Polymerlésung, in welcher der Wirkstoff geldst oder suspendiert wird, wird in die

Uberkritische Gasphase gespriiht, das Losungsmittel ist I6slich im Gas und wird

extrahiert, ausfallen des Polymers

- Nachteil: Agglomeratbildung >
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Wie aus der Tabelle 1.1 ersichtlich wird, sind bioabbaubare Implantate und
Mikropartikel auf dem Arzneimittelmarkt erhaltlich. Die Depotpraparate, die auf den
multipartikularen Systemen basieren, wie beispielsweise Decapeptyl LP® oder
Enantone Monats-Depot®, weisen einen Freigabezeitraum der Wirkstoffe von ca.
einem Monat auf. Sie kénnen dem Patienten ohne Probleme injiziert werden .
Nachteile dieser Praparate sind vor allem Restgehalte an bedenklichen
Lésungsmitteln, eine aufwendige und teure Herstellung und ungleichmalige
Wirkstoffkonzentration, bedingt durch den Herstellungsprozess '2°°.

Parenterale Depotformulierungen in Form von Implantaten sind beispielsweise
Zoladex®-GYN mit einer Depotwirkung von einem Monat oder Profact® Depot 3-
Monatsimplantat mit einer Freigabedauer von drei Monaten. Sie werden s.c. unter die
Bauchhaut injiziert, dabei kann jedoch ein Fremdkoérpergefihl auftreten. Die
Verarbeitung der bioabbaubaren Polymere zu diesen Implantaten erfolgt durch
Verpressen oder Extrusion '2. Durch die dabei auftretenden mechanischen und
thermischen Belastungen ergeben sich Probleme mit der Stabilitat der Polymere und
der Wirkstoffe 2.

Eine viel versprechende Methode zur Bildung bioabbaubarer Formen ist die
Herstellung von in situ Implantaten. Dabei werden Losungen oder Suspensionen von
bioabbaubarem Polymer und dem Arzneistoff durch Injektion in wassrige Medien
eingebracht, in welchem die Polymere zur spontanen Ausfallung neigen und den

Wirkstoff einschlieBen 302,

Eine in situ Formulierung kann die Vorteile der
Mikropartikel sowie der gepressten Implantate vereinen. Eine Depotwirkung kann
iber mehrere Wochen, wie beispielsweise fiir das Praparat Eligard® (je nach
Dosierung uber 1 — 6 Monate), erreicht werden. Ein Vorteil sind die parenteral besser
vertraglichen Losungsmittel der Polymer-Losungen, aus denen sich die in situ
Implantate ausformen. Hinsichtlich der eingesetzten L&sungsmittel und ihrer
parenteralen Anwendbarkeit gibt es jedoch Unterschiede. Beispielsweise ist das in
Eligard® verwendete L&sungsmittel N-Methylpyrrolidon 3° hinsichtlich  der
parenteralen Vertraglichkeit kritisch zu bewerten °°. Es kann zu lokalen Reizungen
fuhren. Auch wurde von embryotoxischen Wirkungen bei oraler Verabreichung in

Ratten berichtet *’

. Geeigneter scheint die Verwendung von PEG 400 zu sein, wobei
hier aufgrund der hygroskopischen Eigenschaften hadmolytische Effekte festgestellt

wurden 8. Eine andere Alternative stellt die im Patent *° beschriebene Technologie
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dar. Hier werden niedermolekulare flissige Oligolaktide zum Ldsen der
matrixbildenden PLGA-Polymere eingesetzt.

Fir den Einsatz von Arzneiformen als Parenteralia ist Sterilitét erforderlich ®. Die
beschriebenen parenteralen Depotformulierungen stellen dabei hohe Anforderungen
an die Sterilisationsverfahren, da die Praparate bei Anwendung der
Sterilisationsmethoden des Arzneibuches ihre biopharmazeutischen und
physikochemischen Eigenschaften andern und so unbrauchbar werden konnen.
Zweifellos ist damit ein sehr wichtiger Aspekt benannt, der in der Entwicklung solcher
innovativer Formulierungen berucksichtigt werden muss. Ein parenterales Praparat,
welches nur unter Stabilitatsverlust steril hergestellt werden kann, wird keine
Markteinfuhrung erreichen. Die vorliegende Arbeit wird daher Methoden zur
Bewertung von Depotinjektionsformen an einem ausgewahlten Beispiel
herausarbeiten. Die erarbeiteten Priufverfahren werden dann zur Bewertung von
Sterilisationsverfahren und deren Einfluss auf die Stabilitdt einer Modellformulierung

herangezogen.

1.2 Sterilisationsverfahren

Fur alle parenteral anzuwendenden Produkte wird Sterilitat gefordert. Sterilisation
hei3t Eliminierung (Abtrennung, Abtoten) der an Stoffen, Zubereitungen und an
Gegenstanden vorkommenden lebensfahigen Formen von Mikroorganismen sowie

1 In den Arzneibiichern wird Sterilitat, die ein absolutes

Inaktivierung aller Viren
Mal? ist, dahingehend konkretisiert, dass die Verfahren und MalRnahmen derart sein
sollen, dass die Wahrscheinlichkeit fiir Unsterilitat < 10° ist ®*°?, Das bedeutet, bei
einer Charge von 1 Million sterilisierten Einheiten darf nicht mehr als ein Behaltnis
kontaminiert sein. Der Nachweis der Sterilitdt des Arzneimittels wird durch Prifung
nach in den Arzneibtichern festgelegten Vorschriften erbracht (Prifung auf Sterilitat
nach Ph. Eur. 2.6.1. %), die belegen, dass unter den angegebenen Bedingungen
keine vermehrungsfahigen Mikroorganismen nachweisbar sind. Verschiedenste
Verfahren stehen zur Verfigung, um sterile oder keimreduzierte Produkte
herzustellen. Dabei gilt es je nach Einsatzbereich, Verwendungszweck des
Praparates oder Gegenstandes, das optimale Behandlungsverfahren zu finden, das
den gestellten Anforderungen oder Erwartungen gentgt und unter wirtschaftlichen
Gesichtspunkten realisierbar ist. Die Methoden zur Abt6tung, Beseitigung und zum
Fernhalten von Mikroorganismen werden wie folgt eingeteilt (Tab. 1.2).
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Tab. 1.2: Methoden zur Keimreduzierung und deren Verfahren und Anwendung ®'

Methode Definition Verfahren Anwendung
Behandlung mit
Abtdtung aller Mikro- - HeiBluft Arzneimittel, Verband-
Sterilisation | Organismen und - gespanntem Dampf stoffe, Geréte,
Inaktivierung aller Viren - ionisierenden Strahlen Instrumente
- Ethylenoxid
Abtrennung aller Mikro- Wasser, flissige und
Entkeimungs- | organismen, auch der Filtration mit I6sliche Arzneimittel,
filtration toten Formen, jedoch - Filtern flissige Lebensmittel,

nicht aller Viren

Gase

Desinfektion

Inaktivierung eines Teiles
der Keime, beispielsweise

aller pathogenen Keime

Behandlung mit

- chemischen Mitteln

- feuchter Hitze
(Pasteurisieren,
Stassanieren, Uperisation,

Einwecken)

Oberflachen (Material,
Hande, Kleidung), Raume,

hitzelabile Lebensmittel

Konservierung

Hemmung aller ver-
mehrungsfahigen
vegetativen Keime und

Auskeimung der Sporen

Behandlung mit

- chemischen Mitteln

Arzneimittel (Parenteralia
in Mehrdosenbehalt-
nissen), leichtverderbliche

Lebensmittel, Kosmetika

Zur Herstellung von sterilen Injektionspraparaten sind die Sterilisationsverfahren

und die Entkeimungsfiltration von vorrangigem Interesse. In jedem Fall ist die
Eignung des Sterilisationsverfahrens an sich und fur das zu behandelnde Produkt
speziell zu prufen. Die ausgewahlte optimale Methode muss validiert werden, d.h. es
ist experimentell unter Beweis zu stellen, dass mit dem Verfahren Sterilitdt erzeugt
werden kann. Andererseits muss sich die Auswahl des Verfahrens auch nach den

Eigenschaften des zu behandelnden Praparates, seiner Stabilitat gegen das

wirksame Agens (Hitze, ionisierende Strahlen, Ethylenoxid) sowie der
Ausgangskeimzahl (Art und Umfang) richten. Eine Sterilisation des Produktes im

Endbehaltnis muss immer der aseptischen Herstellung vorgezogen werden %%

Hitze

Wirkungsgrades zur Verminderung der Keimzahl Vorrang zu geben. Da die

Einer Sterilisation mit feuchter oder trockener ist hinsichtlich des

bioabbaubaren Depotinjektionsformen zu den thermolabilen Produkten gehoren,
sollen neben den Standardverfahren der Arzneiblcher auch alternative Verfahren zur

Sterilisation gepruft werden.
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1.2.1 Standard-Sterilisationsverfahren
Zur Sterilisation im pharmazeutischen und medizinischen Bereich werden in den
Arzneiblichern folgende Verfahren aufgefiihrt ®°:
= thermische Sterilisation
o mit feuchter Hitze (HeiBwasser, Dampf, Dampf-Luft-Gemische)
o mit trockener Hitze (HeiRluft)
= Sterilisation mit ionisierenden Strahlen (Gamma-Strahlen)
= Sterilisation mit mikrobiziden Gasen (Ethylenoxid)
» Entkeimungsfiltration (Filtration durch bakterienzurickhaltende Filter)

» aseptische Herstellung.

Im Nachfolgenden sollen die Standardverfahren zur Sterilisation im Einzelnen
kurz vorgestellt und deren Anwendbarkeit auf bioabbaubare Depotinjektionsformen

bewertet werden.

1.2.1.1 Dampfsterilisation

Bei der Dampfsterilisation kommt gespannter, gesattigter Wasserdampf zur
Anwendung. Dieses Verfahren ist bei wassrigen Zubereitungen, falls dies maglich ist,
zu bevorzugen. Die Standardbedingungen betragen 15 min langes Erhitzen auf
mindestens 121 °C . Gespannter Dampf entsteht beim Erhitzen von Wasser in
einem geschlossenen GefalR (Innenraum des Autoklaven). Bei einer
Sterilisiertemperatur von 121 °C steigt der Dampfdruck auf 2,05 bar an ®'. Der Dampf
und dessen Kondensat Uben bei der Oberflachensterilisation eine direkte bakterizide
Wirkung aus. Bei der Sterilisation von Ldésungen in geschlossenen Behaltnissen dient
er lediglich zur Warmeubertragung. Die verschlossenen Gefalle ubernehmen selbst
die Funktion eines Autoklaven. Zum Erreichen der vollen Wirkung des Dampfes
muss die Luft aus dem Sterilisierraum entfernt sein. Zur Verdrangung der Luft stehen
verschiedene Verfahren wie Stromungsverfahren, Gravitationsverfahren und
Vakuumverfahren zur Verfugung. Bevorzugt findet die Dampfsterilisation Anwendung
zur Oberflachensterilisation von Geraten wie Filter einschl. Filtergehause, Pumpen,
Nadeln, Wasche, Filtratbehalter sowie zur Sterilisation im Endbehaltnis von
wassrigen Zubereitungen thermostabiler Substanzen. Jedoch eignet sich dieses
thermische Standardverfahren nicht zur Sterilisation von bioabbaubaren
Depotinjektionsformen. Zum einen sind die matrixbildenden Polymere und haufig

auch die Wirkstoffe wie Peptide und Proteine thermolabil, zum anderen handelt es



1 Einleitung Seite 14 von 139

sich bei den Depotformulierungen um nicht wassrige Systeme. Dampfsterilisation
unter Standardbedingungen von chirurgischem Fixationsmaterial basierend auf PLA-
Polymeren fuhrte zu Deformation und Abbau. Eine kurzzeitige (60 s) Behandlung mit
hdéheren Temperaturen (129 °C) war Erfolg versprechend hinsichtlich dem geringen

Abbau und der kaum sichtbaren Verformung des Materials ®>,

1.2.1.2 HeiBluftsterilisation

Bei der Sterilisation mit Heil3luft sind die Standardbedingungen mindestens 2 h bei
mindestens 160 °C, wobei andere Temperatur-Zeit-Kombinationen ebenfalls mdglich
sind, wenn der Nachweis erbracht wird, dass eine angemessene und
reproduzierbare Letalitatsrate gewahrleistet wird ®°. HeiRluft ist das Verfahren der
Wahl zur Sterilisation von nicht-wassrigen Zubereitungen im Endbehéltnis ®3. Jedoch
kommt die Behandlung mit trockener Hitze flr parenterale Produkte aufgrund von
hitzeempfindlichen Wirk- und/oder Hilfsstoffen nur selten zur Anwendung.
Hauptsachlich wird die HeilRluftsterilisation zur Sterilisation und Entpyrogenisierung
bei Temperaturen > 220 °C von Primarpackmitteln wie Ampullen und
Rollrandflaschen (Vials) eingesetzt.

Untersuchungen von Gogolewski et al. zur thermischen Behandlung von
Fixationsmaterial, die auf PLA-Polymeren basieren, haben gezeigt, dass bei
Temperaturen < 135 °C und unter Vakuum und/oder Inertgasatmosphare eine
erfolgreiche Sterilisation ohne Molekulargewichtsverlust der Polymere und Anderung
der mechanischen Eigenschaften durchfiihrbar ist °”°®. Die Sterilisation mit trockener
Hitze von PLGA-Stiften war ohne Molekulargewichtsverlust hingegen nicht

méglich °.

1.2.1.3 Strahlensterilisation

Von den ionisierend wirkenden Korpuskularstrahlen (o- und p-Strahlen) und
Elektronenstrahlen (y- und Rdéntgenstrahlen) werden nach Arzneibuch die y-Strahlen
aufgrund des besseren Eindringvermdgens eingesetzt ®°. Die p-Strahlen werden nur
in untergeordnetem Umfang fur Sterilisationszwecke genutzt. Beide Strahlenarten
besitzen ahnliche mikrobizide Wirksamkeit gegen Bakterien, Pilze und Viren, wobei
der Keimabtétungseffekt von vielen Faktoren wie Alter der Keime, Keimdichte,
Sauerstoffkonzentration, Feuchtigkeitsgehalt abhangt o1, Bei dieser

Sterilisationsmethode betragt die Standardabsorptionsdosis 25 kGy, andere Dosen
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konnen bei Nachweis einer angemessenen und reproduzierbaren Letalitatsrate
verwendet werden. Fir die Erzeugung von y-Strahlen wird fast ausschlieRlich das
Radionuklid ®°Co eingesetzt. Die ionisierenden Strahlen kénnen zur Sterilisation von
Arzneimitteln nur eingesetzt werden, wenn der Nachweis erbracht wurde, dass kein
anderes Sterilisationsverfahren (thermische Verfahren) zum Erfolg fiihrt ®3. Aufgrund
der thermolabilen Eigenschaften der bioabbaubaren Polymere ist die
Strahlensterilisation im Moment die wichtigste Methode, mit der auf dem
Arzneimittelmarkt befindliche Implantate und Mikropartikel behandelt werden '*7°.
Bekannt ist aber auch, dass die Anwendung von y-Strahlen zum Abbau der Polymere

und damit Veranderung der Wirkstofffreisetzung filhren kann """,

1.2.1.4 Sterilisation mit mikrobiziden Gasen (Ethylenoxid)

Die Sterilisation mit dem mikrobiziden Gas, Ethylenoxid, ist eine chemische
Sterilisationsmethode. Sie dient in erster Linie zur Verminderung der Keimzahl an
Oberflachen, kann aber auf diese Weise auch in porosem Material wirken. Da ein
direkter Kontakt des Gases mit der Mikroorganismenzelle erforderlich ist, versagt
dieses Verfahren, wenn Kontaminationskeime in Kristallen, Proteinpartikeln oder
Schutzhiillen eingeschlossen sind ©'. Die Wirksamkeit des Gases ist weiterhin in
hohem Male von der vorhandenen Feuchte sowie von der Temperatur und dem
Druck abhangig. Ethylenoxid wirkt als Protoplasmagift. Der Einsatz als
Sterilisationsverfahren ist wegen der kanzerogenen Wirkung des Ethylenoxids stark
eingeschrankt. Die Sterilisation von Arzneimitteln mit Ethylenoxid kann nur eingesetzt
werden, wenn der Nachweis erbracht wurde, dass kein anderes

Sterilisationsverfahren (thermische Verfahren) zum Erfolg fiihrt 2.

1.2.1.5 Filtration durch bakterienzurtickhaltende Filter

Ist eine Sterilisation im Endbehaltnis nachweislich nicht durchfuhrbar, so kann ein
Filtrationsverfahren als sterilisierendes Verfahren eingesetzt werden . Alle Schritte
nach der Filtration, beispielsweise Abflllung in Primarpackmittel, missen unter
aseptischen Bedingungen erfolgen. Das eigentliche Agens der Entkeimungsfiltration
ist der Filter, welcher in der Lage sein muss, aus einer klaren FlUussigkeit die darin

vorhandenen Keime abzuscheiden °©'.

Geeignet zur Filtration sind vor allem
niedrigviskose echte Losungen, weniger kolloidale und hochviskose fllissige

Zubereitungen. Fir bioabbaubare Depotinjektionsformen wie starre, zylinderférmige
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Implantate ist die Sterilfiltration nicht anwendbar. Bei der Herstellung von
Mikropartikeln sind die Polymerlosungen und Emulsionen vor der Ausbildung zu
filtrieren. Das bedeutet, alle weiteren Schritte mussten in aseptischer Arbeitsweise

erfolgen, was technologisch enorm aufwendig und kostenintensiv ist.

1.2.1.6 Aseptische Herstellung

Kbénnen Zubereitungen aus Stabilitdtsgrinden nicht einem Sterilisationsprozess
unterworfen werden, mussen die Einzelbestandteile oder Zwischenprodukte
sterilisiert werden. Die Weiterverarbeitung muss aseptisch erfolgen. Unter der
aseptischen Herstellung von Arzneizubereitungen ist zu verstehen, dass die Wirk-
und Hilfsstoffe sterilisiert zum Einsatz kommen und ihre Verarbeitung mit sterilisierten
Geraten und das Abflllen in sterilisierte Primarpackmittel erfolgt. Alle Arbeitsschritte
sind so aufeinander abzustimmen, dass jeder einzelne zu dem angestrebten Endziel,
dem sterilen Produkt, beitragt. Eine solche Arbeitstechnik ist aullerst aufwendig und
stellt besonders hohe Anforderungen an das Personal, die Betriebshygiene, an

Raume und Gerate.

1.2.2 Alternative Sterilisationsverfahren

Es gibt eine Vielzahl moderner Wirkstoffe, die aus dem Bereich der
biotechnologischen Forschung kommen, deren Anwendung auf die parenterale
Applikation beschrankt ist. Dazu zéhlen vor allem Proteine, Peptide **, rekombinante
DNA " und Vaccine "®, welche haufig in modernen Depotinjektionsformen oder mit
Hilfe neuester medizinischer Gerate, wie Mikrochips oder implantierbare Pumpen,
angewendet werden. Wie alle Parenteralia mussen auch solche Systeme steril sein.
Standard-Sterilisationsverfahren kénnen haufig nicht angewandt werden, da die
Formulierungen dann wunbrauchbar werden. Die Alternative ist dann die
technologisch sehr aufwendige und kostenintensive aseptische Herstellung. Jedoch
ist eine Sterilisation der Praparate im Endbehaltnis einer aseptischen Herstellung
nicht aus Kostengriinden, sondern aus Sicherheitsgriinden vorzuziehen ®*%*. Die
Suche nach alternativen Sterilisationsverfahren erscheint daher sinnvoll. In der
Literatur werden eine ganze Reihe anderer Sterilisationsmethoden fur instabile
Zubereitungen beschrieben, wie beispielsweise:

= die Mikrowellenbehandlung """°,

= die Niedrigtemperatur-Plasmasterilisation %",
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= die Pulsed-Light-Sterilisation ®***,

= die Sterilisation mit iberkritischem Kohlendioxid %,
= die Hochdruckinaktivierung %
» die Hochdruckbehandlung mit Kohlendioxid und explosiver

Dekompression ®’.

Zur Etablierung anderer Methoden ist deren Eignung nachzuweisen. Dazu sind
umfangreiche Untersuchungen erforderlich, welche die Validitdt des neuen
Verfahrens hinsichtlich Letalitatsrate, Reproduzierbarkeit, geeigneter Bioindikatoren
etc. belegen. Die Behandlung mit Mikrowellen, ein Sterilisationsverfahren des

79 6 sind alternative

Japanischen Arzneibuches °, und die Hochdruckinaktivierung ®
Methoden, die hinsichtlich ihrer Wirksamkeit intensiv untersucht wurden und deren
Etablierung als alternative Sterilisationsverfahren realistisch erscheint. Beide
Verfahren sollen neben den Standardverfahren hinsichtlich ihrer Anwendbarkeit fur
parenterale Depotinjektionsformen am Beispiel einer ausgewahlten

Modellformulierung in dieser Arbeit bewertet werden.

1.2.2.1 Mikrowellenbehandlung

Mikrowellen sind elektromagnetische Wellen, deren Wellenlange zwischen 1 m und 1
mm liegt, was einem Frequenzbereich von etwa 300 MHz bis etwa 300 GHz
entspricht. Die Mikrowellengerate benutzen elektromagnetische Strahlung mit einer
Frequenz von typischerweise 2,45 GHz. Mikrowellen stellen ein elektrisches
Wechselfeld dar, in dem die Feldrichtung innerhalb einer Sekunde fast 2,5 Milliarden
Mal wechselt. Durch den standigen Polaritatswechsel werden Dipolmolekule wie
beispielsweise das Wasser im zum behandelnden Gut zum Schwingen gebracht.
Dadurch wird ein erheblicher Teil der Energie in Reibungsverluste umgesetzt und
das Produkt erwarmt sich.

Im Japanischen Arzneibuch ist die Mikrowellenbehandlung zur Sterilisation von
wassrigen Lésungen oder fliissigen Arzneistoffen zugelassen ’°. Von Eisai Co. wurde
Ende der 80iger Jahre erfolgreich ein Mikrowellengerat zur Sterilisation von
wassrigen Ampullenpréaparaten entwickelt und in die Produktion eingefiihrt %2°. Mit
diesen kontinuierlich arbeitenden Sterilisatoren kann innerhalb von 20 bis 30 s eine
Produkttemperatur von 140 °C erreicht werden. Die Temperaturerfassung erfolgt flr

jede einzelne Ampulle getrennt 2.
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In umfangreichen Untersuchungen wurde die Validitat des Verfahrens hinsichtlich
Temperaturhomogenitat, Auswahl der geeigneten Bioindikatoren, Reproduzierbarkeit
sowie einer ausreichenden Letalititsrate nachgewiesen "9 Aufgrund der kurzen
Aufheizzeiten und der Sterilisierzeit eignet sich das Verfahren besonders fir
thermolabile wassrige Ampullenpraparate *. In Arbeiten von Groning et al. wurde
berichtet, dass auch Sterilisation von nicht wassrigen Flissigkeiten, wie Macrogol
300 und Erdnussdl, erfolgreich durchgefihrt wurde %°. Daher soll die
Mikrowellenbehandlung am Beispiel einer Modellformulierung im Rahmen dieser

Arbeit bewertet werden.

1.2.2.2 Hochdruckinaktivierung

Die Hochdruckinaktivierung ist ein aus der Lebensmittelindustrie bekanntes
Verfahren zur Pasteurisierung und Sterilisierung **”. So wird die Behandlung mit
Hochdruck als eine Methode beschrieben, bei der beispielsweise der Vitamingehalt
der Nahrungsmittel weitgehend erhalten bleibt, was bei thermischen Verfahren

oftmals nicht der Fall ist %

. Es ist nahe liegend, diese Technologie auch zur
Keimreduzierung in thermo- und strahlensensitiven Injektionszubereitungen sowie
medizinischen Anwendungen einzusetzen %%, Es liegen Verdffentlichungen von H.
Ludwig et al. vor, in denen die Hochdruckbehandlung zur Sterilisation von
Formulierungen wie Liposomen oder PLGA-Stiften beschrieben wird '%'%° Selbst
solche empfindlichen Arzneiformen wie Liposomen sind Uber einen langeren
Zeitraum bei einem isostatischem Druck bis ca. 250 MPa stabil '®. H. Ludwig
untersuchte auch das Molekulargewicht von PLGA vor und nach der
Hochdruckinaktivierung, wobei es dabei zu keiner Anderung kam "%,

Es gibt zahlreiche Untersuchungen dazu, dass alle Arten von Mikroorganismen
einschlieBlich Viren mit Druckbereichen zwischen 100 und 1000 MPa inaktiviert
werden kénnen %% Problematisch war die Inaktivierung der Bakteriensporen. Die
Arbeitsgruppe um H. Ludwig hat jedoch in zahlreichen Arbeiten die druckinduzierte
Keimung und Inaktivierung von Bakteriensporen untersucht und daraus Strategien
zur effektiven Sporeninaktivierung abgeleitet 1018111,

Die Hochdruckbehandlung stellt aufgrund der vorliegenden Untersuchungen und
Ergebnisse eine weitere Methode dar, die als alternatives Sterilisationsverfahren fur

bioabbaubare Depotinjektionsformen bewertet werden soll.
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1.3 Ziel der Arbeit
Aufgabe der vorliegenden Arbeit ist es, den Einfluss verschiedener
Sterilisationsverfahren auf die physikochemischen und biopharmazeutischen
Eigenschaften der PLA bzw. PLGA als Matrix von Depotformulierungen zu
untersuchen.

Dazu galt es zunachst, die ausgewahlte Depotinjektionsform zu charakterisieren.
Zu erwahnen seien hierbei die Lagerstabilitdt in Bezug auf die matrixbildenden
Bestandteile und auf den Wirkstoff, die Gehaltsbestimmung und in vitro Freisetzung.

Ein weiterer wichtiger Aspekt zur Bewertung des Einflusses der
Sterilisationsverfahren auf die Eigenschaften der Matrix und der Formulierung ist die
Eignung der ausgewahlten Untersuchungsmethoden. Zur Beurteilung der Stabilitat
der matrixbildenden Polymere sollen unterschiedliche Parameter herangezogen
werden. Aus physikochemischer Sicht sollten Veranderungen im Molekulaufbau, wie
beispielsweise Kettenbriiche, erfasst werden. Dies konnte durch die Bestimmung der

112

Molmassen mittels Gelpermeationschromatographie (GPC) oder alternativ durch

t 11314 orreicht werden. Mit Hilfe der

die Bestimmung der inharenten Viskosita
Saurezahlbestimmung durch Saure-Base-Titration der Saureendgruppen der
ausgewahlten Polyester sollten ebenfalls Aussagen Uber strukturelle Veranderungen
getroffen werden. Eine Bewertung der Einflusse der Sterilisationsverfahren auf
biopharmazeutische Eigenschaften erfolgte durch die Untersuchung der Freisetzung
eines Modellwirkstoffes aus den betrachteten Depotformulierungen. Aus der Literatur
366411517 st bekannt, dass strukturelle Verdnderungen eines Polymers auch zur
Anderung der Depotwirkung der Formulierung fiihren kénnen.

Im Herstellungsprozess der Depotformulierungen gibt es verschiedene
Ansatzpunkte zur Sterilisation. Die Eingriffspunkte bei der Herstellung werden bei
den nachfolgenden Betrachtungen bericksichtigt und entsprechend diskutiert.

Die Depotformulierungen stellen dabei hohe Anforderungen an die
Sterilisationsverfahren, da thermische und mechanische Belastungen sowie
Strahleneinwirkung strukturelle Veranderungen der PLA und PLGA ausldsen
kdnnen 24,66,68,69,115'

Um trotz des thermo- und strahlensensitiven  Charakters  der

6364 sollten in

Depotformulierungen eine Sterilisation im Endbehaltnis zu erreichen
der vorliegenden Arbeit alternativ zu den Standard-Sterilisationsverfahren weitere

aus der Literatur bekannte Sterilisationsmethoden, wie beispielsweise die bereits
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® und die Mikrowellenbehandlung "°, betrachtet

erwahnte Hochdruckinaktivierung ®
werden.

Die Zielstellung der vorliegenden Arbeit besteht somit darin, geeignete
Sterilisationsverfahren fur bioabbaubare Depotformulierungen, im Idealfall als

Sterilisation im Endbehaltnis, zu finden.
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2 Material und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1 Poly(laktide) (PLA), Poly(laktid-co-glykolid) (PLGA)
Es wurden die PLA- und PLGA-Polymere, welche von der Firma Boehringer
Ingelheim GmbH (Ingelheim, Deutschland) unter dem Handelsnamen Resomer®

vertrieben werden, verwendet (Tab. 2.1). Die Polymere wurden unter Lichtschutz und
kuhl (2 — 8 °C) gelagert.

Tab. 2.1: Verwendete PLA- und PLGA-Polymere

Substanz Polymerzusammensetzung Charge
Resomer®R 202H Poly(D,L-laktid) 200479
® ) . 15056;
Resomer™ RG 752 Poly(D,L-laktid-co-glykolid) 75:25
760/640657

Resomer® RG 503H Poly(D,L-laktid-co-glykolide) 261541
50:50

Resomer® RG 503 Poly(D,L-laktid-co-glykolide) 260411
50:50

Resomer®RG 502H Poly(D,L-laktid-co-glykolide) 34035
50:50

Resomer® RG 502 Poly(D,L-laktid-co-glykolide) 241846
50:50

2.1.2 Weitere Rezepturbestandteile

Das Protein Cytochrom C (CcC) wurde im Gefrierschrank bei —25 °C aufbewahrt.
Erst unmittelbar vor dem Gerbrauch wurde die geforderte Teilmenge entnommen und
aufgetaut. Polyethylenglykol (PEG) 400 wurde in Arzneibuchqualitat (Ph.Eur.)

eingesetzt und bei Raumtemperatur aufbewahrt (Tab.2.2).

Tab. 2.2: Verwendete Rezepturbestandteile

Substanz Hersteller Charge
CcC Fluka Chemie AG K31285804
S37083
PEG 400 MERCK-Schuchardt
S320403
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2.1.3 Sonstige Substanzen
Die im Rahmen der Untersuchungen verwendeten Substanzen sind in nachfolgender

Tabelle aufgefihrt (Tab.2.3). Die fir HPLC-Analysen und GPC-Untersuchung

notwendigen Losungsmittel und Referenzsubstanzen waren chromatographischer

Qualitat und sind im Methodenteil explizit aufgefuhrt.

Tab. 2.3: Sonstige Substanzen

Substanz Hersteller Charge
: . 040421471
Tetra-n-butylammoniumhydroxid Merck KgaA Darmstadt
OB 165821

Chloroform p. a.

Merck KgaA Darmstadt

K28735345 106

] 51017
Methanol p. a. Laborchemie Apolda GmbH
51068 0201
Dioxan p. a. Merck KgaA Darmstadt K 26141971 905
Ethanol Laborchemie Apolda GmbH 1427K4874
0,1 mol/l Lithiumchlorid in Ethanol Schott-Gerate GmbH 285138308

Benzoesaure Merck KgaA Darmstadt K 21206730 502
Natriumazid Fluka Chemie AG 360878/1 34596
Natriumdodecylsulfat (NDS) Carl-Roth GmbH & Co KG 24836218
D,L-Milchs&ure Fluka Chemie AG 351951
Trifluoressigsaure Merck KgaA Darmstadt ZA2392062
Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat Merck KgaA Darmstadt K91556645
Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat Merck KgaA Darmstadt K20897580

2.2 Rezeptur und Herstellung der in situ Formulierung

Es wurde das Ldsungsmittel PEG 400 in einem Erlenmeyerkolben vorgelegt,
anschlieRend das Resomer® zugewogen und mit dem Magnetriihrer gleichmaRig
verteilt. Der Losungsprozess dauerte ca. 12 Stunden. Dazu kann die PEG 400-
Resomer®-Mischung auf maximal 80 °C erwarmt werden. Nach Vorliegen der
Resomer®-Lésung (Zwischenprodukt) wurde CcC unter Rihren homogen
suspendiert. Die nachfolgende Abbildung zeigt die Ausformung des in situ
Implantates [5]. Diese findet im Freisetzungsmedium [4] in einer 6R Injektionsflasche
[3] statt. Dazu wird die wirkstoffhaltige Resomer®-Formulierung [2] zu je 500 mg
eingespritzt (Abb. 2.1).
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Abb. 2.1: Darstellung der Ausformung des in situ

Implantates

1 1  Spritze mit Kanile
2 Resomer®-FormuIierung
3  6R-Injektionsflasche

2 4  Freisetzungsmedium

3 5 In situ Implantat

o

Die untersuchten Resomer®-Formulierungen waren wie folgt zusammengesetzt
(Tab. 2.4):

Tab. 2.4: Zusammensetzung der Resomer®-Formulierung

Substanz Anteil [%]
Resomer® 9,98
Cytochrom C 0,2
PEG 400 89,82

2.3 Methoden zur Charakterisierung der Resomere®
2.3.1 Bestimmung der Saurezahl

Die Bestimmung der S&urezahl (SZ) der Resomere® erfolgte durch Titration der
freien Saureendgruppen als schwache Saure im wasserfreien Milieu. Der Titrator
Tetra-n-butylammoniumhydroxid reagiert dabei als starke Base mit den freien
Carboxylgruppen der Laktide und Glykolide. Die potentiometrische Titration zur
Bestimmung der SZ wurde in Anlehnung an das Ph. Eur, 2.5
Gehaltsbestimmungsmethoden ® sowie die Methodenbeschreibung von Boehringer
Ingelheim "'® durchgefiihrt .
Gerat: Titroline alpha von Schott-Gerate GmbH
Aufbau: Ag/AgCl-Einstabmesselektrode zur wasserfreien pH-
Bestimmung
Elektrolytldsung: 0,1 mol/l ethanolisches Lithiumchlorid

Magnetrihrer
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Gerateeinstellung:

Losungsmittel:

Titrationsmittel:

Titerbestimmung:

Titervorratsgefal

Dosieraufsatz fur Titer 20 ml

Titrierspitze (0,8 mm Kapillare)

Titrationsart: mV

Titrationsrichtung: fallend

Titrationsende: festgelegt, mi

Titrationsregelung: lineare Zugabe von 0,025 ml TBAH alle 3 s
Chloroform p. a. (80 Volumenteile)

Dioxane p. a. (15 Volumenteile)

Methanol p. a. (15 Volumenteile)

0,1 mol/l Tetra-n-butylammoniumhydroxid (TBAH)

50 mg Benzoesaure (mgs in mg) wurden in 60 ml Methanol geldst

und der Titer (T in mol/l) berechnet nach:

T=m33/V*MBS

Mgs = Molare Masse der Benzoesaure 122,12 g/mol
V = Verbrauch an TBAH in ml

Blindwertbestimmung: Verbrauch an TBAH bei der Titration von 60 ml

Titration:

Berechnung:

Lésungsmittelgemisch (BW in ml)
Einwaage von ca. 1 g PLGA oder PLA bzw. diesem
entsprechende 10 g Resomer®-Lésung oder 10 g PEG 400 in ein
100 ml Becherglas und Lésen in 60 ml Lésungsmittelgemisch
unter Ruhren (15 Minuten).
1 ml einer 0,1 mol/l TBAH L&ésung entspricht 5,61 mg KOH / g
PLA oder PLGA
SZ =(V-BW)*T * Mkon/ m

SZ = Saurezahl der Substanz in mg/g

\% = Verbrauch an TBAH [ml]
Mkon = Molare Masse KOH 56,1 g/mol
m = Einwaage PLA/ PLGA ing

Die Saurezahl der Resomer®-Lésung wurde bezogen auf das
enthaltene Resomer® unter Ber{icksichtigung der Saurezahl des
PEG 400 berechnet.

SZ=((V-BW)*T*MKOH/m)—SZpEG
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2.3.2 Bestimmung der Molmassen und der -verteilung

Die Bestimmung von M,, M,, und D flr die PLA und PLGA erfolgte mittels GPC unter
Anwendung einer Methode, die in Zusammenarbeit mit Innovent e.V. entwickelt
wurde. Die Methode wurde fiir GPC-Untersuchungen an den Resomer®-Lésungen
entwickelt und ermoglichte gleichzeitig auch die Charakterisierung der
Einzelsubstanzen. Die Proben selbst sind nur mittels RI-Detektion zuganglich.
Gerate / Software: GPC-Anlage (Firma Shimadzu) bestehend aus:

- Systemcontroller LC-10 AD VP

- HPLC-Pumpen LC-10 AD VP

- Entgaser DGU-14A

- UV-Detektor SPD-M10 A VP

- RI-Detektor RID-10 A

- Saulenofen CTO-10 AC VP

- Autoinjektor SIL-10 AD VP

- Software Shimadzu GPC for Class VP 6.11
Methode: Saule:- Typ: PSS SDV 10°A / 100A + Vorsaule

- Dimension: 8 x 300 mm

- Partikelgrofe: 5 ym

- Saulentemperatur: 25°C

Eluent: - Losungsmittel: Tetrahydrofuran (THF)
- Fluss: 1,0 ml/min

Injektionsvolumen: 100 pl

Kalibrierung: RI- und UV-Detektor im Bereich von 162 g/mol bis
1040000 g/mol mit Polystyrol-Standards
Probenaufbereitung: Polymer: 3 mg/ml THF

Polymer / PEG 400-Lésung 3 mg/ml THF bezogen auf das
Polymer
2.3.3 Bestimmung der inharenten Viskositat
Die Bestimmung der inharenten Viskositat erfolgte nach dem Prinzip eines
Kugelfallvikosimeters und orientiert sich damit an der Methodenbeschreibung von
Boehringer Ingelheim '8, die diese Bestimmung als routinemaRige Untersuchung
nach jeder Chargenherstellung durchfihren.
Gerat: Mikroviskosimeter HAAKE mit geeigneter

Prazisionsspritze
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Messsystem:

Temperatur:

Bestimmung des K-Wertes:

Bestimmung der Kugelfallzeit:

Berechnung:

300 ul
Durchmesser Kugel: 3,175 mm
20 °C £ 1K HAAKE Thermostat

Die Bestimmung erfolgte mit Aqua purificata zur

Prazisionsspritze:

Kalibrierung  der  Kugel-Spritzen-Kombination,
danach wurde die Viskositat des Losungsmittels
(Chloroform p. a.) bestimmt, um die relative
Viskositat errechnen zu kénnen.

0,1 g PLA oder PLGA wurden in einen 25 ml
MafRkolben

aufgeflllt, so dass eine 0,4 %ige Losung entstand.

eingewogen und mit Chloroform
Das Einflullen der jeweiligen Probe erfolgte durch
vorsichtiges Aufziehen in die Prazisionsspritze, um
Luftblasen zu vermeiden, die eine der groften
Fehlerquellen darstellen.

Bestimmung des K-Wertes:

K =120 / (p1— p2) *

K = Kugelkonstante in mPa*s*cm?/(g*s)
nu2o = dynamische Viskositat der

Normalflissigkeit (1 mPa*s)

p1 = Dichte der Kugel (7,08 g/cm®)
p2 = Dichte Testsubstanz (pw20 =1 g/cm?)
t = Fallzeit der Kugel in ms

Viskositaten: Tabelle 2.5

Tab. 2.5: Berechnung der verschiedenen Viskositaten

Viskositat

Berechnungsformel

Dynamische Viskositat

n [mPa *s]=K*t* (p1 - p2)

Relative Viskositat

Nrel (dimensionlos) =n /ansungsmittel

Inharente Viskositat

Ninharent [AI / @] = IN M/ ©

Grenzviskositat oder Intrinsische Viskositat

[n] = lim Meea (¢ — 0 dy/d, — 0)
[n] = K*M*

p1 = Dichte der Kugel (7,08 g/lcm®)
p2 = Dichte der Testsubstanz (1,48 g/cm?®)
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t = Fallzeit der Kugel in ms

C = Konzentration des Resomeres® im Lésungsmittel in g / dl

K = Konstante (abhangig von der gelosten Substanz und vom Losungsmittel)
M = viskositatsmittleres Molekulargewicht

o = Mark-Houwink-Exponent (von der Molekulgestalt abhangiger, zwischen 0

und 2 liegender Exponent)

2.3.4 Bestimmung der Glasibergangstemperatur

Gerat/ Software: Netzsch DSC 200 mit der Proteus® Software

Durchfuhrung: Al-Tiegel und —deckel wurden auf der Mikrowaage tariert,
die Probe eingefullt, die Tiegel mit dem
Tiegelverschlielapparat verschlossen und das
Nettogewicht an der Waage abgelesen. Die Proben- und
Referenztiegel (leer) wurden in die DSC-Messzelle
eingesetzt, die Inertbegasung (Stickstoff) der Messzelle
einreguliert und das Temperaturprogramm gestartet.

Versuchsparameter: Die  Versuchsparameter sind in Tabelle 2.6
zusammengefasst. Zur Bestimmung der
Glasubergangstemperaturen wurde die Probe in einem
ersten Lauf erhitzt, definiert abgekuhlt und erneut erhitzt.
Die Lage der Glasubergangstemperaturen wurde mit dem

Auswertprogramm der Proteus® Software ermittelt.

Tab. 2.6 DSC-Versuchsparameter

Versuchsparameter Einstellung
Starttemperatur [°C] 20, 25
Heizrate [K/min] 10
Endtemperatur [°C] 150
Flussrate Stickstoff [ml/min] 30
Tiegelsorte Al-Tiegel
Probenanzahl 3
Einwaage [mg] 3-7



http://www.netzsch-thermal-analysis.com/de/produkte/software/proteus/
http://www.netzsch-thermal-analysis.com/de/produkte/software/proteus/
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2.4 Methoden zur Charakterisierung von CcC

2.4.1 UV-VIS-spektralphotometrische Bestimmung von CcC

Der CcC-Gehalt mittels UV-VIS-Spektrometer wurde bei 406 nm mit folgenden
Einstellungen bestimmt (Tab. 2.7):

Tab. 2.7: Gerateeinstellung zur UV/VIS-spektral-
photometrischen Gehaltsbestimmung von CcC

Geréateeinstellungen/ Parameter

Detektor: Photomultipler R-928

Spektrale Bandbreite: variabel

Photometrisches System: Doppelspalt

Messmethode: Absorption

Ordinate: 0,1 -1,0

Wellenlangenbereich [nm]: 375 — 650

Scangeschwindigkeit: schnell

Spaltbreite [nm]: 0,8

Die Berechnung der Konzentration erfolgte aus einer Geradengleichung, die aus
einer Verdinnungsreihe einer Stammldsung (0,010 g CcC in 100,0 ml Medium)
ermittelt wurde (Abb.2.2).

0.900 [ N
0.800 y = 75.952x + 0.0137 ';
0.700 R? = 0.9933 prd
. /,
P
_S 0.600 '/'Aro
g 0500 /m(
2 0.400 P
< Jal 7T
0.300 o
0.200 ‘E //
0.100 ;,E
0.000 ‘
0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012
CcC-Konzentration [%]

Abb. 2.2: Kalibriergerade CcC (x, n = 3)
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Geradengleichung der linearen Regression der Eichgerade:

c [g/100ml]= (A +b)/ a

Freigesetztes CcC in 2 ml Freisetzungsmedium:

¢ [mg/2ml] =c*2 ml *1000 / 100 ml

Berechnung des Anteils an freigesetztem CcC vom gesamten im Implantat
enthaltenen CcC:
¢ [%] = 100 * ¢ [mg/2ml] / Cgesamt
Gesamter Anteil an freigesetztem CcC nach jeder Entnahme:
Ckumulativ = Cn-1 [%0] + Cn [%0]
c berechnete Konzentration in g/100 ml
A gemessene Absorption
aundb Regressionskoeffizienten aus der Geradengleichung
¢ [mg/2ml] Konzentration an CcC entnommenen
Freisetzungsmedium
c [%] prozentualer Anteil am gesamten CcC des
Implantates
Ckumulativ Summe der prozentualen Anteile am gesamten CcC des
Implantates in %
Cgesamt gesamte Konzentration an CcC im Implantat in mg
Cn CcC Konzentration der Probe n
Cn-1 kumulative Konzentration an CcC der vorangegangenen
Probe

2.4.2 HPLC-Methode zur Bestimmung von CcC

In nachfolgender Tabelle sind die chromatographischen Bedingungen zusammen-

gefasst (Tab. 2.8):

Tab. 2.8: Chromatographische Bedingungen

Bedingungen Parameter
Geréat LC 10 A Shimadzu
Stationdre Phase VYDAC C4 (250 mm x 4 mm)
Mobile Phase LM A: 0,1% Trifluoressigsaure in Wfl
LM B: 0,1% Trifluoressigsaure in Acetonitril/Wfl 90/10
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Tab. 2.8: Fortsetzung

Bedingungen Parameter
Gradient A/B 90/10 zu 50/50 in 25 Minuten
Fluss 1,5 ml/min
Saulentemperatur 30 °C
Injektionsvolumen 50 ul
Detektor UV Detektor Shimadzu SPD-M10A VP
Wellenlange 400 nm
Retentionszeit CcC ca. 20 min
Laufzeit 25 min
Auswertung Peakflache, Retentionszeit
Integrationsparameter Width 5
Slope 1000
Nachweisgrenze 2 yg/ml

Chromatographie:

1. Systemeignungstest
FUr die Prufung der Trennsaule werden sechsmal je 50 ul einer CcC-Losung
(5 pg/ml) injiziert. Folgende Bedingungen mussen hierfur erfillt sein:
» Variationskoeffizient der Reproduzierbarkeit kleiner als 2 %
= Variationskoeffizient der Flusskonstante kleiner als 1 %
2. Injektion von 50 pl Blindlosung BL
Die Blindlésung entspricht dem wassrigen Medium der Stabilitatsprobe.
3. Kalibrierung
Fir die Kalibrierung werden jeweils zweimal 50 ul der Standardlésungen S1 und S2
mit je ca. 5 pg/ml CcC injiziert. Weichen die um die Einwaage Kkorrigierten
Peakflachen der Lésungen S1 und S2 um mehr als 2,5 % von ihrem Mittelwert ab, so
ist die Kalibrierung zu wiederholen. Anderenfalls dient der Mittelwert als 100 %-
Standard.
4. Chromatographie der Proben P

Die Probelésungen werden zu 50 pl injiziert.
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Berechnung des Gehaltes an CcC

Der Gehalt wird auf Grundlage der Standardlésungen S1 und S2 nach den folgenden
Formeln berechnet:
1. Berechnung der korrigierten Peakflachen der Standardlésungen S1 und S2:
EW 100

theo
CS

= %
AKorr Agem EW

prak

2. Korrigierter Mittelwert der Peakflachen der Standardlésungen S1 und S2:

As =(Asi +As;)*05
3. Berechnung CcC Gehalt in der Stabilitatsprobe:

EW
* theo
AP EW rak
GH[%] = — "k 4100
As
Axorr korrigierte Peakflache
Agem gemessene Peakflache

EWweo Einwaage theoretisch

EW,ak  Einwaage praktisch

Cs Gehalt der Standardsubstanz in %

As Mittelwert der korrigierten Peakflachen der Standardlésungen S1 und
S2

As1 Mittelwert der korrigierten Peakflachen der Standardlosung S1

As2 Mittelwert der korrigierten Peakflachen der Standardldsung S2
GH Gehalt an CcC in %
Ap Peakflache der Probe

2.4.3 Untersuchung der Stabilitat von CcC in wassrigen Lésungen
Die Stabilitat von CcC in wassriger Losung wurde unter dem Einfluss verschiedener
pH-Werte und osmotisch wirksamer Zusatze untersucht. Eine detaillierte Aufstellung

der pH- und Pufferkombinationen gibt Tabelle 2.9 wieder.
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Tab. 2.9: Zusammensetzung der Medien zur Untersuchung der Stabilitdt von CcC

Milchsaurezusatz

Freisetzungs-
medium

Phosphat-Pufferlésung

(%]

pH 7,3

0,05 M pH 7,0

0,05 M pH 7,4

0,1 M pH 7,4

0,05 M pH
10,0

+

+

+

0,01

0,05

0,1

0,5

5

10

+

20

+

Die Zusammensetzung der verwendeten Phosphat-Pufferlésungen ist wiederum

in der Tabelle 2.10 aufgefuhrt.

Tab. 2.10: Zusammensetzung der Phosphat-Pufferlésungen

Phosphat-Pufferlésung 0,05 M 0,05 M 0,1M 0,5M 0,05 M
H7,0 H7,4 H74 H74 H 10,0
Bestandteile . . . . .
Natriumdihydrogen-
. 15,6 g 1,36 g 2,72 g 13,6 g 1,36 g
phosphat Dihydrat
Dinatriumhydrogen-
. - 539¢ 10,78 g 539¢g 5399
phosphat Dihydrat
Wasser fiir
ad 1000,0ml | ad 1000,0ml | ad 1000,0ml | ad 1000,0ml | ad 1000,0mI
Injektionszwecke
pH-Wert-Einstellung mit Na,HPO,*
2H,0 - - - 1M NaOH
(43,89 g/l)

Die Stabilitatsuntersuchungen erfolgten nach folgender Versuchsanordnung:

(Tab. 2.11).

Tab. 2.11: Versuchsanordnung fur Stabilitatsuntersuchungen unter Bedingungen der

Polymererosion

Bedingungen

Parameter

Ansatzvolumen je Medium

3 Parallelansatze mit je 25 ml

Konzentration Probenansatz

500 pg/mi

Konzentration Priiflésung

5 ug/ml
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Tab. 2.11: Fortsetzung

Bedingungen Parameter

Gefaly sterilisierte 30R-Injektionsflasche, Braunglas
Temperatur 37 °C

Versuchsvorrichtung Schittelinkubator mit 100 U/min
Probenahme [d] 0; 0,125; 1; 2; 4; 7; 14; 21
Entnahmevolumen je Parallelansatz 2 ml

CcC-Bestimmung HPLC-Methode

Zu den festgelegten Zeiten wurden jeweils 2,0 ml aus den Injektionsflaschen
entnommen und mittels einer HPLC-Methode der CcC-Gehalt darin bestimmt. Zur
Gehaltsbestimmung der Stabilitdtsproben wurden je Ansatz zwei Standardldésungen
mitgeflhrt. Die Standardlésungen wurden Uber den Versuchszeitraum von 21 Tagen
im Kihlschrank gelagert. Zu jeder Probennahme wurden ebenfalls die

Standardlésungen analysiert.

2.4.4 Untersuchung der Adsorption von CcC an der Polymeroberflache

Zur Untersuchung der Adsorptionserscheinungen von CcC an polymeren
Oberflachen wurde CcC mit den ausgewahlten Resomeren® R 202H, RG 752 und
RG 502H im Freisetzungsmedium inkubiert. Dazu wurde die Modellsubstanz CcC im
Freisetzungsmedium geldst und das wasserunlésliche Resomer® (PLA bzw. PLGA)
suspendiert. Da die Adsorption konzentrationsabhangig ist, wurde das Verhaltnis
CcC/Resomer® variiert (Tab. 2.12).

Tab. 2.12: Zusammensetzung der Mischungen zur Untersuchung der
Adsorptionserscheinungen

Bestandteile Mischung | Mischung I
CcC 0,5mg 0,05 mg
Polymergrundlage

ymerg 9 94,5 mg 94,5 mg
(R 202H, RG 752, RG 502 H)
Freisetzungsmedium 1,0 mi 1,0 ml

Die CcC-Gehaltsbestimmung erfolgte nach Filtration der Proben mittels HPLC.

Die Versuchsanordnung hierzu ist anhand Tabelle 2.13 nachzuvollziehen.
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Tab. 2.13: Versuchsanordnung zur Adsorptionsuntersuchung

Bedingungen Parameter

Probenanzahl je Mischung 14 (2 Proben je Probenahme)

Probenahme nach [d] 0;1;2;5;7;14; 21

Volumen je Probenahme ca.3ml

Probengefalie 6R Injektionsflasche, Braunglas

Inkubationstemperatur 37 °C

Umdrehung 100 U/min

CcC-Bestimmung HPLC-Methode

Filtration der Proben Spritzenaufsatzfilter aus Celluloseacetat;
0,45 um; Carl Roth GmbH

Zum Nachweis, dass infolge der Filtration kein Protein adsorbiert wird, wurde der
Gehalt einer CcC-Losung vor und nach der Filtration bestimmt. Der CcC-Gehalt der

filtrierten Probe betrug 99,45 % im Vergleich zur unfiltrierten Probe.

2.4.5 CcC-Stabilitatsuntersuchung

Fir die Untersuchung der Lagerstabilitit wurden je 10 g Resomer®-Formulierung
basierend auf den Resomeren® R 202H bzw. RG 502H hergestellt. Beide
Formulierungen wurden zu je neun Proben a 1,0g aufgeteilt (drei Probennahmen bei
drei unterschiedlichen Temperaturen), in Injektionsflaschen gefullt und verschlossen
(Tab. 2.14). Zur Bestimmung des CcC-Gehaltes war eine Extraktion des Proteins aus
der Formulierung notwendig. Die quantitative CcC-Bestimmung erfolgte UV-VIS

spektralphotometrisch.

Tab. 2.14: Versuchsanordnung zur Stabilitatsuntersuchung

Bedingungen Parameter

Rezepturen basierend auf den Resomeren®

verwendete Polymergrundlage
R 202 H bzw. RG 502 H

Kihlschrank mit 2-8 °C
Lagerbedingungen Raumtemperatur (20-25 °C)
Klima VI (30 °C, 60 % rH)

Gefal 5R-Injektionsflasche, Braunglas

Probenahme [d] 0; 14; 28

Probenaufbereitung Extraktion von CcC, Methode C
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2.4.6 Extraktion von CcC aus der Resomer®-Formulierung
Zur CcC-Extraktion aus der Formulierung koénnen verschiedene Methoden
angewendet werden. Folgende Extraktionsmethoden wurden miteinander verglichen
und durchgefuhrt.

1. Wassrige Extraktion aus der Dichlormethanphase, Methode A1

In Tab. 2.15 ist die Vorgehensweise der CcC-Extraktion aus der organischen

Polymer-Dichlormethanphase dargestellt (= Methode A1).

Tab. 2.15: Durchfuhrung der CcC-Extraktion, Methode A1

Aufarbeitungsstufe

I: 200 mg Formulierung + 25,0 ml Dichlormethan in einem Scheidetrichter: Auflésen der

Formulierung und CcC-Verteilung

II: dreimaliges Ausschiitteln von CcC mit jeweils 8 ml 0,9 %ige Natriumchloridldsung,

Ill; CcC-Bestimmung UV-VIS Spektralphotometrisch, siehe 2.4.1

2. Zentrifugation von CcC aus der gelosten Polymerphase, Methode A2
Nachfolgend wird die CcC-Extraktion mittels Zentrifugation aus der geldsten

Polymerphase (=Methode A2) tabellarisch zusammengefasst (Tab. 2.16).

Tab. 2.16: Durchfuhrung der CcC-Extraktion mittels Zentrifugation; Methode A2

Aufarbeitungsstufe

I: 200 mg Formulierung + 0,9 ml Dichlormethan in ein Zentrifugenglas: Auflésen der

Formulierung und CcC-Verteilung

Il Zugabe von 2,1 ml Aceton, Zentrifugation (5000 U/min)

Ill Abnahme des Uberstandes, Riickstand mit jeweils 1 ml einer Mischung aus

Dichlormethan und Aceton (3:1) waschen und zentrifugieren (5000 U/min)

IV Trocknung des Riickstandes im Trockenschrank bei 25 °C, 30 Minuten

V: Aufnahme des Riickstandes mit 0,9 %iger Natriumchloridlésung

VI: CcC-Bestimmung UV-VIS Spektralphotometrisch, siehe 2.4.1

3. Hydrolyse des Polymers, Methode B

Eine weitere Mdglichkeit CcC der Gehaltsbestimmung aus der Formulierung zu-
zufihren, ist die Hydrolyse der Polymermatrix (= Methode B). Die Durchflihrung
dieser Methode ist in Tabelle 2.17 aufgeflhrt.
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Tab. 2.17: Durchfiihrung der Hydrolyse; Methode B

Aufarbeitungsstufe

I: 200 mg Formulierung in 25-ml MafRkolben ad 25,0 ml Mischung aus 0,1M NaOH und 5 %
SDS: klare Losung

Il Schitteln, Ultraschallbad, 5 Minuten

Ill: CcC-Bestimmung UV-VIS Spektralphotometrisch, siehe 2.4.1

4. Losung in DMSO und Hydrolyse des Polymers, Methode C
Zur Beschleunigung der Hydrolyse kann die Methode wie folgt durchgefihrt
werden (= Methode C) (Tab. 2.18).

Tab. 2.18: Durchfiihrung der Hydrolyse; Methode C

Aufarbeitungsstufe

I: 200 mg Formulierung + 4,0 ml DMSO in einem 25-mlI-Mal¥kolben

II: ad 25,0 ml 0,05M NaOH/ 0,5 % SDS

Ill; CcC-Bestimmung UV-VIS spektralphotometrisch, siehe 2.4.1

2.5 Methoden zur Charakterisierung der Depotformulierung

2.5.1 Bestimmung der PEG-Abflutung

Es wurden drei verschiedene Rezepturen mit unterschiedlichem PEG-Gehalt
hergestellt (Tab.2.19).

Tab. 2.19: Formulierungen zur Untersuchung des Einflusses des Polymeranteils auf die
Freisetzung

10% RG 752/ PEG 400

15% RG 752/ PEG 400

20% RG 752/ PEG 400

RG 752 0,200 g

PEG 400 1,800 g

RG 752 0,300 g

PEG 400 1,700 g

RG 752 0,400 g

PEG 400 1,600 g

Cytochrom C 0,012g

Cytochrom C 0,012 g

Cytochrom C 0,012 g

Jeweils 1 g der Mischung wurde in 20 ml Freisetzungsmedium mit einer Omnifix®

2-ml-Spritze ohne Kanulenaufsatz gespritzt und bei 37 °C aufbewahrt. Zu definierten

Probezeiten wurde das gebildete Implantat vorsichtig enthommen, in ein Wageglas

Uberfuhrt und bei Raumtemperatur im Exsikkator 24 h lang getrocknet. Das Gewicht

des getrockneten Implantates wurde bestimmt und anschlieend in 10,0 ml Aceton

unter kraftigem Schiitteln geldst. Das CcC ist in Aceton nicht I6slich. Die Probe wurde
filtriert und der PEG-Gehalt des Filtrates bestimmit.
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Parameter der GC-Chromatographie:

Gerat: GC 13 Hewlett Packard

Detektion: FID1B

Saule: DB - (9678021B) 14,6 x 0,324 mm/0,25 pym
Injektionsvolumen: 1 ul (0,5 ml Ist + 0,5 ml Probe)

Interner Standard: 1-Decanol

Tragergas: Helium

Druckprogramm: 30 (2,5) - 60 kPa/min 150 (4,5)
Temperatur: 310// 140 (2,5) 60 °C/min -320 (4,5) // 350

2.5.2 Freisetzungsuntersuchung

In vitro Freisetzungsprofile von CcC-haltigen in situ Implantaten wurden nach
folgendem Schema ermittelt: Zur Ausformung des in situ Implantates wurden ca. 500
mg der Resomer®Formulierung in 2,0 ml Freisetzungsmedium in eine 6R
Injektionsflasche gespritzt (Abb.2.1). Dabei wurde die Spritze vor und nach dem
Injizieren der Formulierung gewogen, um das Implantatgewicht zu ermitteln.
Wahrend des Einspritzens durfte die Spritze nicht in das Freisetzungsmedium
eintauchen, um vorzeitige Ausfallungen zu vermeiden. Die
Freisetzungsuntersuchung erfolgte nach folgender Versuchsanordnung (Tab. 2.20).
Der Medienaustausch erfolgte zu den angegebenen Probenahmezeiten mit Hilfe von
Eppendorf-Pipetten (Eppendorf Euroset 2,5 ml). Auszutauschendes
Freisetzungsmedium und Pipetten wurden hierfir auf 37 °C temperiert. Das
entnommene Medium musste aufgrund der Trabung durch Polymerpartikel filtriert
werden.

Tab. 2.20: Versuchsanordnung zur Freisetzungsuntersuchung

Bedingungen Parameter

CcC-Konzentration
) ) Sink-Bedingungen
Freisetzungsmedium

Zusammensetzung des Natriumlaurylsulfat 2,5 g; Natriumazid 0,2 g; Aqua
Freisetzungsmediums purificata ad 1000,0 ml
Volumen des
) . 2,0ml
Freisetzungsmediums
Gefal 6R-Injektionsflasche, Klarglas

Temperatur 37 °C
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Tab. 2.20: Fortsetzung

Bedingungen

Parameter

Drehvorrichtung Schiittelinkubator mit 100 U/min
Austauschvolumen 2,0 ml

Probennahme [d] 0,04;1;2;4;7

Probenanzahl 6

Filtration Probe

Spritzenaufsatzfilter aus Celluloseacetat; 0,45 ym; Carl
Roth GmbH & Co.

CcC-Bestimmung

UV-VIS Spektroskopie

2.6 Sterilisationsverfahren

2.6.1 Verfahren und Gerate

Die

nachfolgende

Tabelle

gibt

eine  Ubersicht

uber die

bewerteten

Sterilisationsverfahren, die eingesetzten Gerate und den Standort des Gerates (Tab

2.21).
Tab.2.21: Sterilisationsverfahren, eingesetzte Gerate und Standort
Verfahren Gerat Standort des Gerates Primarpackmittel
Autoklaven- Durchreichautoklav Jenapharm GmbH &
5 ml Klarglasampullen
behandlung ADV-666/2F Co.KG
Memmert 600 SPS oder
Heilluft- Reinraum- Jenapharm GmbH &
o 5 ml Klarglasampullen
sterilisation HeiBluftsterilisator Co.KG
NTSFD 75/100-300°C
Strahlen- 60 Isotron Deutschland 5R Klarglas
o Co-Quelle o
sterilisation GmbH Injektionsflaschen
Mikrowellen- Microwave-Laboratory-
Ethos 1600 ) 5 ml Klarglasampullen
behandlung Systems (MLS), Leutkirch
Hochdruckkammer von Universitat Heidelberg
,2ounze Institut fir Pharmazie und | sterile Polyethylenbeutel
Hochdrucktechnik® Molekulare Biotechnologie
Hochdruck-
behandlung Universitat Halle
Institut fir Pharma- sterile PP-Réhrchen mit
Mini Foddlab FPG5620
zeutische Technologie und | Schraubdeckel
Biopharmazie




2 Material und Methoden Seite 39 von 139

Die Gerate, die fur die Standardverfahren genutzt wurden, waren qualifiziert und
entsprachen den GMP-Anforderungen, welche beim Einsatz in der Herstellung von
parenteralen Injektionsformen bestehen.

Da auf dem deutschen Markt keine Mikrowellengerate mit einer Leistung von 5
kW, wie sie beispielsweise in Japan durchaus eingesetzt werden, verfugbar sind,
wurde fir die Untersuchungen ein Industriemikrowellengerat der Firma MLS
eingesetzt. Solche Gerate finden vor allem in der praparativen Chemie Anwendung.
Von allen Proben wurde mit einem IR-Thermometer der Temperaturverlauf wahrend
der Behandlung im Mikrowellengerat aufgenommen. Die Proben wurden wahrend
der Behandlung permanent Uber den Kopf gedreht (ca. 3 Sekunden pro Umdrehung).
Dies bewirkte eine homogene Erwarmung der ganzen Ampulle einschlielich ihres
Inhaltes.

Die Hochdruckapparatur, die an der Universitat Heidelberg eingesetzt wurde, ist
schematisch in nachfolgender Abbildung dargestellt (Abb. 2.4). Die Behandlung der
Proben erfolgte in thermostatierbaren Kammern, die in Reihe angeordnet sind. Der
Druck wurde Uber eine Hydraulikpumpe der Firma Wepuko, Typ P 160-5-1-100,
erzeugt. Das den Druck Ubertragende Medium war ein Gemisch aus Wasser und
Glykol. Die Proben wurden in flexiblen Polyethylenschlauchen eingeschweif3t und in
die Druckkammern, die mit druckibertragendem Medium geflllt waren, eingebracht.
Vor der Druckbehandlung wurden die Proben in der Hochdruckanlage temperiert.
Der Druckaufbau erzeugte in der Probe einen Temperaturanstieg (10-15 °C bei 5
kbar), der jedoch relativ schnell durch die Thermostatierung wieder ausgeglichen

wurde.
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Abb.2.4: Schematische Darstellung der Hochdruckapparatur '*°

1 Thermostatisierbare Wanne
Hochdruckventil
Hochdruckpumpe

4 Handspindelpresse

5 Druckaufnehmer

6 Manometer

7 Mikroautoklav

In nachfolgender Tabelle sind die Sterilisationsbedingungen, die fur die

einzelnen Untersuchungen gewahlt wurden, aufgefihrt (Tab 2.22).

Tab.2.22: Sterilisationsverfahren, gewahlte Parameter, eingesetzte Gerate und
Primarpackmittel

Verfahren

Bedingungen

Beschreibung der Probe

Primarpackmittel

Temperatur: 121 °C  Zeit:
20 min

Resomer®~Ldsungen

Resomer®—Formulierung zur

5mi

Klarglasampullen,

Kombinationen

Matrixbewertung

Autoklaven- Matrixbewertung geschlossen
behandlung 5 ml
Temperatur: 121 °C  Zeit: | Resomer®~Formulierung zur
) Klarglasampullen,
15 min Bewertung der CcC-Stabilitat
geschlossen
Temperatur: 180 °C Zeit: ®
Resomere 5 ml
HeilBluft- 30 min und andere
L . Resomer®~Lésungen zur Klarglasampullen,
sterilisation Temperatur-Zeit-

geschlossen
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Tab. 2.22: Fortsetzung

Verfahren Bedingungen Beschreibung der Probe Primarpackmittel
Resomere®
60 . o 5R-Klarglas-
Co-Quelle Dosis: Resomer™~-Losungen L
Strahlen- injektionsflaschen,
o 25 kGy Temperatur: Raum- | Resomer®~Formulierung zur _
sterilisation Gummistopfen,
temperatur Matrixbewertung und CcC- R
Bordelkappe
Stabilitat
Leistung: 1 kW Temperatur: | Resomer®~Lésungen
100 °C Aufheiz- und Resomer®~Formulierung zur
Haltezeit: 300 s Matrixbewertung
Resomer®~Ldsungen
Leistung: 1 kW Temperatur:
_ , Resomer®~Formulierung zur |5 ml
Mikrowellen- 140 °C Haltezeit: 15 s Klaral I
Matrixbewertung und CcC- arglasampullien,
behandlung Aufheizzeit:50-100 s 9 ?
Stabilitat geschlossen
Resomer®~Ldsungen
Leistung: 1 kW Temperatur:
, Resomer®~Formulierung zur
160 °C Haltezeit: 15 s
. Matrixbewertung und CcC-
Aufheizzeit:50-100 s
Stabilitat
Resomere®
Temperatur: 50 °C Resomer®~Ldsungen _
; sterile
Druck: ca. 7 kbar  Zeit: Resomer®~Formulierung zur
] Polyethylenbeutel
60 min Matrixbewertung und CcC-
Stabilitat*
Hochdruck-
behandlung Temp. | Druck Zeit (min)
(°C) (kbar)
*Gerat: 50 6,8 60
Universitat 5 10
Heidelberg 50 . 0 Proben zur Priifung auf sterile
“Gerat: Sterilitat* Polyethylenbeutel
Universitat 6 10
Halle 2 10
70 4 10
6 10
20-41 2 10 Proben zur Prufung der |sterile PP-Rdhrchen
4-49 4 10 Keimreduzierung** mit Schraubdeckel
8-56 6 10
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2.6.2 Prifung auf Sterilitat

Aufarbeitung der Proben: Die sterilisierten Resomer®-Lésungen (2 g) wurden in 5

ml steriles Wasser in einem Mahlbecher der Schwingmihle MM301 (Retsch GmbH)
gegeben. Das Resomer® koagulierte bzw. verfestigte sich zu einem festen Gebilde
(Implantat). Zwei Zirkoniumkugeln wurden in den Becher gegeben. Das Implantat
wurde 3 Minuten bei 30 Schwingungen/ Minute gemahlen. Der Prozess wurde unter
aseptischen Bedingungen durchgeflhrt.

Sterilititstest: Der Sterilititstest des gemahlenen Implantats (Resomer®-

Suspension) wurde nach der Membranfiltrationsmethode entsprechend Ph. Eur.
2.6.1 durchgefuhrt. Die Millipore-Einheit TZHVAB210 wurde zur Filtration genutzt.
Die Filtereinheit wurde dreimal mit Peptonwasser gewaschen. Die Prifung auf

Sterilitat wurde im Reinraum, Klasse A durchgefuhrt.

2.6.3 PartikelgréRenanalyse
Die Partikelgrolienanalyse des gemahlenen Implantates wurde mit dem
Partikelgrélienanalyser HELOS, H0445 (Sympatec GmbH) durchgeflhrt and die

Summenverteilung bestimmt. Es wurde eine zweifach Bestimmung durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Die Modellformulierung: in situ Implantat

3.1.1 Beschreibung der Modellformulierung

Zur Untersuchung und Bewertung der Sterilisierbarkeit von bioabbaubaren Depot-
Injektionsformen wurden die in situ Implantate als Modellformulierung gewahlt 159,
Hierbei handelt es sich um ein System, bei welchem die Eigenschaften der PLA bzw.

PLGA genutzt werden, in verschiedenen L&sungsmitteln wie PEG 400 %,

d 36% 31 lgslich zu sein. Die

Polyvinylalkohol, Dimethylsulfoxi oder Triacetin
Ausformung des Implantates findet in situ statt. In dieser Arbeit wurden in Anlehnung
an das Patent ,Verfahren zur Herstellung eines Implantates® die bioabbaubaren
Polymere (PLA oder PLGA) in PEG 400 geldst *. Der entscheidende Vorteil des
Losungsmittels PEG 400 ist die parenteral gute Vertraglichkeit. Der Wirkstoff liegt in
der Polymer-Lésung geldst oder suspendiert vor. Wird dieses System in ein
wassriges Milieu injiziert, kommt es zu einer spontanen Ausbildung eines festen

Implantates, dem so genannten in situ Implantat (Abb. 3.1).

Abb. 3.1: Einbringen der PLA/ PLGA-FormuIierung in wassriges Milieu (A) und
Ausformung des in situ Implantates (B, gezoomt) '%°

Der Wirkstoff wird dabei in dem sich ausbildenden Implantat eingeschlossen. Es
entsteht eine Arzneiform mit verzégerter Wirkstofffreigabe 231323659121 = pje
Prazipitation der nicht wasserloslichen PLA oder PLGA zu einem festen Implantat
wird durch die Wasserldslichkeit und die Abflutung des Lésungsmittels in das
umliegende Gewebe bedingt '?2. Der Ausformungsprozess ist in nachfolgender

Abbildung schematisch dargestellt (Abb.3.2).
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PLA-/ PLGA-PEG-L6sung PLA-/ PLGA-Formulierung in situ Implantat

Abb. 3.2: Herstellung einer PLA/ PLGA-Formulierung und anschlieRende

Ausformung zum in situ Implantat

3.1.2 Die Modellsubstanz Cytochrom C

Mit der Entwicklung von parenteralen Depotsystemen wie beispielsweise der in situ
Implantate wird das Ziel verfolgt, konstante Plasmaspiegel an Wirkstoffen wie den
problembehafteten Peptiden und Proteinen Gber mehrere Wochen hinweg erreichen
zu konnen. Langzeitwirkungen sind naturlich nur bei hoher Wirkstarke und einer
angemessenen therapeutischen Breite moglich. Zur Charakterisierung der
Depotwirkung werden haufig auch Modellproteine wie beispielsweise verschiedene
Albumine 3>12126 oder Cytochrom C (CcC) *'**'?" verwendet. Fiir die nachfolgenden
Untersuchungen wurde ein Modell gewahlt, das die Eigenschaften hochpotenter
Wirkstoffe besitzt und gut zuganglich ist. In Cytochrom C '#'? wurden die
gewulnschten Eigenschaften, wie gute Einarbeitbarkeit in eine Formulierung,
Wasserloslichkeit, einfacher spektrophotometrischer Nachweis, vergleichbare
Charakteristika mit therapeutisch interessanten Proteinen wie z.B. Interleukinen oder
Interferonen, vorgefunden. Eine nicht unbedeutende Rolle spielte bei der Auswahl
auch der Preisvorteil des CcC gegenuber therapeutisch verwendeten Proteinen.

CcC ist ein naturliches Hamoprotein der Atmungskette und kommt in den
Mitochondrien aller eukaryotischen Zellen, besonders aber in der Herzmuskulatur
vor. Das membrangebundene Enzym gehort zu den Redoxkatalysatoren und ist
durch den Wertigkeitswechsel des im Ham gebundenen Eisenions fur die
Elektronenubertragung in der Atmungskette sowie im Stoffwechsel vieler Bakterien
mit verantwortlich %

Fe®" (Cyt. C Ferrihdm) + e < Fe®* (Cyt. C Ferroham)

In der Atmungskette ist CcC am letzten Schritt, also bei der Ubertragung der

Elektronen auf den Sauerstoff, beteiligt. Je nach Herkunft sind Uber 100

verschiedene Formen mit unterschiedlichen Aminosauresequenzen bekannt 1%

Unabhangig von der Herkunft und der Kettenlange ist bei allen CcC-Molekilen das
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Ham an der gleichen Stelle der Polypeptid-Kette Uber Thioethergruppen gebunden
121128 Ham bezeichnet einen Eisen-Porphyrin-Koordinationskomplex, in dem das
Eisenion reduziert als Fe** vorliegt. Dies ist die prosthetische Gruppe des CcC und
fur dessen rote Farbe verantwortlich. Das Ham wird im Innern durch hydrophobe
Aminosauren abgeschirmt, wo hingegen die hydrophil geladenen Reste die polare
Peripherie bilden '?®. Dies bedingt die gute Ldslichkeit in Wasser. CcC ist aufgrund
des hohen Lysingehaltes von 18 % ein basisches Protein mit einem isoelektrischen
Punkt von pH 10 "%, Im festen Zustand ist eine ausreichende Stabilitat aufgrund der
Hydrolyseempfindlichkeit nur bei einer lichtgeschitzten Lagerung zwischen -20 °C
und 0 °C gewabhrleistet. Der optimale pH-Bereich im Hinblick auf die Stabilitat liegt
bei 10, allerdings weist das Protein in diesem Fall seine geringste Ldslichkeit auf, da
am isoelektrischen Punkt das Molekull ungeladen vorliegt und somit eine Hydratation
nur bedingt mdglich ist. Im sauren pH-Bereich muss mit einer Abnahme der Stabilitat
und der Bildung von Abbauprodukten gerechnet werden. Um den Einfluss der
Modellformulierung auf die Stabilitdt von CcC beurteilen zu kénnen, wurden
Untersuchungen Uber das Verhalten des Proteins bei solchen Bedingungen, die
wahrend der in vitro und in vivo Freisetzung und der Erosion der Polymermatrix

auftreten kdnnen, durchgefuhrt.

3.1.3 Auswahl der Polymermatrix (verwendete Polymere)

Alle zur Herstellung der in situ Implantate verwendeten Poly(laktide) und Poly(laktid-
co-glykolide) wurden von der Firma Boehringer Ingelheim bezogen, die diese unter
dem Handelsnamen RESOMER® vertreiben (Tab. 3.1).

Tab. 3.1: verwendete Resomere®

Resomer® Polymerzusammensetzung Endgruppe Molekulargewicht [Da]
RG 752 Poly(D,L-laktid-co-glykolid) 75:25 verestert 17 000
R 202H Poly(D,L-laktid) frei 11 000
RG 502 Poly(D,L-laktid-co-glykolid) 50:50 frei 14 100
RG 502H Poly(D,L-laktid-co-glykolid) 50:50 verestert 8 000
RG 503H Poly(D,L-laktid-co-glykolid) 50:50 frei 28 000
RG 503 Poly(D,L-laktid-co-glykolid) 50:50 verestert 48 000

Die Typenbezeichnung (Nomenklatur) der Resomere®, z.B. RG 752, ist in
Tabelle 3.2 dargestellt (Tab. 3.2) "8
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Tab. 3.2: Nomenklatur der Resomere® (Beispiel Resomer® RG 752)

Nomenklatur | Eigenschaft

R Hergestellt aus racemischen D,L-Laktiden

G Hergestellt aus Glykoliden

75 Anteil der Laktide z.B. 75 %

2 Bereich der inharenten Viskositat z.B. ca. 0,2 dl/g *

* Das entspricht etwa einem Molekulargewicht von 10-20 kDa "™.

Alle Resomere mit dem Anhang ,H“ in der Bezeichnung sind hydrophilere
Varianten der Polymere, bei welchen die endstandigen Carboxylgruppen nicht mit
Alkoholen verestert sind.

Fur die vorliegende Arbeit wurden Vertreter der PLA- und PLGA-Polymere, die
sich im Monomerenanteil, aber auch im Sauregruppenendschutz und

Molekulargewicht unterscheiden, modellhaft ausgewahit (Tab. 3.1).

3.1.4 Herstellung einer in situ Formulierung

Im nachfolgenden FlieRschema ist der Herstellungsprozess einer in situ
Formulierung dargestellt (Abb. 3.3). Zunachst wird aus dem Losungsmittel PEG 400
und dem matrixbildenden Polymer die Resomer®-Lésung hergestellt. Der
Polymeranteil kann zwischen 10 % und 25 % in Abhangigkeit von der Loslichkeit und

der Spritzbarkeit der Formulierung liegen '%°

. In einem zweiten Herstellungsschritt
wird die Modellsubstanz, CcC, in der Ldsung suspendiert. Es liegt dann die
Resomer®—Formulierung vor, aus der sich bei Applikation ins wassrige System

letztlich das in situ Implantat bildet.

Lésungsmittel Polymer (PLA/ PLGA) Wirkstoff
PEG 400 Resomer® Modellsubstanz (CcC)
\
Rihren A
\—‘Erh”ze”’ max 80 °C Herstellen des
Zwischenproduktes
Resomer®-Losung
Rihren

A
Einarbeiten des
Wirkstoffes
Resomer®-Formu|ierung

A
Abfiillen in das

e Ampullen

Resomer®-Formu|ierung

Abb.3.3: FlieRschema zur Herstellung einer Resomer®—Formulierung
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Die entscheidende Voraussetzung fur die Anwendbarkeit einer solchen
parenteralen Arzneiform ist deren Sterilitat. Die Auswahl eines geeigneten
Sterilisationsverfahrens richtet sich in erster Linie nach dem zu sterilisierenden Gut.
Dabei sollte grundsatzlich immer eine Sterilisation des Endproduktes angestrebt

6364 Zunachst ist einmal zwischen thermostabilen und thermolabilen

werden
Produkten zu unterscheiden. Bei den zu untersuchenden Resomer®—FormuIierungen,
die mit Proteinen beladen sind, handelt es sich um thermolabile Formulierungen
656869 Das bedeutet, dass die thermischen Standardverfahren wie Dampfdruck- und
Hitzesterilisation hier nicht oder nur eingeschrankt angewandt werden kdnnen 12,
Haufig werden in der Polymertechnologie deshalb vy-Strahlen zur Sterilisation
eingesetzt "'. Die anzuwendende Dosis von 25 kGy filhrt zur Radikalbildung im

Polymer und/oder im Protein 7373013

. Umfangreiche Untersuchungen und die
sorgfaltige Wahl von Polymer und Wirkstoffart sind dazu notwendig, um den Abbau
der Matrix und des Wirkstoffes bei Strahlensterilisation in geringen, reproduzierbaren
Maflen zu halten. Daher wird zur Herstellung von mit Proteinen beladenen
Resomer®-Formulierungen die technologisch sehr aufwendige und damit
preisintensive aseptische Herstellung eingesetzt "°.

Trotz des thermo- und strahlensensitiven Charakters der zu untersuchenden
Resomer®-Formulierungen war die Zielstellung dieser Arbeit, eine Sterilisation im
Endbehaltnis entsprechend der Forderung nach der EMEA-Guideline 3%
anzustreben. Daneben wurden aber auch alternative, in der Literatur beschriebene
Verfahren betrachtet. An erster Stelle sei hier die aus der Lebensmittelindustrie
bekannte Hochdruckinaktivierung genannt ®. Hierzu liegen eine Reihe von

103,104,107,134,135 Dabei wurden

Veroffentlichungen von H. Ludwig et al. vor
grundlegende Untersuchungen, wie beispielsweise die Inaktivierung einer
hochdruckunempfindlichen Spore von Bacillus subtilis, zur Etablierung eines solchen
Verfahrens durchgefiihrt '°. Aber auch der Einfluss der Hochdruckinaktivierung auf
die Stabilitat von thermo- und strahlensensitiven Formulierungen wie Liposomen oder
PLGA-Stiften werden anhand dieser Untersuchungen beschrieben '®. Liposomen,
eine sehr empfindliche Arzneiform, war Uber einen langeren Zeitraum hinweg bei

einem Druck bis zu ca. 2,5 kbar stabil '

. H. Ludwig untersuchte auch das
Molekulargewicht von PLGA vor und nach der Hochdruckinaktivierung, wobei es hier

zu keiner Anderung kam'®. Auf der Grundlage dieser ersten Untersuchungen soll die
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Anwendbarkeit der Hochdruckinaktivierung zur Sterilisation einer Resomer®-
Formulierung im Rahmen dieser Arbeit eingehend gepruft werden.

Eine weitere bedeutende Methode zur Sterilisation von hitze- und strahlenlabilen
Formulierungen ist die Mikrowellensterilisation. Die Mikrowellensterilisation ist bereits
im Japanischen Arzneibuch fur wassrige Losungen oder flissige Arzneistoffe
zugelassen "°. Dabei wird mit leistungsstarken Geraten (5 kW) und einer Frequenz
von 2,5 kHz gearbeitet. Im Vergleich dazu sei erwahnt, dass gewohnliche
Haushaltsmikrowellen lediglich zu einer Leistung von 0,9 — 1 kW fahig sind. Die
wassrigen Ampullenpraparate werden mit validierten Verfahren Uber einen Zeitraum
von ca. 45 s mit den Mikrowellen zur Sterilisation bestrahlt /"% Auf der
Grundlage der Erfahrungen mit der Mikrowellen-Sterilisation in Japan und
Untersuchungen von Groning et al. Uber die Behandlung von PEG 300 und Rizinusdl
37 sollte die Anwendbarkeit des Verfahrens auf Resomer®-Formulierungen bewertet
werden.

In der vorliegenden Arbeit wird der Einfluss der Standard-Sterilisationsverfahren
nach Ph. Eur. ® im Vergleich zu den alternativen Methoden auf die Stabilitat der
Matrixbildner, die Resomere®, und auf die Formulierungseigenschaften hin gepriift.
Dazu werden im folgenden Abschnitt zunachst verschiedene Methoden zur
Charakterisierung des Modells vorgestellt und die Stabilitat der PLA bzw. PLGA
sowie der Modellsubstanz CcC unter den gewahlten Untersuchungsbedingungen

bewertet.

3.2 Untersuchungen zur Charakterisierung des Modells

3.2.1 Methoden zur Charakterisierung der Resomere®

3.2.1.1 Bestimmung der Saurezahl

Die Saurezahl (SZ) gibt an, wieviel Milligramm Kaliumhydroxid zur Neutralisation der
in 1 g Substanz vorhandenen freien Sauren notwendig sind 0 Im Fall der Polyester,
der Resomere®, ist die SZ eine MaRzahl iiber die Anzahl freier Sauregruppen. Je
groRer die Anderung der SZ ist, desto wahrscheinlicher ist die Spaltung der
Resomer®-Ketten durch Verseifungsreaktionen (Abb. 3.4). Damit kann die Angabe
der SZ dazu dienen, Aussagen (iber den Abbau der Resomere® treffen zu

kénnen 133138
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Abb. 3.4: Verseifungsreaktionen der Resomere®, die zum Anstieg der SZ filhren kénnen

3.2.1.2 Bestimmung der Molmassen und -verteilung

Bei den Polymeren, wie beispielsweise den Resomeren®, handelt es sich um ein
Gemisch verketteter Monomere unterschiedlicher Kettenlange und damit auch
unterschiedlicher Molmassen. Die wichtigste chromatographische
Charakterisierungsmethode fur Polymere stellt die Gelpermeationschromatographie
(GPC) dar, die auch Geffiltration (GFC) oder Ausschlusschromatographie (englisch:
size-exclusion chromatography, SEC) genannt wird **'*". Das Prinzip der GPC
beruht auf der Trennung der in einem geeigneten Lésungsmittel geldsten Polymere
infolge der unterschiedlichen Eindringmoglichkeiten und -dauer in die Poren der
stationaren Phase. Die Elution erfolgt vor allem in Abhangigkeit von der Grolke der
Molekule und damit vom Molekulargewicht. Kleinere Molekule konnen dabei in die
Poren eindringen, wahrend grofere Molekile nicht in die Poren hinein diffundieren
konnen, d.h. groRere Molekule werden schneller eluiert als kleinere. Dieser sehr
spezielle Trennmechanismus ermdglicht erst die Bestimmung der fur alle Polymere
wichtigen Molmassenverteilung oder Polydispersitat (PD). Polymere sind haufig
heterodispers, d.h. sie haben unterschiedliche Kettenlangen und umfassen einen
mehr oder weniger breiten Massenbereich. Dies kann durch die zahlenmittlere
Molmasse M,, die gewichtsmittlere Molmasse M,, und die Polydispersitat D (My/M,)
beschrieben werden. Dabei wird M, starker durch die Polymerfraktion mit der
niedrigeren Molmasse, M,, dagegen starker durch die Fraktion mit der hohen

Molmasse beeinflusst.
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3.2.1.3 Bestimmung der inh&renten Viskositat

Neben der oder alternativ zur GPC-Methode ist die Bestimmung der intrinsischen
Viskositat (auch Grenzviskositat) ein genutztes Verfahren zur Charakterisierung des
Molekulargewichtes. Die intrinsische Viskositat [n] stellt eine charakteristische
KenngréRe von geldsten Polymeren dar %' Haufig wird die inharente Viskositat
Ninharent, die  auf ein  bestimmtes Ldsungsmittel mit einer definierten
Polymerkonzentration bezogen ist, angegeben. Sie st einfach Uber
Viskositatsmessungen von Polymerlosungen zu bestimmen und daher im
technischen Bereich ein haufig genutzter Parameter zur Charakterisierung von
Polymeren. Der Bestimmung der inharenten Viskositat liegt die Annahme zu Grunde,
dass sich bei einer stark verdinnten Losung die Molekule unabhangig voneinander
bewegen. Somit ist in diesem Grenzbereich die Viskositat proportional der mittleren
Molmasse. Als MaR fur die Anderung des Molekulargewichtes kann deshalb die

inharente Viskositat herangezogen werden.

3.2.1.4 Bestimmung der thermischen Eigenschaften
Eine weitere wichtige Charakterisierungsmaglichkeit bioabbaubarer Polymere ist die
Bestimmung der Kristallinitat.

Die Kristallinitat der Polymere beeinflusst entscheidend ihre physikalischen
Eigenschaften und ihr Verhalten, vor allem ihre Abbaucharakteristik ''2'%°. Wahrend
der Herstellung, Sterilisation und Lagerung von Implantaten und Mikropartikeln sowie
der Polymere selbst kann sich die Kristallinitat verandern. Daher ist der Bestimmung
der Kristallinitat groRe Aufmerksamkeit zu schenken. Bestimmungsmethoden hierfur
sind beispielsweise die Pulverdiffraktometrie und die modulierte Differential Scanning
Calorimetry (mDSC) ?".

Fir die Herstellung injizierbarer Depotformulierungen werden in der Regel
amorphe Polymere eingesetzt, da kristalline Polymere aufgrund ihrer hohen
Ordnungsstruktur zu langsam abgebaut werden 2, Amorphe Polymere weisen im
Gegensatz zu den kristallinen Polymeren mit definietem Schmelzpunkt eine
sogenannte Glasubergangstemperatur (T4) auf. Sie gibt diejenige Temperatur an, die
den Ubergang von dem festen Glaszustand in den kautschukelastischen
(gummiartigen) Zustand beschreibt 146 Da dieser Ubergang durch eine Anderung der
Warmekapazitat (Enthalpie) gekennzeichnet ist, kann die Glastbergangstemperatur

mittels DSC bestimmt werden .



3 Ergebnisse und Diskussion Seite 51 von 139

Bei der DSC wird der Warmestrom gemessen, der erforderlich ist, um die Probe
und die Referenz auf identischer Temperatur zu halten. Der Warmestrom ist ein
direktes MaR fiir die Warmekapazitat einer Substanz "2,

Eine Abnahme der Glastemperatur ist immer auch mit einer Abnahme/Anderung
des Molekulargewichtes eines Polymeres verbunden 42149131,

3.2.2 Charakterisierung der Modellformulierung

3.2.2.1 Stabilitat der Resomere® in der Modellformulierung

Bei der ausgewahlten Modellformulierung liegen die Resomere® geldst vor und sind
damit Abbaureaktionen besser zuganglich. PLA und PLGA sind Polyester, die unter
dem Einfluss von Wasser hydrolytisch gespalten werden kénnen '*'°"'%2 Da in PEG
400 immer geringe Spuren von Wasser zu finden sind, sollte mit den nachfolgend
beschriebenen Untersuchungen die Stabilitit von PLA am Beispiel von Resomer® R
202H und die von PLGA am Beispiel von Resomer® RG 752, beide geldst in PEG
400, bewertet werden. Dazu wurden die Resomer®-Lésungen jeweils bei
Raumtemperatur (20-25 °C) und im Kuihischrank (2-8 °C) eingelagert und die
Molmassen (zahlenmittlere M, und gewichtsmittlere M,,) der Polymere mittels GPC
bestimmt. Die Ergebnisse der Stabilitatsprifung sind in Tabellen 3.3 und 3.4

dargestellt.
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Tab. 3.3: My, M, und D von RG 752, geldst in PEG 400 in Abhangigkeit von der

Lagertemperatur und -zeit (x, n = 2)

Lagertemperatur Raumtemperatur (~23 °C)

Zeit [d] Start 1 6 12 20
My [g/mol] 14071 13680 12510 11299,5 10241
M, [g/mol 8310 7909 7499 6932 6376
D (My/M,) 1,693 1,730 1,668 1,668 1,606
Lagertemperatur Kihlschrank (2-8 °C)

Zeit [d] Start 1 6 12 20
M,, [g/mol] 14071 13969 13947 13950 13635
M, [g/mol 8310 8031 8191 8333 8195
D (My/Mp) 1,693 1,739 1,703 1,674 1,664
Tab. 3.4: M,,, M, und D von R 202H, geldst in PEG 400 in Abhangigkeit von der
Lagertemperatur und -zeit (x, n=2)

Lagertemperatur Raumtemperatur (~23 °C)

Zeit [d] Start 1 6 13 20
M,, [g/mol] 10067 9741 9523 9754 10066
M, [g/mol 7065 6988 7136 7083 7458
D (My/M,) 1,425 1,394 1,335 1,377 1,350
Lagertemperatur Kihlschrank (2-8 °C)

Zeit [d] Start 1 6 13 20
M,, [g/mol] 10067 9833 9967 9491 10136
M, [g/mol 7065 6868 7075 7042 7320
D (My/M,) 1,425 1,432 1,409 1,348 1,385

Das Homopolymer R 202H, geldst in PEG 400, zeigte keine Veranderungen

von M, und M, udber den Untersuchungszeitraum bei Raum- und
Klhlschranktemperatur. Demgegentber wurden die Werte fur M,, und M, flr das
Copolymer RG 752, in PEG 400 geldst, bei Lagerung unter Raumtemperatur
reduziert. Bei Einlagerungsbeginn wurden far M,, 14071 g/mol bestimmt, nach
20tagiger Lagerung bei Raumtemperatur waren es nur noch 10241 g/mol. Das lasst
darauf schliel3en, dass RG 752, in PEG 400 gelost, abgebaut wird.

Uber den untersuchten Zeitraum von 20 Tagen hinweg ist die Geschwindigkeit

der Abnahme von My, nahezu konstant geblieben (Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: M,, von RG 752 (schwarz) und (grau) geldst in PEG 400 in
Abhangigkeit von der Lagerzeit bei (A) Kihlschrank- und (0) Raumtemperaturlagerung
(X, n = 2); - - - Trendlinie (linear) zum Abbau von RG 752 bei Raumtemperatur

Unter der Annahme, dass die Hydrolyse des Polyesters RG 752 als Reaktion
pseudo-nullter Ordnung verlduft, kann die Halbwertszeit nach (t'?= Co (My) *0,5*k™),
also die Zeit, in der 50 % vom Ausgangsmolekulargewicht M,, reduziert wurden,
berechnet werden. Die mittlere Molmasse M,, von RG 752, geldst in PEG 400, hatte
sich nach 37 Tagen Lagerung bei Raumtemperatur auf die Halfte reduziert.

Somit ist in der Formulierungsentwicklung und Untersuchung solcher Resomer®-
Formulierung die eingeschrankte Stabilitat des Copolymeres RG 752 zu

beriicksichtigen. Die Resomer®-Formulierungen miissen bei 2-8 °C gelagert werden.

3.2.2.2 Untersuchung der Formulierungen in Abhangigkeit vom Polymeranteil

Die ausgewahlten Resomer®-Formulierungen sind viskose Zubereitungen, die an
den Wirkungsort, z.B. unter die Haut, appliziert werden sollen. Die Spritzbarkeit der
Polymerlésungen ist dabei Voraussetzung fur die Anwendbarkeit der Formulierung
120 Nachfolgend wurde die Viskositdt in Abhangigkeit vom PLGA-Anteil bestimmt
(Tab. 3.5). Die Untersuchung wurde modellhaft mit einer RG 752-PEG-Ldsung in

verschiedenen Konzentrationsstufen durchgefuhrt.
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Tab. 3.5: Abhangigkeit der Viskositat* vom Polymeranteil der RG 752-Lésung (n = 1)

RG 752—Anteil in der Formulierung [%]
Formulierung Wasser 0 10 15 20 30
(PEG 400)
Viskositét n [mPas] 0,94 117 544 585 1304 3418
Spritzbarkeit ja ja ja ja ja nein

* bestimmt mit Rotationsviskosimeter RS600, bei 20 °C, Scherrate y 150 s™

Mit Polymeranteilen zwischen 5 % und 20 % ist die RG 752-Losung spritzbar und
bildet ein Implantat. Unterhalb von 5 % bildet sich kein festes, zusammenhangendes
Implantat. Oberhalb von 20 % konnte die Resomer®-Lésung aufgrund der hohen
Viskositat nicht mehr gespritzt werden (Tab. 3.5). Die Untersuchungen zur
Spritzbarkeit in Bezug auf die Resomer®-Konzentration kénnen jedoch nicht
verallgemeinert werden, sondern stellen lediglich eine RichtgroRe dar, da hdher
molekulare Resomere® bereits im unteren Konzentrationsbereich (10 % Polymer)
stark viskose Lésungen ausbilden. Des Weiteren ist die Loslichkeit der Resomere® in
PEG 400 vom Polymertyp abhingig '?°. Kristalline Homopolymere wie L 104 I6sen
sich nur unter Erwarmung und im unteren Konzentrationsbereich (max. bis 10 %
Polymer) im Solvent.

Das Polymerverhaltnis hat nicht nur Einfluss auf die Viskositat und damit
Spritzbarkeit der Formulierung, sondern auch auf die Ausformungseigenschaften, die
Abflutung des Losungsmittels PEG 400 und das Freisetzungsverhalten der in situ
Implantate. In der Abbildung 3.6 ist die Freisetzung der Modellsubstanz CcC und die
PEG-Abflutung in Abhangigkeit von der Zeit fur zwei Konzentrationsverhaltnisse (10

% und 20 %) des Resomers® RG 752 in der Formulierung dargestellt.
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Abb. 3.6: PEG 400 Anteil im ausgebildeten Implantat und CcC-Freisetzung in Abhangig-
keit von der Zeit fur die RG 752-Formulierung mit 10 % RG 752-Anteil (0) und 20 % RG
752-Anteil (A) (x, n =2)

Zur Bestimmung der Losungsmittel-Abflutung wurde der PEG-Anteil im sich
ausbildenden Implantat in Abhangigkeit von der Zeit mittels GC bestimmt. In der
Formulierung mit 10 % RG 752-Anteil waren nach einer Stunde nur noch 6,5 % PEG,
im Implantat hingegen mit 20 % Polymer-Anteil noch 31 % PEG nachweisbar (Abb.
3.6). Die PEG-Abflutung in das wassrige Medium erfolgte flir den geringeren
Polymeranteil wesentlich rascher. Diese Ergebnisse wurden durch die
Beobachtungen bestatigt, dass sich nach dem Einspritzen der Resomer®-
Formulierung in das Freisetzungsmedium die Ausbildungsdauer der Implantate mit
steigendem Polymeranteil verkirzt. Bei 20 % RG 752 in der Formulierung verfestigte
sich das Implantat bereits funf Minuten nach der Injektion, sichtbar als weiles
Gebilde. Nach vier Stunden war das Implantat fest. Bei der RG 752-Formulierung mit
10 % Polymeranteil war nach einer Stunde ein glasiges Gebilde beobachtbar, nach
sechs Stunden war das Implantat verfestigt.

Vergleichend zur Untersuchung der PEG-Abflutung wurde die CcC-Freisetzung
bestimmt (Abb. 3.6). Der CcC-Initialburst nach Injektion der RG 752-Formulierung
betrug 51 % CcC fur das in situ Implantat mit 10 % RG 752, wahrend das in situ
Implantat mit 20 % RG 752 nur noch ca. 20 % CcC freisetzte. Die Ergebnisse

korrelieren mit den Resultaten zur PEG-Abflutung. Die Modellsubstanz CcC wurde
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mit der Ausschwemmung des Losungsmittels PEG 400 wahrend der Ausformung des
Implantates abtransportiert, ein hoher Initialburst an CcC resultierte daraus. Mit
steigendem Polymeranteil wurde das Implantat schneller ausgebildet, weniger PEG
flutete ab und damit wurde mehr PEG und CcC in das sich ausformende Implantat
eingeschlossen. Der Initialburst kann durch Erhdhung des Polymeranteiles in der

Formulierung reduziert werden.

3.2.3 Charakterisierung der Modellsubstanz CcC

Kenntnisse zur Stabilitit von CcC sind von grundlegender Bedeutung, um
Untersuchungsergebnisse, z.B. in vitro Freisetzungen, beurteilen zu kdnnen. In der
Literatur werden hauptsachlich Angaben zur Lagerung und Verarbeitung der
Substanz gemacht "% Fiir die Entwicklung einer Formulierung werden Daten
bendtigt, die Aufschluss Uber das Verhalten des Proteins CcC unter Bedingungen
geben, die in der Polymermatrix, wahrend der Freisetzung und des Abbaus der
Polymere auftreten und sich negativ auf die Stabilitadt auswirken kénnen. Dabei hat

der pH-Wert des umgebenden Mediums Einfluss auf die Stabilitat .

3.2.3.1 Stabilitat von CcC in wassrigen Losungen

Zunachst wurde die Stabilitdt von CcC im ausgewahlten Freisetzungsmedium,
welches in allen Untersuchungen eingesetzt wurde, im Vergleich zu Wfl, 0,05 M
Phosphat-Pufferlosungen von pH 7,0 und pH 10,0 untersucht (Tab. 3.6).

Tab.3.6: Ubersicht zu den wéssrigen Versuchsmedien

Medium pH-Wert | Zusatze
Wasser fur Injektionszwecke (Wfl) 7.1 keine

) ) 0,25% NDS
Freisetzungsmedium (FSM) 7,3

0,02% NaNj

7,0 NaH,PO, * 2H,0

Phosphat-Pufferlésung 0,05 M Na,HPO, * 2H,0

10,0

Fur folgende Stabilitatsuntersuchungen wurde CcC zu 500 pg/ml in das jeweilige
Medium eingebracht und bei 37 °C inkubiert. Dabei entsprach die Konzentration von
500 pg/ml der maximalen Menge an CcC, die bei den Freisetzungsuntersuchungen
bei Applikation von 500 mg Resomer®-Formulierungen in 2 ml Freisetzungsmedium
vorliegen konnen. Die gewahlte Temperatur entsprach den physiologischen

Bedingungen. Nach zuvor definierten Zeitpunkten wurden Proben enthommen und
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der CcC-Gehalt mittels HPLC bestimmt. Das Abbauverhalten von CcC in den

verschiedenen wassrigen Medien ist in Abbildung 3.7 dargestellt.
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Abb. 3.7: CcC—-Gehalt in Abhangigkeit von der Inkubationszeit in verschiedenen Medien
(x,n=23)
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Der Abbau von CcC in Wfl war im Vergleich zu den Phosphat-Puffern pH 7 bzw.
10 und dem Freisetzungsmedium am starksten ausgepragt. Bereits nach 20 Stunden
konnten nur noch 50 % des eingesetzten Proteins in der Lésung nachgewiesen
werden. Der Vergleich der Stabilitdt von CcC in den Phosphat-Puffern, die sich nur
hinsichtlich des pH-Wertes unterscheiden, machte deutlich, dass CcC am
isoelektrischen Punkt bei pH 10 am stabilsten ist. Nach 14 Tagen befanden sich im
Puffer pH 10 noch nahezu 100 % des Proteins unverandert in der Lésung, wahrend
im Phosphat-Puffer pH 7 zu dieser Zeit nur noch 85 % CcC in der Losung vorlagen.
Die Stabilitat von CcC im Freisetzungsmedium war fur die ersten sieben Tage mit der
im Phosphat-Puffer pH 7 zu vergleichen, der Verlust an Protein in der Lésung war
gering. Nach siebentagiger Inkubation im Freisetzungsmedium konnte jedoch ein
zunehmender Stabilitatsverlust von CcC beobachtet werden, nach 21 Tagen betrug
der CcC-Gehalt in Losung nur noch 50 %. Neben dem pH-Wert scheinen auch die

lonenstarke und —art in Bezug auf die Stabilitdt von CcC eine Rolle zu spielen, da
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sich die pH-Werte des Wfl mit 7,1, des Phosphat-Puffers mit pH 7,0 und des
Freisetzungsmediums mit pH 7,3 geringfugig voneinander unterscheiden.
Um die Milchsaurefreisetzung

und die Auswirkung auf den  Tab. 3.7: pH-Wert von Freisetzungsmedium und
Phosphat-Puffer vor und nach Milchsaurezusatz

CcC-Gehalt zu simulieren, die

. i Aure- Phosphat-Pufferl6sung 0,05 M

wiahrend des Abbaus  der M"Chsa“o;e k .
zusatz [%] pH-Wert

Polymermatrix  auftritt, wurde 0 24

Milchsaure in verschiedenen 0.01 72

Konzentrationen zur Phosphat- 0,05 6,9

Pufferlésung 0,056 M pH 7,4 0.1 6.6

zugesetzt (Tab. 3.7).
In Abbildung 3.8 ist der CcC-Gehalt von Phosphat-Pufferlosungen, versetzt mit
unterschiedlichen Mengen an Milchsaure (0,01 % bis 0,1 %), in Abhangigkeit von der

Lagerzeit dargestellt.
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Abb. 3.8: CcC-Gehalt in Phosphat-Pufferldsungen in Abhangigkeit von der Inkubations-
zeit (x,n = 3)

O Phosphat-Pufferlésung 0,05 M pH 7,4

0 0,01 % Milchsaure in Phosphat-Pufferlésung (pH 7,2)

A 0,05 % Milchsaure in Phosphat-Pufferldsung (pH 6,9)

O 0,1 % Milchsaure in Phosphat-Pufferlésung (pH 6,6)

In allen Lésungen nahm der CcC-Gehalt ab. Dabei war der CcC-Verlust in

Ldsung umso geringer, je weniger Milchsaure dem Phosphat-Puffer zugesetzt wurde
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und je geringer die pH-Verschiebung und die Erhdhung der lonenstarke war. Die aus
dem Milchsaurezusatz resultierenden pH-Werte stellten sich Uber die gesamte
Versuchsdauer zwischen pH 6,6 (0,1 % Milchsaure) und pH 7,2 (0,01 % Milchsaure)
ein. Bei Zusatz von nur 0,01 % Milchsaure gleicht der CcC-Abbau Uber die
Versuchsdauer dem Abbau bei dem reinen Phosphatpuffer. Hingegen war der CcC-
Verlust bei Zusatz von 0,05 % und 0,1 % Milchsaure im Vergleich zur
Phosphatpuffer-Lésung erhéht, wobei es kaum einen Unterschied zwischen 0,05 %
und 0,1 % Milchsaurezusatz gab. In allen Proben traten spatestens nach sieben
Tagen makroskopische Zeichen der Aggregation, wie weil’e gallertartige Flocken,
auf.

Wie bereits diskutiert, hat neben dem pH-Wert auch die lonenstarke Einfluss auf
den Aggregationsprozess. In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Pufferkapazitat
erhoht, so dass die zugesetzte Milchsdure nur zu geringfiigigen pH-Anderungen
fuhrte. In Abbildung 3.9 sind die Ergebnisse der CcC-Stabilitat in einem Phosphat-

Puffer der Kapazitat 0,1 M mit und ohne Milchsaurezusatz aufgezeigt.
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Abb. 3.9: CcC-Gehalt in Phosphat-Pufferldsungen in Abhangigkeit von der Inkubations-
zeit (x,n=3)
O Phosphat-Pufferlosung 0,1 M pH 7,4

0,01 % Milchsaure in Phosphat-Pufferlésung

0 pH 7,3)
A 0,05 % Milchsaure in Phosphat-Pufferlésung
o}

X

pH 7,2)
pH 7.1)
pH 6,1)

0,1 % Milchsaure in Phosphat-Pufferlosung
0,5 % Milchsaure in Phosphat-Pufferldsung

.~~~ o~
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Nach zehn Tagen Inkubation von CcC in Phosphat-Pufferloésung erhohter
Pufferkapazitdt waren noch mehr als 95 % unabhangig vom Milchsaurezusatz
nachweisbar. Bis zum Ende der Inkubation waren keine sichtbaren Zeichen von
Aggregation zu finden. Das Ergebnis lasst auf einen stabilisierenden Effekt der
lonenstarke schlie®en. Bereits in der Literatur wird darauf hingewiesen, dass Salze
zu einer Léslichkeitsverbessung von Proteinen beitragen kénnen '**. Damit wird
bestatigt, dass neben dem pH-Wert auch die lonenstarke und —art Einfluss auf die
Stabilitat von Proteinen haben. Die Stabilitatsproben wurden mittels HPLC nicht nur
auf Abnahme des CcC-Gehaltes, sondern auch auf mogliche auftretende
Abbauprodukte hin untersucht. Zur Gehaltsbestimmung wurden die Proben von 500
pMg/ml auf eine Konzentration von 5 pg/ml verdiinnt. In diesen Proben konnten keine
Abbaupeaks detektiert, sondern nur ein Gehaltsverlust an CcC festgestellt werden.
Die entstandenen Abbauprodukte lagen wahrscheinlich unter der Nachweisgrenze.
Zur Detektion von Zersetzungsprodukten wurden die Proben von 500 pg/ml auf 100
Mg/ml verdinnt. Entstandene Abbauprodukte waren nachweisbar.

Bei Inkubation von CcC in 0,05 M Phosphatpuffer von pH 7,4 und 1 %
Milchsaurezusatz war bereits nach drei Tagen ein zweiter Peak im Abstand von etwa
drei Minuten zum Hauptpeak zu finden (Abb. 3.10). Nach sieben Tagen war dieser
Abbaupeak fast dreifach so groR, der CcC-Peak war kleiner geworden. Die
detektierbare Gesamtflache von Haupt- und Abbaupeaks zusammen nahm ebenfalls
ab. Zum einen kann der Responsefaktor der entstehenden Abbauprodukte im
Vergleich zum CcC geringer sein, zum anderen ist dieser Verlust mit den

Aggregationsprozessen erklarbar.
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Abb.3.10: HPLC-Chromatogramme von CcC in 0,1 M Phosphatpuffer 0,05M pH 7,4 mit
Zusatz von 1 % Milchsaure nach A) Start, B) nach drei Tagen, C) nach sieben Tagen
und D) nach 14 Tagen Inkubation bei 37°C

3.2.3.2 Stabilitat von CcC in der Resomer®-Formulierung

158157 " ist das Ausmafl solcher

Da Proteine zu Adsorptionserscheinungen neigen
Interaktionen zwischen Protein und Polymer in der Formulierung entscheidend fur die
erfolgreiche Entwicklung einer Depotformulierung. Dabei wird zwischen reversibel
auftretenden physikalischen und chemischen Adsorptionserscheinungen, die eine
strukturelle Veranderung des Proteins bewirken, unterschieden. Instabilitaten bedingt
durch Denaturierung, deren Adsorptionsprozesse vor allem an hydrophoben
Polymeroberflachen als Vorstufe dienen, kdnnen zu erheblichen Stabilitatsverlusten
der Proteine filhren 1826:27124,

In dem in situ Implantat liegt das Modellprotein CcC in der Tragerformulierung
suspendiert vor. Eine Reihe von Wechselwirkungen wie Adsorption, ionische
Wechselwirkungen oder chemische Reaktionen mit dem Tragerpolymer sind
vorstellbar '®. Zur Beschreibung der Interaktionen zwischen CcC und dem Polymer
wurde die Proteinadsorption an den Resomer®-Oberflachen untersucht. Dazu wurden

Resomere® (R 202H, RG 752 und RG 502H), die sich in ihrer Zusammensetzung
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sowie dem Saureendgruppenschutz unterscheiden und damit Unterschiede in der
Hydrophilie aufweisen, ausgewahlt (Tab. 3.1).

Zur Adsorptionsuntersuchung wurden die ausgewihlten Resomere® jeweils in
einer CcC-Ldsung suspendiert. CcC wurde im Freisetzungsmedium geldst. Aufgrund
der Konzentrationsabhangigkeit von Adsorptionserscheinungen ** wurde die CcC—
Konzentration variiert, der Polymeranteil blieb konstant:

= Mischung I: CcC - 500 pg/ml; Resomer® - 94,5 mg/ml

= Mischung Il: CcC - 50 ug/ml; Resomer® - 94,5 mg/ml

In Abbildung 3.11 ist der CcC-Gehalt in Abhangigkeit von der Inkubationszeit flr
die drei ausgewahlten Resomere® in der konzentrierteren CcC-Lésung (Mischung 1)

abzulesen.
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Abb. 3.11: CcC-Gehalt in Abhangigkeit von der Inkubationszeit in Mischung | mit dem
jeweiligen Resomer® bzw. ohne Resomer® - Zusatz (x, n = 3)

0 ohne Resomer®
O mit R 202H

A mit RG 752

O mit RG 502H

Erstaunlicherweise scheint der Zusatz der Resomere® RG 752 bzw. R 202H zur
CcC-Losung einen stabilisierenden Einfluss auf das Protein auszulben. Nach 21
Tagen waren noch mehr als 80 % CcC in Losung vorhanden, wahrend in der
Referenzlésung (CcC geldst im Freisetzungsmedium (FSM)) selbst nur noch 45 %

CcC nachweisbar waren. Jedoch sank der CcC-Gehalt unter Zusatz des Resomers®
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RG 502H nach 21 Tagen auf unter 41 % des Ausgangsgehaltes. Die Proteinverluste
kénnen durch Interaktionen von RG 502H und CcC bedingt sein. Dabei ist das
verwendete Resomer® RG 502H im Vergleich zu RG 752 und R 202H ein
hydrophileres Polymer, bedingt durch den 50 %igen Glykolidanteil und die freien
Saureendgruppen.

Da Adsorptionserscheinungen konzentrationsabhangig sind und in verdunnten
Lésungen der Effekt deutlicher wird, wurde der Versuch mit einer geringeren CcC-

Konzentration bei gleichem Polymeranteil durchgefuhrt.
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Abb. 3.12: CcC -Gehalt in Abhangigkeit von der Inkubationszeit in Mischung Il mit dem
jeweiligen Resomer® bzw. ohne Resomer® -Zusatz (x, n = 3)

0 ohne Resomer®
0 mit R 202H

A mit RG 752

O mit RG 502H

Wie bereits in der konzentrierteren CcC-Losung deutlich wurde, hat das
Resomer® RG 502H einen nachteiligen Einfluss auf die Stabilitat von CcC (Abb.
3.12). Nach 14 Tagen Inkubation bei 37 °C war der Proteingehalt unter die
Nachweisgrenze gesunken, was zum Abbruch der Untersuchung fihrte. Die Stabilitat
von CcC in der verdinnteren Lésung mit Zusatz von R 202H bzw. RG 752 war mit
der Referenzlosung (CcC gelost im FSM) hingegen vergleichbar. Die
Wechselwirkungen zwischen Resomeren® und CcC sind offensichtlich von der Art
der PLA bzw. PLGA abhangig.
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3.2.3.3 Untersuchungen zur Lagerstabilitdt von CcC in der Modellformulierung

In  der Formulierungsentwicklung ist die Stabilitdt des Wirkstoffes von
ausschlaggebender Bedeutung. Zur Abschatzung der Stabilitat wird die Formulierung
in unterschiedliche Klimata eingelagert. Hierzu wurden beispielhaft die Resomer®—
Formulierungen basierend auf den Resomeren® R 202H und RG 502H bei 2-8 °C im
Kdhlschrank, bei 20-25 °C (Raumtemperatur) und bei 30 °C/ 60 % r.H. Uber vier
Wochen in  verschlossenen Injektionsflaschen  eingelagert. Fur eine
Gehaltsbestimmung des Proteins muss dieses zuvor aus der Polymergrundlage
extrahiert werden. Hierfur fand eine in der Literatur beschriebene Methode
Verwendung, bei welcher die Matrix in Dimethylsulfoxid zunachst gelést und
anschlieBend in Natriumlaurylsulfat/NaOH hydrolysiert wird '® (Kap. 3.2.4). In
Abbildung 3.13 ist der CcC-Gehalt in Abhangigkeit von der Lagerzeit bei
unterschiedlichen  Lagerungsbedingungen nach der Extraktion aus der

Polymergrundlage, R 202H, dargestellt.
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Abb.3.13: CcC-Gehalt der R 202H—Formulierungen in Abhangigkeit von der Lagerdauer
far unterschiedlichen Lagerbedingungen (x, n = 3)

O RT:20-25°C

0 KS:2-8°C

A 30 °C/ 60 % r.H.

Die CcC-Stabilitat in der R 202H-Formulierung ist temperaturabhangig. Wahrend

bei der Kuhlschrank- und Raumtemperaturlagerung nach 28 Tagen noch 99 % des
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Ausgangsgehaltes nachweisbar waren, sank der CcC-Gehalt unter Lagerung bei 30
°C/ 60 % r.H. auf 87 %. Dieses Ergebnis wurde mit der Untersuchung der RG 502H-
Formulierungen bestatigt (Abb. 3.14).
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Abb.3.14: CcC-Gehalt der RG 502H-Formulierungen in Abhangigkeit von der
Lagerdauer fur unterschiedlichen Lagerbedingungen (x, n = 3)

O RT:20-25°C

0 KS:2-8°C

A 30 °C/ 60 % r.H.

Die Stabilitatsprifung bei verschiedenen Temperaturen ermoglicht die
Auswertung der Konzentrationsabhangigkeit der Zersetzungsgeschwindigkeit
(Reaktionskinetik) und der Temperaturabhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit
(ARRHENIUS-Gleichung). Anhand dieser daraus erhaltenen Daten kdnnen
Stabilitatsvorhersagen getroffen werden.

Unter der Annahme, dass der Proteinabbau in der Formulierung als Reaktion
pseudo-nullter Ordnung verlauft, kann die Zeit, in der ein Wirkstoffrickgang auf 90 %
stattfindet, Uber die Geradengleichungen berechnet werden. Am Beispiel der RG
502H-Formulierung wurden die Geschwindigkeitskonstanten bestimmt (Tab. 3.8). In
nachfolgender Tabelle sind die Haltbarkeiten bei verschiedenen Temperaturen
aufgefuhrt (Tab. 3.8).
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Tab. 3.8: tgyy,-Werte fir den CcC-Gehalt in einer RG 502H-Formulierung

Temperatur [°C] Geradengleichung tooos [d]
5 y =-0,0413x + 96,768 164
23 y =-0,1174x + 96,398 54
30 y =-0,7644x + 96,642 9

Aus den ermittelten Werten ist deutlich zu erkennen, dass mit steigender
Lagertemperatur die Abbaugeschwindigkeit von CcC erheblich zunimmt. Die RG
502H-Formulierung, die hier als Modellformulierung diente, kann 164 Tage im
Kuhlschrank gelagert werden, hingegen ist sie bei 30 °C nur noch 9 Tage lang
haltbar.

3.2.4 Charakterisierung der finalen Modellformulierung

3.2.4.1 Vergleich der Methoden zur Bestimmung des Wirkstoffgehaltes

Zur Bewertung von Depotformulierungen wie Mikropartikeln oder in situ Implantaten
hinsichtlich Effizienz der Verkapselung und Kalkulation von
Freisetzungsuntersuchungen sind Methoden zur Gehaltsbestimmung von essentieller
Bedeutung. Von verschiedenen Arbeitsgruppen wurden dabei unterschiedliche
Verfahren zur Isolierung der Wirkstoffe aus den Polymermatrizen auf der Basis von
PLGA fiir Mikropartikel erarbeitet %' Die Eignung der vorgeschlagenen
Vorgehensweisen wurde fur die in situ Implantate am Beispiel der RG 752-
Formulierung bewertet (Tab. 3.9). Die Isolierungsmoglichkeiten kénnen der

158 Zum einen kann die

Ubersichtlichkeit wegen in Gruppen eingeteilt werden
Polymermatrix in einem geeigneten Losungsmittel aufgelost und das Protein aus
dieser Ldsung extrahiert werden, zum anderen kann die Isolierung des Proteins
durch Hydrolyse des Polymers erfolgen (Tab 3.9).

Tab. 3.9: Isolierungsmoglichkeiten zur Gehaltsbestimmung eines Proteins bzw. Peptides
aus einer Resomer-Matrix

A: Lésen des Resomers® B: Hydrolyse des Resomers® |C: Kombination aus A und B
Al:in Dichlormethan - alkalische Hydrolyse mit - Ldsen in Dimethylsulfoxid
(DCM) und anschlieRende NaOH- und NDS-Zusatz '*° (DMSO), anschlieRend
wassrige Extraktion '*° Hydrolyse mit NDS/ NaOH

158
A2:in DCM/Aceton und an-

schlieRende Zentrifugation
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Die Gehaltsbestimmung des isolierten CcC erfolgte UV-VIS-
spektralphotometrisch. Die Extraktion aus der Dichlormethanphase (Methode A1)
eignet sich dagegen nicht fur die Isolierung von CcC. Es wurden
Wiederfindungswerte zwischen 77 % und 86 % der eingesetzten Modellsubstanz
gefunden (Abb. 3.15). Dies ist auf die zum Teil schlechte Phasentrennung
zurtckzufuhren, die wiederum zur unvollstdndigen Abtrennung des wassrigen Anteils
fihrt. Unter Anwendung der Zentrifugation (Methode A2) war es mdglich CcC zu
95 % zu isolieren (Abb. 3.15). Im Uberstand befanden sich jedoch feinste, rétliche

Partikel, die mit Entfernen der Polymerlésung der Messung verloren gingen.
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Abb. 3.15: CcC - Wiederfindung bezogen auf die eingearbeitete CcC-Menge (100%) fur
RG 752-Formulierungen in Abhangigkeit von der Isolierungsmethode (x, n = 2)

Mit der einfachen Hydrolyse (Methode B) der RG 752-Matrix im alkalischen
Milieu (NDS/NaOH) wurden 100 % CcC wiedergefunden. Jedoch sollte beachtet
werden, dass durch die alkalische Hydrolyse das Protein auch abgebaut werden
kann, was in einem Vorversuch nachgewiesen wurde.

Zur Beschleunigung der Hydrolyse kann mit einer Verknupfung von Methode A
und B gearbeitet werden (Methode C). Dabei wird das Resomer® mit DMSO aus der
Matrix gelost. Durch die Zugabe von NDS/NaOH prazipitiert das RG 752 wieder.
Damit ist es leichter fiir die Hydrolyse zuganglich '*®. Die Aufspaltung wird auf diese

Weise beschleunigt, das Protein wird in dieser Zeit nicht abgebaut und steht der
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Gehaltsbestimmung zur Verfigung. Mit der Methode C wurden 100 % des CcC

wiedergefunden.

3.2.4.2 Vergleich der Freisetzungsmethoden

FUr injizierbare Depotzubereitungen ist die in vitro/in vivo Wirkstofffreigabe in hohem
Malke qualitatsrelevant. Dabei ist auf die zu verwendenden Prufbedingungen ein
hohes Augenmerk zu legen. Veranderungen in den Bedingungen der
Freisetzungsprufung, wie beispielsweise beim pH-Wert, der
Pufferzusammensetzung, lonenstarke, Osmolalitat oder Temperatur, kdnnen
erhebliche Auswirkungen auf die in vitro Profile haben '®1 Die in den Arzneiblichern
beschriebenen Apparaturen fir feste Arzneiformen wie Blattrihrer- oder
Durchflusszellen-Apparatur eigenen sich fir injizierbare Depotformulierungen
aufgrund der hohen Volumina an Prufmedien nicht. Oft werden aus solchen
Formulierungen sehr geringe Wirkstoffmengen je Zeiteinheit freigesetzt, so dass nur
mit geringen Volumina im Milliliterbereich gearbeitet werden kann. In der Literatur
werden in diesem Zusammenhang verschiedene Methoden diskutiert, die in

162

verschiedene Kategorien eingeteilt werden kénnen “. Im Folgenden werden die

Methoden kurz vorgestellt und diskutiert.

= Trennen und Beproben (,separate and sample methods* '®?)
0 meistverbreiteste Methode: Mikropartikel werden in ein Behaltnis mit
Freisetzungsmedium eingebracht und die Freisetzung in Abhangigkeit
von der Zeit untersucht 2163164,
Behaltnisse: Rohrchen, Vials, Erlenmeyerkolben, Flaschen
Volumen des Freisetzungsmediums: < 10 ml bis mehrere 100 ml

Ruhrer: Blattrihrer, Magnetrihrer, Schittelinkubatoren

O O O O

Probenahme: Separation der Mikropartikel vom Freisetzungsmedium
durch Filtration oder Zentrifugation

o Nachteile: Aggregation der Mikropartikel '®°

, bei der Probenahme
Verstopfung der Filter durch Mikropartikel < 10 pm oder
Schwierigkeiten bei der Redispersion des Mikropartikel-Rickstandes
nach Zentrifuagtion '

= Durchflussapparaturen %

o0 USP Apparatur IV oder Modifikationen der Apparatur (Abb. 3.16): Das
Freisetzungsmedium zirkuliert durch eine rohrenahnliches Gefal3, in

welchem sich die Mikropartikel befinden.
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o Pumpen: Schlauch-, HPLC-Pumpen, Spritzen
0 Durchfluss: 5 yl/min bis 3,3 ml/min
o Nachteile: Schwankende Durchflussraten infolge des Verstopfens der
Filter, zu niedrige Durchflussraten bedingt durch eingesetzte Filter
fUhren zu einer zu geringen Wirkstofffreisetzung
Filter —l: -
Mikropartikel —3 '
Glasperlen W Schlauchpumpe
] CEEE—
- '
Wasserbad

Freisetzungsmedium

Abb. 3.16: Aufbau einer Durchflussaparatur mit einer Schlauchpumpe zum Zirkulieren
des Freisetzungsmediums "2

= Dialyse-Methode '®2

0]

Die  Mikropartikel sind Uber eine Dialysemembran vom
Freisetzungsmedium getrennt (Abb. 3.17).

Ruhrer: horizontale Schittler, Blattrihrer

Nachteile: in vivo Korrelation gering, Adsorption des Wirkstoffes an der

Membran, Einhaltung der Sink-Bedingungen
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H——= Luft
| le— 50 ml duReres Rohrchen

7 ml inneres Rohrchen
5 ml Puffer

Mikropartikel
300 kDa Membran

4+ 45 ml Puffer

| B  Magnetriihrstab

|.
| O |4— Magnetrihrer

Abb. 3.17: Aufbau einer Dialyseapparatur '®?

Die Etablierung einer in vitro Methode fur eine parenterale Depotformulierung,
welche den regulatorischen Anforderungen genugt, anwenderfreundlich, robust und
reproduzierbar, einsetzbar zur Qualitatskontrolle ist, stellt haufig eine grolde
Herausforderung dar und erfordert umfangreiche Untersuchungen.

Zur Untersuchung der in vitro Freisetzung der in situ Implantate wurde die
.Sseparate and sample“ Methode genutzt. In ein mit Freisetzungmedium befulltes Vial

wurde das Implantat appliziert und im Schuttelinkubator temperiert.

3.3 Sterilisation
3.3.1 Méglichkeiten zur Sterilisation einer Resomer®Formulierung fir ein in
situ Implantat
Es bestehen verschiedene Madoglichkeiten, in den Herstellungsprozess der
ausgewahlten Formulierung einzugreifen, um ein steriles Endprodukt zu erhalten
(Abb. 3.18). Prinzipiell ist zwischen einer aseptischen Herstellung und
Schlusssterilisation der Formulierung im Endbehaltnis zu unterscheiden. Folgende
Methoden sind dabei zur Herstellung einer sterilen Resomer®-Formulierung méglich:
| Sterilisation der Ausgangsstoffe und aseptische Weiterverarbeitung
Il Sterilisation des Zwischenproduktes und der Resomer®-L&sung, anschlieRend
aseptische Weiterverarbeitung
Il Sterilisation der Resomer®-Formulierung mit Wirkstoff im Endbehéltnis
Nachfolgend sollen die einzelnen Prozessstufen und deren jeweiligen

Sterilisationsmdglichkeiten diskutiert und analysiert werden.
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Abb. 3.18: FlieRschema zur Herstellung einer Resomere®—Formulierung und
Maoglichkeiten zur Sterilisation

| Sterilisation der Ausgangsstoffe
Die Sterilisation der einzelnen Ausgangsstoffe hat zur Folge, dass diese dann unter

aseptischen Bedingungen weiterverarbeitet werden mussen, was technologisch
aufwendiger und damit teurer ist. Im Folgenden sollen die Sterilisationsmoglichkeiten
der einzelnen Bestandteile einer Resomer®-Formulierung diskutiert werden. Fiir das
Losungsmittel PEG 400 existieren etablierte Sterilisationsverfahren wie die
Sterilisation mit trockener Hitze oder die Sterilfiltration (Abb.3.18). Die Wirksubstanz
CcC als ein Vertreter der Klasse der Proteine ist eine hitze- und strahlenlabile
Verbindung. Bei Sterilisation mit einem Ph. Eur.-Standardverfahren, wie Hitze- oder
Strahlensterilisation, muss mit einem Stabilitats- und Aktivitatsverlust gerechnet
werden. Bisher werden Proteine in ihren Losungen (wassrig oder gepuffert)
steriffiltriert und anschlieRend zur Stabilisierung lyophilisiert (Abb. 3.18) °*'% Das
sterile Proteinpulver kann im Anschluss daran weiterverarbeitet werden.

Auch die Sterilisation der Resomere® stellt eine Herausforderung dar. Bei dieser
Substanzklasse handelt es sich ebenfalls um hitze- und strahlensensitive

kommt es durch
65,66.68.69.118.167  yig

Verbindungen. Wie in der Literatur bereits berichtet,
Hitzesterilisation zu hydrolytischem Abbau der Polymere

Sterilisation mit feuchter Hitze ist flir Feststoffe nicht geeignet, da sich in den
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Ampullen oder Vials kein zur Sterilisation zwingend notwendiger Dampfdruck
entwickeln kann. Die Strahlensterilisation, ein Ph. Eur.-Standardverfahren, wird
bisher zur Sterilisation der PLA bzw. PLGA eingesetzt. In zahlreichen
Veroffentlichungen wurde berichtet, dass es durch die Behandlung mit y-Strahlen zur
Veranderung der Polymere durch Reduzierung des Molekulargewichts kommt
71,130,131,168,169

Alternative Verfahren zur Sterilisation von Resomeren® sind z.B. die Behandlung
mit B-Strahlen, Mikrowellen oder isostatischem Hochdruck. Die Behandlung mit
gerichteten und beschleunigten Elektronenstrahlen ist aufgrund der geringeren
Eindringtiefe nur bedingt einsetzbar, also z.B. flr die Sterilisation von
thermosensitiven Packmaterialien '°. Zur Sterilisation des Ausgangsmaterials, der
Resomere®, sind Mikrowellen nicht geeignet, da fiir diese Methode die Anwesenheit
von Wasser als Dipol im elektromagnetischen Feld nétig ist ®%. Die
Hochdruckinaktivierung soll in der vorliegenden Arbeit als mogliche Alternative

Uberprift und anschlielend bewertet werden.

Il Sterilisation der Resomer®-Lésung
Die Sterilisation des Zwischenproduktes, der Resomer®-Lésung und die
anschliellende aseptische Einarbeitung des sterilen Wirkstoffes, stellt eine weitere
Madglichkeit dar, eine parenteral zu verabreichende Formulierung herzustellen (Abb.
3.18). Denkbar ware auch eine Zweikammerspritze, befillt mit der sterilen
Resomer®-Lésung in der einen und die Wirksubstanz in der anderen Kammer. Vor
Applikation der Formulierung wird diese in der Spritze durch Offnen des ,bypass*
hergestellt.

Zur Sterilisation des Zwischenproduktes kénnen die herkdmmlichen
Sterilisationsverfahren des Ph. Eur. ,Heilluft- und Strahlensterilisation, angewandt

werden. Jedoch sind hier starke Abbaureaktionen zu erwarten 36:65:66:68.69.71,130,131,167-

' In der Literatur werden Hydrolysereaktionen und die Abnahme des

Molekulargewichtes von Resomeren® infolge HeiRluftsterilisation beschrieben %7
Die Dampfdrucksterilisation ist fiir die Resomer®-Lésung nicht anwendbar, da es

sich um ein nicht wassriges System handelt. Der zur Sterilisation notwendige

Dampfdruck Uber der Losung kann sich im geschlossenen Primarbehaltnis nicht

entwickeln.
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Die Anwendbarkeit der Strahlensterilisation fiir Resomer®-Formulierungen wurde
bereits in zahlreichen Veréffentlichungen diskutiert 7130131168169 | ginigen Studien
wurde gezeigt, dass y-Strahlung die Polymere abbaut und die Freisetzung des
Wirkstoffs verandert ""72'%°_ Die Anwendung der Strahlensterilisation zur Herstellung
parenteral anwendbarer Resomer®-Formulierungen zeigt aber auch, dass bei
sorgfaltiger Auswahl von Polymer und Wirkstoff die Veranderung der Formulierung in
engen, reproduzierbaren Grenzen gehalten werden kann '""72,

In der vorliegenden Arbeit soll der Einfluss der Standard-Sterilisationsverfahren
des Ph. Eur. auf physikochemische und anwendungsrelevante Eigenschaften der
ausgewahlten Resomer®-Lésung untersucht werden.

Die Sterilisation der parenteralen Depotformulierung mit dem alternativen
Verfahren, der Mikrowellensterilisation, ist ebenfalls moglich. Die vorhandenen
Wassermolekiile und anderen polaren Gruppen in der Resomere®-Lésung fiihren im
elektromagnetischen Feld der Mikrowellen zur Vibration sowie Rotation und damit zur
Erwarmung der Losung.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur Sterilisation von Liposomen und von
PLGA-/ PLA-Stiften mit Hochdruck lassen auch eine erfolgreiche Behandlung des
Zwischenproduktes vermuten '%%1%4,

[l Sterilisation im Endbehaltnis

Die Sterilisation im Endbehaltnis ist die anzustrebende Herstellungsmethode einer
Resomer®-Formulierung. Dabei erfolgt die Herstellung und Abfiillung in das
Endbehaltnis unter keimreduzierten Bedingungen. Es kann im Anschluss daran eine
Schlusssterilisation erfolgen (Abb. 3.18).

Bei Anwendung der Hitzeverfahren (trockene oder feuchte Hitze) zur Sterilisation
wird die Formulierung zerstort. Zum einen kommt es infolge der hohen Temperaturen

Cc "4 zum anderen wird die Matrix

zur Denaturierung der Wirksubstanz Cc
hydrolytisch abgebaut >:°6:6869.118.167 B Standardverfahren, also Dampfdruck- und
HeiRluftsterilisation, kommen folglich zur Sterilisation der Resomer®-Formulierung
nicht in Betracht.

Ein in Frage kommendes klassisches Sterilisationsverfahren ist die Behandlung
mit y-Strahlen, wobei der Einfluss der v-Strahlen auf anwendungsrelevante

Eigenschaften der Polymer-Formulierung untersucht werden muss.
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In Untersuchungen wurde die erfolgreiche Anwendung der
Hochdruckbehandlung zur Sterilisation/Keimreduzierung von hitze- und thermolabilen
Formulierungen beschrieben '%'%  Daher besteht die Hoffnung, mit der
Hochdruckbehandlung eine Methode zu etablieren, die eine Sterilisation der
Resomer®-Formulierungen im Endbehltnis erméglicht.

Die Mikrowellensterilsation wird in Japan erfolgreich zur Keimreduzierung von
hitzelabilen Vitaminzubereitungen bereits eingesetzt **. Die thermische Belastung bei
der Behandlung mit Mikrowellen scheint sehr gering zu sein und stellt daher ein
sinnvolles Verfahren zur Sterilisation der Resomer®-Formulierung im Endbehéltnis

dar.

3.3.2 Sterilisation mit Heil3luft

Die Europaische Arzneimittelagentur (EMEA) sieht die Schlusssterilisation mit
trockener Hitze als die Methode der Wahl fiir nicht wassrige Formulierungen an 3%,
Ist die HeiBluftsterilisation fur die ausgewahlte Formulierung nicht anwendbar, so ist
die thermische Instabilitdt nachzuweisen, um ein anders Sterilisationsverfahren oder
die aseptische Herstellungsweise zu begriinden . Auf Grund dieser Forderung
wurde der Einfluss der trockenen Hitze auf die thermolabilen Resomer®-
Formulierungen untersucht. Dabei wurden neben der Sterilisation im Endbehaltnis
auch die Moglichkeiten der Sterilisation des Zwischenproduktes, der Resomer®-
Lésung, und der Ausgangsstoffe betrachtet. Der Vorteil der Untersuchung der
Zwischenstufen ist der, dass der Einfluss der thermischen Belastung auf die Material-
und Formulierungseigenschaften besser nachweisbar ist. In Tabelle 3.9 ist
dargestellt, welche Parameter vor und nach der Heilluftsterilisation bewertet wurden.
Die Sterilisation des Endproduktes im Endbehaltnis mit trockener Hitze wurde von
vornherein aufgrund der thermolabilen Proteinstruktur der Modellsubstanz CcC
ausgeschlossen. Der Einfluss der thermischen Belastung auf die hitzelabilen

Resomere® wurde bereits in der Zwischenstufe und im Ausgangsmaterial gezeigt.
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Tab. 3.9: Ubersicht der untersuchten Parameter der Resomere® und deren
Formulierung vor und nach Hitzesterilisation

Parameter
Herstellungsstufe inha Glasuber- ' :
Saurezahl Molmassen \'22?;2?; gangs- f\rlg:;ﬁ;ﬂf;

temperatur 9
Ausgang%stoff untersucht untersucht untersucht untersucht untersucht
Resomer
Zwschen(grquukt untersucht untersucht — — untersucht
Resomer -L6sung
Endprodukt
Resomer®- — — — — —
Formulierung

Die Untersuchungen zur Sterilisation mit trockener Hitze wurden mit einem
validierten Verfahren zur Geratesterilisation bei 180 °C uber 30 Minuten
durchgefuhrt. Das Europaische Arzneibuch empfiehlt 160 °C bei 120 Minuten, lasst
aber andere Temperatur-Zeit-Kombinationen durchaus ebenso zu .

Da zu erwarten war, dass durch die hohe thermische Beanspruchung bei der
Sterilisation mit 180 °C die Polymerstrukturen der Resomere® zerstort und sie damit
unbrauchbar werden, wurden weitere Temperatur—Zeit—-Kombinationen zur
Sterilisation bewertet. Zum einen wurden die Resomere® und deren PEG-Lésungen
in Abhangigkeit von der Sterilisationstemperatur bei einer Sterilisationszeit von 30
Minuten, zum anderen in Abhangigkeit von der Sterilisationszeit bei einer Temperatur
von 60 °C bzw. 180 °C behandelt. In einem weiteren Versuchsansatz wurden die
Resomere® und deren PEG-Lésungen im Autoklav bei 121 °C, 20 Minuten
behandelt. Diese Untersuchungen sind als reine Warmebehandlungen zu betrachten,
da die PEG-Formulierungen nicht wassrige Systeme darstellen. Fur alle
ausgewahlten Warmebehandlungen wurde der Einfluss auf die physikochemischen

Eigenschaften der Resomere® untersucht.

3.3.2.1 Einfluss der Heilluftsterilisation auf die Saurezahl

Es wurden die Resomere® RG 752 und R 202H, die sich hinsichtlich ihrer
Polymerzusammensetzungen unterscheiden, bewertet. Die SZ wurde einerseits vom
Ausgangsmaterial und andererseits von der Resomer®-Lésung vor und nach der
Behandlung mit trockener Hitze bestimmt. In Abbildung 3.19 ist der Einfluss der

HeilBluftsterilisation auf die SZ dargestellt.
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Abb. 3.19: Vergleich der SZ der unbehandelten mit den heiRluftsterilisierten Resomeren®
sowie deren Lésungen (x, n = 3)

Die Ergebnisse zeigen, dass infolge der thermischen Belastung die Zahl an
freien Saureendgruppen stark ansteigt. Dabei wurde fiir das Resomer® RG 752 ein
Anstieg der SZ von 0,9 mg/g auf 5,8 mg/g und fur R 202H von 9,7 mg/g auf 15 mg/g
gefunden (Abb.3.19). Damit wurde die SZ fir beide Polymere um ca. 5 mg/g erhoht.
Die Polymere waren infolge der Sterilisation mit trockener Hitze verflissigt, nach
AbkUhlung erstarrt.

Die HeiRluftsterilisation des Zwischenproduktes, der Resomer®-PEG-Losung,
fuhrte erwartungsgemaly zur Erhohung der SZ. Wahrend die SZ fur die RG752-
Ldsung von 2,5 mg/g auf 19,1 mg/g (A 16,6 mg/g) anstieg, erhdhte sich die SZ fur die
R202H-Lésung von 10 mg/g auf 21,5 mg/g (A 11,5 mg/g) (Abb. 3.19). Die
Resomere® in Lésung wurden also im Vergleich zum Pulver stérker abgebaut.

Uber den Anstieg der SZ wurde das Freiwerden von S&uregruppen
nachgewiesen. Ursache daflr kdonnen Hydrolysereaktionen sein, die durch die
Hitzeeinwirkung katalysiert werden und zum Abbau der Resomere® fiihren. Es ist
anzunehmen, dass beide Polymere, RG 752 und R 202H, vor allem in den PEG-
Loésungen durch die thermische Belastung nahezu vollstandig zu Oligomeren

abgebaut wurden. Jedoch war der Anstieg der SZ fur das Copolymer RG 752 in
Ldsung groler als fur das Homopolymer R 202H.
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3.3.2.2 Einfluss der Heilluftsterilisation auf die inh&rente Viskositat

Es wurde die inharente Viskositat (Minnarent) VOr und nach der Sterilisation mit
trockener Hitze am Beispiel des Resomers® G 752 untersucht. Die Bestimmung
konnte nur am Polymerpulver vorgenommen werden, da in der Resomer®-Lésung
die Molekiile des Resomers® zu PEG im Verhaltnis 1:9 vorliegen. Bei einer stark
verdiinnten Lésung konnten keine zuverlassigen Riickschliisse auf Anderungen der
inhdrenten Viskositat und damit des Molekulargewichtes des Resomers® gezogen
werden. Folglich wurde mit dieser Methode der Einfluss der Hitzesterilisation auf das
Ausgangsmaterial bewertet.

Die Bestimmung der dynamischen Viskositdt des in Chloroform gel6sten
Resomers® RG 752 erfolgte mit einem Mikroviskosimeter. Aus der dynamischen
Viskositat kann dann rechnerisch die inharente Viskositat ermittelt werden.

Die inhérente Viskositat des Resomers® RG 752 vor und nach Sterilisation mit
trockener Hitze ist in Tabelle 3.10 aufgefuhrt.

Tab. 3.10: inharente Viskositat des unbehandelten und des mit trockener Hitze
sterilisierten Resomers® RG 752 (x, n = 10)

RG 752
Untersuchungsparameter unbehandelt nach HeiB3luftsterilisation
inharente Viskositat
einer 0,4%igen Lésung 0,199 0,186
MNinharent [dl / g]

Entgegen der Ergebnisse der SZ-Bestimmung, bei welcher flir RG 752 ein hoher
Anstieg bestimmt wurde, wurde bei der Untersuchung der inharenten Viskositat eine
geringfugige Abnahme festgestellt. Da die inharente Viskositat zum Molekulargewicht
proportional ist ', bedeutet das fiir RG 752 eine geringe Verinderung in Bezug auf
die Molmassen. Um den Einfluss der HeiRluftsterilisation auf das Resomer® weiter zu

verifizieren, wurden GPC-Untersuchungen durchgefuhrt.

3.3.2.3 Einfluss der Heil3luftsterilisation auf die Molmassen und -verteilung

Der Einfluss der Sterilisation mit trockener Hitze auf die Molmassen und —verteilung
wurde unter Verwendung der Resomere® RG 752 und R 202H und deren PEG-
Losungen untersucht. In  Tabelle 3.11 sind die Ergebnisse der

Molmassenbestimmung der Ausgangsmaterialien aufgefiuhrt.
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Tab. 3.11: Molmassenverteilung der Resomere® RG 752 und R 202H vor und nach
Sterilisation mit trockener Hitze (x, n = 2)

RG 752 R 202 H
Molmassen/ unbehandelt behandelt unbehandelt behandelt
Polydispersitét (Referenz) (sterilisiert) (Referenz) (sterilisiert)
My [g/mol] 14715 11602 10329 6230
My [g/mol] 6920 3157 7264 3555
My/ My 2,126 3,675 1,422 1,752

Im Elugramm des reinen RG 752 ist ein Peak bei 12,28 ml Elutionsvolumen (bei
Fluss von 1 ml/min, Retentionszeit 12 min) zu finden. Es handelt sich um einen breit
verteilten Peak, was sich deutlich in den Werten fir die Polydispersitat widerspiegelt.
Beim Vergleich der erhaltenen Werte fur M,, und M, des unbehandelten RG 752 mit
den erhaltenen Messwerten des thermisch behandelten Resomers® kann eine
Verringerung von My, und M, festgestellt werden, wobei die Werte fur M,, von 14715
g/mol auf 11602 g/mol und fur M, von 6920 g/mol auf 3157 g/mol reduziert wurden.
Die etwas starkere Reduktion der Molmassen im unteren Molekularbereich (M,: A
3763 g/mol) im Vergleich zum oberen Molekularbereich (My: A 3113 g/mol) fuhrt zu
einer erhdhten Polydispersitat (Tab. 3.11). Die Ergebnisse belegen, dass infolge der
thermischen Belastung durch die HeiRluftsterilisation das Resomer® RG 752
abgebaut wird.

Im Elugramm des reinen R 202H wurde ein weniger breiter Peak bei einem
Elutionsvolumen von 12,68 ml detektiert. Es handelt sich um ein homogenes
Polymer, das weniger polydispers ist. Fur heillluftbehandeltes R 202H konnte auch
eine Verringerung der Werte fur My, (A 4099 g/mol) und M, (A 3709 g/mol) im
Vergleich zum unbehandelten Polymer nachgewiesen werden (Tab. 3.11). Die
Reduzierung der Molmassen liegt im &ahnlichen GréRenbereich wie die vom
Resomer® RG 752. Die Polydispersitat wurde erhht.

Infolge der Sterilisation mit trockener Hitze kommt es fir die beiden untersuchten
Resomere® zu Kettenbriichen, was sich in einer Abnahme der Werte fiir M,, und M,
niederschlagt.

Auch die Zwischenprodukte, die Resomer®-Lésungen, wurden vor und nach der
Sterilisation mit trockener Hitze hinsichtlich Anderungen der Molmassen und
-verteilung untersucht. Die untersuchten Gemische aus RG 752 bzw. R 202H
enthielten ca. 10 % des Polymers bezogen auf die Gesamtmasse. In den

unbehandelten Lésungen konnte das jeweilige Resomer® deutlich vom PEG 400
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getrennt werden (Abb. 3.20). In der Tabelle 3.12 sind die Einzelergebnisse dazu

aufgefihrt.

Tab. 3.12: Molmassenverteilung der Resomer®-Lésungen vor und nach Sterilisation mit
trockener Hitze (x, n = 2)

RG 752/PEG 400 R 202H/ PEG 400
unbehandelt behandelt unbehandelt behandelt
Molmassen/ (Referenz) (sterilisiert) (Referenz) (sterilisiert)
Polydispersitat | RG 752 | PEG 400 | RG 752 | PEG 400 | R 202H | PEG 400 | R 202H | PEG 400
My [g/mol] 14304 148 218 10936 149 299
M, [g/mol] 8478 89 111 7802 85 98
M/ My 1,687 1,663 1,964 1,402 1,753 3,051

Fir das Resomer RG 752 wurde ein mittlerer M-Wert von 14304 g/mol ermittelt.
Diese Werte stimmen sehr gut mit den Ergebnissen aus der Bestimmung der
Einzelverbindungen uberein (RG 752: My, = 14715 g/mol). Fur das Loésungsmittel
PEG 400 wurde ein mittlerer My-Wert von 148 g/mol bestimmt. Damit liegt das
Analysenergebnis fir PEG 400 unter dem erwarteten Molekulargewicht von ca. 400
g/mol. Das kann dadurch bedingt sein, dass die Auftrennung im unteren
Molekularbereich mit dem verwendeten Saulenmaterial mit einem groReren Fehler
behaftet ist und nahe am Totvolumen liegt. Die Molekule mit kleiner Molekulgrofie
permieren vollstandig und werden nicht getrennt.

Im Ergebnis der Untersuchungen der RG 752-Ldésung konnte nachgewiesen
werden, dass der vom Resomer® verursachte Peak in den Elugrammen der
thermisch behandelten Probengemische nicht mehr detektiert werden konnte (Abb.
3.20).
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Abb. 3.20: GPC-Elugramme der RG 752—L6sung vor und nach Heilluftsterilisation

Auf Basis dieser Ergebnisse ist ersichtlich, dass das in PEG 400 geloste
Resomer® RG 752 durch Hitzeeinwirkung abgebaut wird. Der Abbau kann durch
Hydrolyse erfolgen. Weitere Reaktionsmdglichkeiten sind Umesterungsprozesse mit
PEG 400, die aber vermutlich eine untergeordnete Rolle spielen. In jedem Falle
werden Reaktionsprodukte gebildet, die ahnliche Molmassen wie das reine PEG 400

besitzen. Sowohl die Verbreiterung des PEG 400-Peaks als auch die starke

Erhdhung der SZ (Kap 3.3.2.1) unterstitzen diese Schlussfolgerung. Das

Zwischenprodukt, die RG 752-L6sung, ist unter den angewandten Bedingungen der
Heilluftsterilisation nicht stabil.

Auch bei der heilB3luftsterilisierten R 202H-Ldsung war eine Abtrennung des
Resomers® vom PEG 400 nicht méglich. Das Resomer® R 202H, geldst in PEG 400,
wurde durch die Hitzeeinwirkung hydrolytisch bis hin zu kurzkettigen Oligomeren
abgebaut. Die Ergebnisse der Molmassen- und der SZ-Bestimmung (Kap. 3.3.2.1)

lassen so vermuten, dass auch das Resomer® R 202H als Pulver und in Losung

unter den angewandten Sterilisationsbedingungen nicht stabil ist.

3.3.2.4 Einfluss der Heil3luftsterilisation auf die thermischen Eigenschaften

Zur Untersuchung des Einflusses der HeilBluftsterilisation auf die thermischen

Eigenschaften wurden wiederum die Resomere® RG 752 und R 202H
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herangezogen. Die thermoanalytischen Bestimmungen der
Glasubergangstemperaturen der Polymere erfolgten mittels DSC.
Die Ergebnisse der thermoanalytischen Untersuchung der Resomere® sind in

folgender Tabelle 3.13 zusammengestellt.

Tab. 3.13: Glasiibergangstemperatur (T,) der Resomere® RG 752 und R 202H vor und
nach Heil3luftsterilisation (x , n = 3)

RG 752

R 202H

vor Sterilisation

nach Sterilisation

vor Sterilisation

nach Sterilisation

Tq [°C]

Tq [°C]

Tq [°C]

Tq [°C]

45,1

44,1

48,9

42,6

Die HeiBluftsterilisation der Resomere® RG 752 und R 202H fiihrt zu einer

Abnahme der Glasubergangstemperaturen. Eine Verringerung der

Glasubergangstemperatur ist mit einer Abnahme der Molmassen verbunden und

24,142,150,151. Die der

umgekehrt erniedrigten  Glasubergangstemperaturen
heiRluftsterilisierten Resomere® resultieren demnach aus einer Reduzierung der
Molmassen.

Damit belegen die Ergebnisse aus der Untersuchung der thermischen
Eigenschaften erneut, dass die Resomere® RG 752 und R 202H unter den

angewandten Bedingungen der Heilluftsterilisation nicht stabil sind.

3.3.2.5 Einfluss der Heil3luftsterilisation auf die Freisetzung
Eine Untersuchung der Wirkstofffreisetzung aus in situ Implantaten, die aus
heiBluftsterilisierten Resomeren® oder deren PEG-Lésungen hergestellt werden, war
oberhalb

Glasubergangstemperatur fihrte zum Erweichen, zur Verflissigung. Nach Erkalten

nicht moglich. Die Erwarmung der Resomere® der
lagen die Polymere wieder in einem festen Zustand vor, konnten jedoch nicht mehr in
PEG 400 gelost werden. Daher war eine Untersuchung der Freisetzung aus den in
situ Implantaten nicht durchfihrbar.

Aus den heiRluftsterilisierten Resomer®-Lésungen konnten keine in situ
Implantate mehr hergestellt werden, weil keine Implantatausformung stattfand. Bei
der Injektion vermischten sich die Resomer®-Lésungen mit dem Freisetzungsmedium
und koagulierten nicht. Die Polymere wurden durch die thermische Belastung soweit

abgebaut, dass in Wasser ldsliche Oligomere und Monomere entstanden 6.
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3.3.2.6 Untersuchung des Einflusses der Heil3luftsterilisation auf physikochemische
Eigenschaften der Resomere® in Abhéngigkeit von Temperatur und Zeit
Das Arzneibuch lasst neben 180 °C, 30 Minuten oder 160 °C, 120 Minuten andere
validierte Temperatur—Zeit-Kombinationen zur HeiRluftsterilisation zu °°. Da es sich
bei den untersuchten Resomeren® um hitzelabile Polymere handelt, wurden weitere
Temperatur-Zeit-Kombinationen zur Sterilisation mit Heil3luft untersucht. Die
Behandlung mit Heil3luft bei niederen Temperaturen ist vor allem aus der
Lebensmittelindustrie bekannt. Es handelt sich um das Verfahren der Pasteurisation,
welches zur Verminderung der Keimzahl thermolabiler Produkte eingesetzt wird ©'.
Der Einfluss der Temperatur vom  Sterilisations- bis in den
Pasteurisierungsbereich auf die SZ des RG 752 als Pulver und gelost in PEG 400
wurde im Weiteren untersucht. Die Proben wurden jeweils 30 Minuten lang
behandelt. In Abbildung 3.21 ist die SZ in Abhangigkeit von der Heildlufttemperatur
fir das Resomer® RG 752 und fiir die RG 752-L6sung dargestellt.

B RG 752, Pulver O RG 752-L6sung

SZ [mg/g]

4 -
27 ﬂ
o WO Nl m ‘ I ‘ ‘ ‘
120 140 160 180 200

unbehandelt 60 100

Temperatur [°C]

Abb. 3.21: SZ von RG 752 und RG 752-Ldsung in Abhangigkeit von der Heil3luft-
temperatur bei konstanter Behandlungsdauer (x, n = 3)

Die SZ des Resomers® RG 752 blieb im unteren Temperaturbereich von 60 °C
bis 120 °C nahezu unbeeinflusst. Dagegen wurde die SZ durch die Behandlung mit

trockener Hitze bei Temperaturen von 140 °C bis 200 °C erhéht. Damit ist eine
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HeiRluftsterilisation des Resomers® RG 752 auch bei niedrigeren Temperaturen wie
140 °C oder 160 °C nicht méglich. Hinzu kommt, dass das Resomer® nach
Heilluftsterilisation in einem starren, nicht weiterverarbeitbaren Zustand vorliegt. Die
Behandlung mit trockener Hitze der RG 752—-Ldsung flhrt schon bei Temperaturen
von 120 °C zum Anstieg der SZ (Abb. 3.21).

Niedrigere Temperaturen erfordern erhohte Behandlungszeiten. In einer weiteren
Versuchsreihe wurde der Einfluss der Sterilisationszeit bei konstanter Temperatur auf
die SZ des Resomers® RG 752 untersucht. In der Abbildung 3.22 ist die SZ in
Abhangigkeit von der Zeit bei HeiBlufttemperaturen von 60 °C bzw. 180 °C

dargestellt.
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Abb. 3.22: SZ von RG 752 in Abhangigkeit von der Behandlungszeit bei konstanter
Heillufttemperatur (x, n = 3)

Es ist ersichtlich, dass eine Heilluftsterilisation bei einer Temperatur von 180 °C
schon nach einer halben Stunde zum Anstieg der SZ des Resomers® RG 752 fiihrt.
Dagegen bleibt die SZ bei einer Behandlung mit Heil3luft von 60 °C auch Gber zehn
Stunden konstant. Das Pulver RG 752 kann nach Heiluftbehandlung bei 60 °C
weiterverarbeitet werden. Dies bedeutet, dass eine Pasteurisierung von RG 752 bei
60 °C uber zehn Stunden in Bezug auf die bewerteten Eigenschaften (SZ,

Weiterverarbeitung) maoglich ist.
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3.3.2.7 Untersuchung des Einflusses der Behandlung im Autoklaven auf
physikochemische Eigenschaften der Resomere®

Die nachfolgend durchgeflihrten Behandlungen im Autoklav sind als eine
Warmebehandlung zu betrachten. Sie wurden durchgefihrt, um den Einfluss von
milderer Hitze auf die Stabilitdt der PLA bzw. PLGA bewerten zu koénnen. Die
Behandlung im Autoklaven wurde bei 121 °C Uber 20 Minuten durchgefuhrt.

» Einfluss der Behandlung im Autoklaven auf die Saurezahl

In der nachfolgenden Abbildung ist die SZ der unbehandelten Resomer®-Lésung

im Vergleich zur autoklavierten Losung aufgefthrt (Abb. 3.23).
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Abb. 3.23: Vergleich der SZ der unbehandelten Resomer®-Lésungen mit den
autoklavierten Lésungen (x, n = 3)

Bei allen aus Copolymeren hergestellten Resomer®-Lésungen ist die SZ infolge
der Autoklavenbehandlung angestiegen. Dabei ist die Anderung der SZ fir die
Resomere® RG 503 und RG 503H gréRer im Vergleich zum Resomer® RG 752.

Demgegenulber wurde die SZ des Homopolymers R 202H, gelést in PEG 400, infolge
der Behandlung im Autoklaven nicht verandert (Abb. 3.23).

Anhand der Ergebnisse wird deutlich, dass mit steigendem Glykolidanteil des
Resomeres® das Hydrolyserisiko erhdht wird. Die Reihenfolge der

Hydrolyseempfindlichkeit der untersuchten Resomer®—Ldsungen lautet:



3 Ergebnisse und Diskussion Seite 85 von 139

RG 503H > RG 503 >> RG 752 > R 202H.

Damit belegen die Ergebnisse die Angaben der Literatur, dass Copolymere wie
RG 752, RG 503 ein erhdhtes Hydrolyserisiko aufweisen '%2°.

Das Ausmaf der Anderungen der SZ ist jedoch fiir alle Copolymere sehr gering

im Vergleich zu den mit trockener Hitze behandelten Polymer-Losungen (Kap.
3.3.2.1).

» Einfluss der Behandlung im Autoklaven auf die Molmassen und -verteilung

Es wurden die Resomere® RG 752 und R 202H, die sich hinsichtlich ihrer
Polymerzusammensetzungen unterscheiden, untersucht. Die Molmassenverteilung
wurde einerseits vom Resomer®-Pulver, andererseits von der Resomer®-Lésung vor
und nach der Behandlung im Autoklaven bestimmit.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zu Anderungen der Molmassenverteilung
von thermisch behandelten im Vergleich zu den unbehandelten Resomeren® (RG
752, R 202H) sind in nachfolgender Tabelle aufgefuhrt (Tab. 3.14).

Tab. 3.14: Effekt der Behandlung im Autoklav auf die Molmassen und -verteilung der
Resomere® RG 752 und R 202H (x, n = 2)

RG 752 R 202H
Molmassen/ unbehandelt behandelt unbehandelt behandelt
Polydispersitét (Referenz) (Referenz)
My, [g/mol] 14715 14440 10329 10104
M, [g/mol] 6920 7017 7265 5348
M./ M, 2,126 2,058 1,422 1,889
87 RG 752, unbehandelt
RG 752, behandelt
2
€
1I7 ‘ 1I8 1I9 20

Abb. 3.24: GPC-Elugramme der Resomere® RG 752 und R202H vor und nach
Behandlung im Autoklaven
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Beim Vergleich der erhaltenen Werte fur M,, und M,, des unbehandelten RG 752
mit den erhaltenen Messwerten des thermisch behandelten Resomers® kann keine
Veranderung festgestellt werden (Tab. 3.14, Abb. 3.24). Es kann somit
geschlussfolgert werden, dass das Resomer®-Pulver RG 752 infolge der Behandlung
im Autoklaven hydrolytisch nicht abgebaut wird.

Fur autoklaviertes R 202H konnte eine geringfugige Verringerung der Werte fur
M, im Vergleich zum unbehandelten Polymer nachgewiesen werden (Tab. 3.14, Abb.
3.24). Die Anderung ist dabei eher dem analytischen Fehler und der breiten
Molmassenverteilung der Resomere® zu zuordnen.

Es wurden ebenfalls die Anderungen der Molmassenverteilung von
autoklavierten Resomer®-Lésungen untersucht. In der Tabelle 3.15 sind die
Einzelergebnisse dazu aufgefuhrt.

Tab. 3.15: Effekt der Behandlung im Autoklaven auf die Molmassen und -verteilung der
Resomer® - Lésungen (x, n = 2)

RG 752/PEG 400 R 202H/ PEG 400
unbehandelt behandelt unbehandelt behandelt
(Referenz) (Referenz)
Molmassen/
Polydispersitat | RG 752 | PEG 400 | RG 752 | PEG 400 | R 202H | PEG 400 | R 202H | PEG 400
My, [g/mol] 14304 148 9414 154 10936 149 10461 148
M, [g/mol] 8478 89 5611 90 7802 85 6754 84
M./ M, 1,687 1,663 1,678 1,711 1,402 1,753 1,549 1,762

Wie bereits in Kapitel 3.3.2.3 beschrieben, ist die Abtrennung der Resomer®—
Peaks vom PEG 400-Peak mittels GPC mdglich. Anhand der Ergebnisse der
Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass der vom Resomer® RG 752
verursachte Peak in den Elugrammen der thermisch behandelten Probengemische in
den unteren Molekulargewichtsbereich verschoben wurde (Tab.3.15). Die Werte von
My, fur RG 752 wurden von 14304 g/mol auf 9414 g/mol und von M, fur RG 752
wurden von 8478 g/mol auf 5611 g/mol reduziert. Ausgehend von diesen
Ergebnissen kann geschlossen werden, dass das Resomer® RG 752 geringfiigig
abgebaut wird. Eine weitere Reaktionsmaoglichkeit sind Umesterungsprozesse mit
PEG 400, die vermutlich jedoch lediglich eine untergeordnete Rolle spielen.

Weiterhin wurde die aus dem Homopolymeren hergestellte R 202H-L6sung vor

und nach der Behandlung im Autoklaven untersucht. Sowohl das unbehandelte als
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auch das autoklavierte Polymer R 202H konnte sehr gut vom PEG 400 abgetrennt

werden (Abb. 3.25).
Der M-Wert des R 202H in Lésung (My, = 10936 g/mol) stimmte mit dem Wert

aus der Einzelbestimmung (M,, = 10329 g/mol) Uberein.

PEG 400 ———»

Volts

0.014
Heil3luft sterilisiert

Referenz \
\
i

0.00 +—— e — |

ot e e s o S e e L e e o
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Abb. 3.25: GPC-Elugramme der R 202H-L&sung vor und nach Behandlung im Autoklav
und Heilluftsterilisator

Fur die autoklavierten R 202H-L6sungen konnte festgestellt werden, dass die
Werte fur M,, von 7802 g/mol auf 6754 g/mol geringfugig reduziert wurden, wahrend
die Werte fur My, unverandert blieben (Tab.3.15).

Die Ergebnisse veranschaulichen, dass das Homopolymer R 202H, geldst in
PEG 400, hydrolytisch stabiler als das Copolymer RG 752 ist.

3.3.2.8 Diskussion und Schlussfolgerung

Die Sterilisation der ausgewahlten Resomer®-Formulierungen mit trockener Hitze bei
180 °C fur 30 Minuten ist nicht moglich. Dabei wurde der Einfluss des thermischen
Verfahrens auf die physikochemischen Eigenschaften am Beispiel der Resomere®,
dem Homopolymeren R 202H und dem Copolymer RG 752 untersucht. Dazu wurden
zum einen die Ausgangsstoffe, die Resomere®, und zum anderen die
Zwischenprodukte, die Resomer®-Lésungen, mit trockener Hitze sterilisiert. Eine
HeiRluftsterilisation im Endbehaltnis, der Resomer®-Formulierung, wurde von
vornherein aufgrund der thermolabilen Proteinstruktur des CcC ausgeschlossen.
Eine Ubersicht liber die Ergebnisse zur Untersuchung des Einflusses der Sterilisation

mit trockener Hitze auf die Eigenschaften der Resomere® gibt Tabelle 3.16.
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Tab. 3.16: Einfluss der Heil3luftsterilisation auf die physikochemischen Eigenschaften
(SZ, inh&rente Viskositat, Molmassen, T,) der Resomere®

Einfluss der HeiBluftsterilisation auf

Resomer® | -0MY- 5 . |

lierung sz Inharente Molmassen Glasiibergangs
Viskositat temperatur

Pulver ™ n.a. J \

R202H [ T T T
Lésung ) n.a I n.a
Pulver ™ J J 1

RG 752 [ e
Lésung MM n.a. W n.a.

T - M1 erhoht — sehr stark erhoht; 1 - Y444 erniedrigt - sehr stark erniedrigt; n.a. nicht analysiert

Bei diesem Verfahren gehen die Resomere® infolge der Erwarmung in einen
elastischen Zustand uber. In diesem Zustand kommt es, katalysiert durch die hohen
Temperaturen, zur Hydrolyse. Das wurde im Anstieg der SZ deutlich, d.h. es lagen
mehr freie Saureendgruppen infolge der Spaltung der Esterverbindungen vor. Diese
Ergebnisse wurden mit der Untersuchung der Molmassen bestatigt. Die Werte fur My,
und M, wurden bei beiden Resomeren® infolge der Sterilisation erniedrigt, die
Polydispersitat wurde dagegen erhoht. Die Polymere wurden infolge der hohen
Temperaturen in kleine Bruchstiicke wie Oligomere abgebaut. Mit der Verringerung
der Molmassen wurden auch die Glastbergangstemperaturen erniedrigt.

Die Polymere RG 752 und R 202H, beide in PEG 400 geldst, wurden bei
Sterilisation mit trockener Hitze vollstandig zu Oligomeren und Monomeren
abgebaut. Die SZ der Resomere® wurde erhdht. Bei der Untersuchung der
Molmassen mittels GPC konnte festgestellt werden, dass der Resomer®-Peak nach
HeiBluftsterilisation nicht mehr detektiert werden konnte. Aus den behandelten
Resomer®-Lésungen konnte kein in situ Implantat hergestellt werden, weil keine
Implantatausformung stattfand. Bei der Injektion vermischte sich die Resomer®-
Losung mit dem Freisetzungsmedium und koagulierte nicht. Die aufgefiihrten
Ergebnisse sind ein Nachweis dafir, dass infolge der Heil3luftsterilisation die
Resomere® in PEG-Lésung unabhangig vom Polymertyp soweit abgebaut wurden,
dass in Wasser losliche Oligomere und Monomere entstanden.

Nach Arzneibuch sind auch andere Temperatur-Zeit-Kombinationen zur
Sterilisation mit trockener Hitze moglich, sofern diese validiert werden. Temperaturen
ab 120 °C fir Resomere® und deren Losungen filhrten zu Veranderungen der
physikochemischen Eigenschaften und sind daher nicht praktikabel. Eine
Verminderung der Keimzahl kann bei 60 °C durchgefihrt werden.
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Des Weiteren ware fur die R202H-Lésung eine Keimreduzierung im Autoklaven
in Bezug auf die untersuchten Parameter denkbar.

Das Verfahren der Sterilisation mit trockener Hitze ist fir die Resomer®-
Formulierungen in allen Herstellungsstufen aufgrund der thermolabilen Eigenschaft

der Resomere® nicht geeignet.

3.3.3 Strahlensterilisation

Die Sterilisation mit y-Strahlen der Resomer®-FormuIierungen scheint die einzig
akzeptable Methode fiir eine Schlusssterilisation zu sein ®'3%7° Aus der Literatur ist
bekannt, dass auch die Strahlensterilisation in Abhangigkeit von der Strahlendosis
zur Kettenverkirzung oder zu ,cross-links® im Polymer oder mit dem Wirkstoff
fihrt 71831 |m Folgenden werden die Ergebnisse der Strahlensterilisation der
ausgewahlten Resomere® und deren Formulierungen unter Einbeziehung von
Literaturdaten ausfuhrlich diskutiert.

Die Sterilisation mit y-Strahlen wurde unter Nutzung einer Kobalt 60 (°*°Co) Quelle
durchgefiihrt ©. Die Proben wurden mit einer Strahlendosis von mindestens 25 kGy
behandelt. Unter Anwendung dieser Methode wurden die Ausgangsstoffe, die
Resomere® RG 752, RG 503H und R 202H, die Zwischenprodukte, die Resomer®-
Lésungen, sowie die Resomer®-Formulierungen im Endbehaltnis sterilisiert.

Die behandelten Proben wurden hinsichtlich der Anderung folgender Parameter
untersucht:

¢ Saurezahl,
¢ inharente Viskositat und
¢ Molmassen und -verteilung.
Auch technologische Eigenschaften, wie beispielsweise die Freisetzung aus der

Formulierung, wurden vor und nach der Strahlensterilisation geprift.

3.3.3.1 Einfluss der Strahlensterilisation auf die Saurezahl

Es wurden die Copolymere RG 752 sowie RG 503H, die sich hinsichtlich des
Verhaltnisses von Milchsaure zu Glykolsaure, des Endgruppenschutzes sowie der
mittleren Molmassen unterscheiden, und das Homopolymer R 202H untersucht. Die
SZ wurde einerseits von den Resomer®-Pulvern, andererseits von den Resomer®-
Losungen vor und nach der Behandlung mit y-Strahlen bestimmt. In Abbildung 3.26

ist die SZ der unbehandelten Proben im Vergleich zu den sterilisierten dargestellt.



3 Ergebnisse und Diskussion Seite 90 von 139

16

14 —

12 —

10 —

SZ [mg/g]
(0]

o
\

o N N
|
unbehandelt h

behandelt -
unbehandelt -
\

behandelt
unbehandelt
behandelt
unbehandelt
behandelt
unbehandelt
behandelt
unbehandelt
behandelt

RG 752, RG 752- RG 503H, RG 503H - R 202H, R 202H-
Pulver Lésung Pulver Lésung Pulver Lésung

Abb. 3.26: SZ der unbehandelten und der strahlensterilisierten Resomere® sowie deren
PEG-L6sungen (x, n = 3)

Die mit y-Strahlen sterilisierten Ausgangsstoffe RG 752, RG 503H und R 202H
zeigten eine im Vergleich zu den unbehandelten Proben erhéhte SZ. Dabei war beim
Copolymer RG 503H der Anstieg der SZ von 4,3 mg/g auf 7,2 mg/g am groften. Die
SZ des Resomeres® RG 752 erhéhte sich um 1,55 mg/g. Am unempfindlichsten
gegenuber y-Strahlen ist das Homopolymer R 202H. Die Strahlensterilisation des
Homopolymers fuhrt zu einem geringfugigen Anstieg der SZ von 9,7 mg/g auf 11
mg/g (Abb. 3.26). Damit steigt die Empfindlichkeit der untersuchten Resomere®
gegenuber y-Strahlen mit dem Glykolidanteil des Polymeres:
RG 503H >> RG 752 > R 202H.

Der Anstieg der SZ der Resomere® infolge der Behandlung mit y-Strahlen ist in
Ldsung deutlich ausgepragter als im Ausgangsmaterial selbst. Wahrend fur RG 503H
im Ausgangsmaterial eine 1,7fache Erhéhung bestimmt wurde, konnte in Losung ein
2,2facher Anstieg der SZ festgestellt werden. Jedoch wurde in der PEG 400-Lésung
das Copolymer RG 752 starker abgebaut. Die SZ stieg von 2,5 mg/g auf 10,7 mg/g
(Abb. 3.26). Der Anstieg der SZ des PLA um 4 mg/g war dabei am geringsten. Die

Empfindlichkeit der Resomere® in Ldsung gegeniiber v-Strahlen lautet:
RG 752 >> RG 503H > R 202H.
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Die groéfliere Empfindlichkeit in Loésung ist zum einen auf den Wassergehalt des
Lésungsmittels PEG 400 mit ca. 2 % und auf die freie Beweglichkeit der Polymere
zum anderen zuruckzufihren. Der Restwassergehalt kann eine gesteigerte
Hydrolyse bedingen, Radikalkettenreaktion laufen in Losung verstarkt ab und damit
steigt die Zahl an freien Sauregruppen. Dabei sind die Copolymere empfindlicher als
die Homopolymere. Auch in der Literatur werden Hydrolysereaktionen als auch
Kettenbriche durch Radikalbildung von PLA und PLGA infolge Strahlensterilisation
beschrieben 65,71,72,131,132,168.
3.3.3.2 Einfluss der Strahlensterilisation auf die inharente Viskositat
Es wurden wiederum die Resomere® RG 752, RG 503H und R 202H vor und nach
der Sterilisation mit y-Strahlen untersucht. Der Einfluss der Strahlensterilisation auf

die inharente Viskositat der untersuchten Polymere ist in Tabelle 3.17 aufgeflhrt.

Tab. 3.17: inharente Viskositaten der unbehandelten und der strahlensterilisierten
Resomere® (x, n = 6)

RG 752 RG 503H R 202H
Untersuchungs- unbe- strahlen- unbe- strahlen- unbe- strahlen-
parameter handelt sterilisiert handelt sterilisiert handelt sterilisiert
inharente
Viskositat einer
0,4 %igen Lésung 0,199 0,184 0,383 0,293 0,230 0,199
linharent [dl / g]

Nach der Behandlung mit y-Strahlen nimmt die inharente Viskositat fur alle
untersuchten Resomere® ab. Die Reihenfolge der Abnahme der inharenten Viskositat
lautet: RG 503H >> R 202H > RG 752.

Dem Ergebnis der SZ-Bestimmung folgend, bei welcher fur RG 503H der
hdchste Anstieg ermittelt wurde, wurde die inharente Viskositat des Copolymeres am
starksten reduziert. Wahrend fir die Resomere RG 752 und R 202H die inharente
Viskositat nur geringfiigig verringert wurde. Um den Einfluss der Strahlensterilisation
auf die PLA bzw. PLGA weiter zu verifizieren, wurden GPC-Untersuchungen
durchgefuhrt.

3.3.3.3 Einfluss der Strahlensterilisation auf die Molmassen und -verteilung
Der Einfluss der Strahlensterilisation auf die Molmassen und —verteilung der
Ausgangsmaterialien wurde am Beispiel der Resomere® RG 752, RG 503H und R

202H bewertet. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Tabelle 3.18 aufgeflhrt.
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Tab. 3.18: Molmassen und -verteilung der unbehandelten und der strahlensterilisierten

Resomere® RG 752, RG 503H und R 202H (x, n = 2)

RG 752 RG 503H R 202H
Molmassen/ unbehandelt | behandelt | unbehandelt | behandelt | unbehandelt | behandelt
Polydispersitat | (Referenz) (Referenz) (Referenz)
My, [g/mol] 14286 13219 43376 27190 11801 11285
M, [g/mol] 8018 7474 30421 18462 7234 6851
M/ My 1,782 1,769 1,426 1,473 1,631 1,647

Die Elugramme der unbehandelten Resomere® RG 752 und R 202H sind bereits
im Abschnitt 3.3.2.3 beschrieben worden. Der Energieeintrag durch die Behandlung
mit y-Strahlen fuhrte beim RG 752 und R 202H zu Esterspaltungen der
Polymerketten. Die Werte fur M,, und M, wurden geringfiigig erniedrigt, die
Polydispersitat wurde hingegen nicht verandert. Demgegenuber wurden die mittleren
Molmassen des Copolymers RG 503H mit freien Saureendgruppen durch die
Strahlensterilisation starker beeinflusst. Fur bestrahltes RG 503H konnte eine
Verringerung der Werte fiir My, und M, im Vergleich zu unbehandeltem Resomer®
nachgewiesen werden (Tab. 3.18). Das Polymer RG 503H =zeigte unter der
angewandten Sterilisation mit y-Strahlen ausgepragte Abbauerscheinungen.

Auch das Zwischenprodukt, die Resomer®-Lésungen, wurden vor und nach der
Strahlensterilisation auf Anderungen der Molmassen und -verteilung, geschehen am
Beispiel von RG 752 und R 202H, hin untersucht. In der Abbildung 3.27 sind die
Ergebnisse grafisch aufgefuhrt.



3 Ergebnisse und Diskussion Seite 93 von 139

12000

10000

8000 -

6000

Mw, Mn [g/mol]

4000 -

2000 -

unbehandelt behandelt unbehandelt behandelt

RG 752 R 202H

Abb. 3.27: Einfluss der Strahlensterilisation auf die Molmassen M,, (Saule) und M, (o) der
Resomer®-Lésungen von RG 752 und R 202H (x, n = 2)

In den untersuchten Resomer®-Lésungen konnte das jeweilige Resomer®
deutlich vom PEG 400 getrennt werden. Im Ergebnis der Untersuchungen konnte
nachgewiesen werden, dass der vom Resomer® RG 752 verursachte Peak in den
Elugrammen der strahlensterilisierten  Probengemische in den unteren
Molmassenbereich verschoben wurde. Die Werte von M,, wurden von 11329 g/mol
auf 8646 g/mol und die von M, von 6204 g/mol auf 4971 g/mol reduziert. Dabei
wurde der durch das PEG 400 verursachte Peak infolge der Sterilisation mit -
Strahlen nicht verandert. Die Verringerung der Werte fiir My, und M,, des Resomers®
R 202H war ahnlich ausgepragt. Die Werte fur M,, wurden von 10330 g/mol auf 6180
g/mol und die Werte fur M, von 6898 g/mol auf 3903 g/mol reduziert. Der
Energieeintrag fuhrt im héhermolekularen Bereich des Homopolymeres zu gréfieren
Veranderungen.

Im Ergebnis der Untersuchung der Molmassen der Resomere® ist erkennbar,
dass die Strahlensterilisation zu Veranderungen der Polymerketten durch

hydrolytischen oder radiolytischen Abbau flhrt.
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3.3.3.4 Einfluss der Strahlensterilisation auf die Freisetzung

Die Untersuchung des Einflusses der Sterilisation mit y-Strahlen auf die Freisetzung
der Modellsubstanz CcC aus dem in situ Implantat erfolgte am Beispiel des
Resomers® RG 752. Eine Strahlensterilisation ist in allen Herstellungsstufen méglich,
behandelt wurden die Resomere® als Ausgangsstoffe, die Zwischenprodukte, die
Resomer®-Lésungen und die Endformulierungen, die Resomer®-Formulierungen.

Nach Strahlensterilisation des Ausgangsstoffs RG 752 wurden dieser in PEG 400
gelést und anschlielend die Modellsubstanz in den PEG-Lésungen suspendiert.
Wahrend der Ausformung des in situ Implantates nach Injektion in das
Freisetzungsmedium konnte keine sichtbare Veranderung der Koagulation der
Resomere® festgestellt werden.

Das Zwischenprodukt, die RG 752-Losung, wurde ebenfalls mit y-Strahlen
sterilisiert. In die sterile Losung wurde CcC suspendiert und die Freisetzung aus der
Formulierung untersucht. Nach Injizieren der Formulierung war eine langsamere
Koagulation sichtbar.

Die Resomer®Formulierung wurde im Endbehéltnis strahlensterilisiert. Eine
verlangsamte Ausformung der in situ Implantate war nach Injektion in das
Freisetzungsmedium beobachtbar.

Die Ergebnisse der Untersuchung der Freisetzung von CcC aus den
strahlensterilisierten Formulierungen im Vergleich zu den unbehandelten sind in der

nachfolgenden Abbildung 3.28 einzusehen.
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Abb. 3.28: CcC - Freisetzung aus den RG 752 - Implantaten vor und nach Strahlen-
sterilisation (x + s, n = 6)

0 Referenz

A strahlensterilisiertes Resomer®

X strahlensterilisierte Resomer®—Ldsungen

o] strahlensterilisierte Resomer®-Formulierung im Endbehaltnis

Das Freisetzungsprofil der im Endbehaltnis sterilisieten RG 752-Formulierung
weicht am meisten vom Referenzprofil ab. Die CcC-Freisetzung war nach sieben
Tagen von 40 % auf 30 % CcC reduziert. Das kann einerseits durch den Abbau des
Wirkstoffes infolge der Strahlensterilisation bedingt sein (siehe Kapitel 3.3.6).
Andererseits kann wie bereits in der Literatur beschrieben ist, die Polymer-Matrix mit
dem Wirkstoff reagieren 72130131 Die Sterilisation mit energiereichen y-Strahlen fuhrt
zu Kettenbrichen und Radikalbildung. Die entstandenen Radikale konnen sich mit
dem Modellwirkstoff oder dem Ldsungsmittel PEG 400 vernetzen, was dazu fuhrt,
dass weniger CcC freigesetzt wird.

Die Freisetzung von CcC aus dem mit strahlensterilisietem Resomer®
hergestellten in situ Implantat ist nur geringfugig verlangsamt. Nach sieben Tagen
wurden aus dem RG 752-Implantat ca. 5 % weniger CcC freigesetzt. Wie bereits
aufgezeigt wurde, ist das Resomer® infolge Strahlensterilisation nur geringfiigig

abgebaut. Daher ist auch die Freisetzung kaum verandert.
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Dagegen fiihrte die Strahlensterilisation des Zwischenproduktes, der Resomer®—
Ldsung, zu einer geringflgigen Beschleunigung der Freigabe von CcC. Nach sieben
Tagen sind aus dem RG 752-Implantat im Vergleich zum unbehandelten ca. 3 %
mehr Modellwirkstoff freigesetzt worden.

In der Bewertung der Ergebnisse ist jedoch zu bertcksichtigen, dass durch die
Behandlung mit energiereichen y-Strahlen Radikale entstehen, die sowohl zu
chemischen Verdnderungen der Resomere® als auch des Lésungsmittels PEG 400
wahrend der Sterilisation bzw. auch wahrend der Lagerung filhren ">'%"3"  Die
Ergebnisse stellen damit eine Momentaufnahme dar. Komplexe Wechselwirkungen
zwischen dem Resomer® und dem PEG 400 kénnen somit verursacht worden sein
und eine Erklarung fiir die erhaltenen Ergebnisse darstellen 2.

Die Untersuchung des Mechanismus des radiolytischen Kettenbruchs der PLA-
und PLGA-Polymere durch die Sterilisation mit y-Strahlen wurde im Rahmen dieser
Arbeit nicht untersucht. In zahlreichen Verdéffentlichungen wird der Mechanismus der

Radiolyse diskutiert ™' Es

sollte hier lediglich die Eignung der
Strahlensterilisation flr die ausgewahlten Formulierungen bewertet werden. Die

Strahlensterilisation eignet sich nicht flr die ausgewahlten Rezepturen.

3.3.3.6 Diskussion und Schlussfolgerung

Die Sterilisation mit y-Strahlen erfolgte mit mindestens 25 kGy unter Nutzung einer
®Co-Quelle. Mit dieser Methode wurden die Resomere® als Ausgangsstoffe, die
Resomer®~Losungen, in der Form der Zwischenprodukte und die Resomer®—
Formulierungen im Endbehaltnis sterilisiert. Die Untersuchungen wurden an dem
Homopolymer R 202H und den Copolymeren RG 752 und RG 503 H sowie deren
Zubereitungen, die sich hinsichtlich Zusammensetzung, Molmassen und
Endgruppenschutz unterscheiden, durchgefuhrt. Wie in der Literatur bereits
beschrieben, bestatigen die Ergebnisse, dass die Strahlensterilisation zur
Veranderung von SZ, inharenter Viskositat, Molmassen und Freisetzungsprofil fihren

kann 72,168,169,172,176,177 (Tab 319)
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Tab. 3.19: Einfluss der Strahlensterilisation auf die physikochemischen Eigenschaften
(SZ, Molmassen, ninarent) Und das Freigabeverhalten der Resomere®

Einfluss der Strahlensterilisation auf
Resomer® | Formulierung 57 Inharente Molmassen- Freigabe-
Viskositat verteilung verhalten
Ausgangsstoff T Y i n.a.
(2920)7] - IR R A E e e
Lésung ™ na W na
|Ausgangsstoff | LN RN Vo SRR I o]
RG752  |Losung | M lna ool ]
Formulierung n.a n.a n.a W
RGS03H  |Ausgangsstoff | T | Wl ool na. |
Lésung ™ n.a. n.a. n.a.

T - 111 wenig erhdht — stark erhoht; J - L wenig emiedrigt - emiedrigt; n.a. nicht analysiert

Die Sterilisation mit energiereichen y-Strahlen der untersuchten Resomere® in
allen Herstellungsstufen flihrte zu Veranderungen der physikochemischen
Eigenschaften und damit auch zu Veranderungen im Freigabeverhalten. Das
Ausmald ist dabei einerseits von der Polymerart, d.h. der Zusammensetzung,
Endgruppenschutz und Molmasse, andererseits vom Zustand des Resomers®, d.h.
ob er als Ausgangsstoff, in PEG geldst oder in der Endformulierung vorliegt,
abhangig.

In der Bewertung ist zu berlcksichtigen, dass durch die Behandlung mit
energiereichen y-Strahlen Radikale entstehen, die zu chemischen Veranderungen in
den Resomeren® selbst, im CcC und in den Formulierungen wahrend der
Sterilisation als auch wahrend der Lagerung filhren ">''®'3! Die Ergebnisse stellen
damit eine Momentaufnahme dar. Komplexe Wechselwirkungen zwischen der
Tragermatrix, dem Resomer® und dem PEG 400 sowie der Modellsubstanz CcC sind
in der Bewertung der Ergebnisse zu beriicksichtigen "2. Deutlich wird jedoch, dass
die Strahlensterilisation fiir die ausgewahlten Resomere® und deren Formulierungen
nicht anwendbar ist. Die Bildung von Radikalen und die Aufklarung des
Mechanismus durch die Sterilisation mit y-Strahlen wurden von anderen

Arbeitsgruppen untersucht und bewertet "*130131.178.179,

3.3.4 Mikrowellenbehandlung
Eine in Japan bereits etablierte Sterilisationsmethode fur hitze- und strahlensensitive
Formulierungen ist die Sterilisation mit Mikrowellen " Mit validierten Verfahren

werden unter Nutzung von leistungsstarken Geraten (5 kW) bei einer Frequenz von
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2,5 kHz wéssrige Lésungen sterilisiert 7"®%°. Da die Sterilisation mit Mikrowellen in
Europa bisher nicht angewendet wird, soll nachfolgend von einer Behandlung mit
Mikrowellen gesprochen werden.

Es wurde hierzu der Einfluss der Mikrowellenbehandlung auf physikochemische
und anwendungsrelevante Eigenschaften der Resomer®-Formulierungen untersucht.
Dazu wurden die nachfolgenden Parameter bewertet:

»  Saurezahl

= Molmassen und -verteilung

» Freisetzung

= Sterilitat

Die Sterilitat der sterilisierten Formulierungen wurde bisher nicht untersucht. Bei
den aktuell bewerteten Sterilisationsverfahren handelt es sich um Standard-
Sterilisationsverfahren des Europaischen Arzneibuches, mit denen mit hoher
Wahrscheinlichkeit eine Sterilitdt der Produkte erzielt werden kann. Da die
Mikrowellenbehandlung ein alternatives Verfahren zur Sterilisation darstellt, wurden
behandelte Resomer®-Lésungen auf Sterilitit nach Ph. Eur. 2.6.1 gepriift.

Die Auswahl der Parameter zur Behandlung mit Mikrowellen erfolgte in
Anlehnung an die Japanische Pharmakopoe "® und Verdffentlichungen von Grdning
et al. . Auf dem deutschen Markt sind im Vergleich zum japanischen Markt jedoch
keine Mikrowellengerate mit einer Leistung von 5 kW verflgbar. Allerdings werden
auch mit den zur Verfligung stehenden Industriemikrowellen von 1 kW die zur
Keimzahlreduktion erforderlichen Temperaturen von ca. 140 °C bei erhohter
Behandlungsdauer erreicht. Es wurde eine Behandlungstemperatur von 140 °C
ausgewahlt. Temperaturen oberhalb und unterhalb davon sollten Extreme abstecken
(Tab. 3.20). Die Dauer der Mikrowellenbehandlung wurde ebenfalls variiert. Die

Bestrahlung erfolgte bei allen drei Verfahren mit einer Frequenz von 2500 Hz.

Tab. 3.20: Parameter zur Mikrowellenbehandlung von Resomer® -Lésungen und -
Formulierungen

Behandelte Formulierung Maximale Leistung | Endtemperatur | Dauer der Behandlung

(W] [°C] [s]
Halte- und Aufheizzeit:
1000 100 300 s
Resomer® -Lésung und Haltezeit: 15 s
Resomer® -Formulierung im 1000 140

Aufheizzeit: 50 s — 60 s
Haltezeit: 15 s
Aufheizzeit: 90 s — 100 s

Endbehaltnis
1000 160
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3.3.4.1 Einfluss der Mikrowellenbehandlung auf die Saurezahl

Es wurde der Einfluss der Mikrowellenbehandlung unter Variation der Parameter
Temperatur und Zeit auf die SZ des Resomers® R 202H, gelést in PEG 400,
untersucht. Die Werte der SZ sind in Abbildung 3.29 dargestellt.

16

14 -

12 -

10

SZ [mg/g]
0]

unbehandelt 100 °C 140 °C 160 °C

Abb. 3.29: SZ der unbehandelten und der mit Mikrowellen behandelten R 202H-
Lésungen in Abhangigkeit von den Parametern Temperatur und Zeit (x, n = 3)

Die Mikrowellenbehandlung bei 100 °C und 300 s mit einem 1000 Watt Gerat
fuhrt zu keiner signifikanten Veranderung der SZ. Im Gegensatz dazu weisen die
Behandlungen bei héheren Temperaturen, aber verklrzten Zeiten (ca. 75 s bis 115
s) eine erhdhte SZ auf. Bei der Mikrowellenbehandlung mit 140 °C steigt die SZ
geringfugig von 11,2 mg/g auf 12,5 mg/g und mit 160 °C auf 14,7 mg/g. Das bedeutet
eine Zunahme der freien Saureendgruppen. Infolge der héheren Temperaturen wird
die Hydrolyse initialisiert und fuhrt somit zum Anstieg der SZ. Dabei nimmt mit
steigender Temperatur die Erhéhung der SZ zu. Obwohl die thermische Belastung
der Proben nur kurzzeitig ist, scheint diese schon auszureichen, um den Abbau des

Resomers® einzuleiten.



3 Ergebnisse und Diskussion Seite 100 von 139

3.3.4.2 Einfluss der Mikrowellenbehandlung auf die Molmassen und -verteilung

Der Einfluss der Mikrowellenbehandlung auf die Molmassen und -verteilung wurde
am Beispiel der Resomer®-Lésungen von RG 752 und R 202H analysiert. Wiederum
wurden die Parameter Temperatur und Zeit variiert. Die Ergebnisse der

Untersuchung sind in Abbildungen 3.30 und 3.31 zu sehen.
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Abb. 3.30: Vergleich der Molmassen M, (Saule) und M, (o) der unbehandelten mit denen
der mit Mikrowellen behandelten RG 752-Lésungen (x, n = 2)

Die Werte fur M, und M, der bei 100 °C Uber 300 s mit Mikrowellen behandelten
Resomer®-Lésungen sind nicht signifikant verandert. Die Mikrowellenbehandlung mit
dieser gewahlten Temperatur—Zeit-Kombination fiihrte zu keiner Anderung der
Molmassen der Tragerpolymere. Die Behandlung der Resomer®-Lésungen mit
Mikrowellen bei héheren Temperaturen (140°C und 160°C) fuhrte trotz kirzerer
Behandlungszeiten zu einer Reduzierung der Werte von M, und M,. Im Ergebnis der
Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass der vom Resomer® RG 752
verursachte Peak in den Elugrammen der behandelten Probengemische deutlich in
den unteren Molmassenbereich verschoben wurde. Die Werte von M,, fur RG 752
wurden von 10565 g/mol auf 2335 g/mol bei 140 °C bzw. auf 1440 g/mol bei 160 °C
und von M, fur RG 752 von 5481 g/mol auf 1709 g/mol bei 140 °C bzw. auf 1116
g/mol bei 160 °C reduziert (Abb.3.30). Die Reduzierung erfolgte fur M,, wie auch fir



3 Ergebnisse und Diskussion Seite 101 von 139

M, gleichermalien. Die Polydispersitat wurde erniedrigt. Infolge
Mikrowellenbehandlung bei 140 °C oder 160 °C wurde das Resomer® RG 752, geldst
in PEG 400 abgebaut. Der Abbau kann hydrolytisch bedingt sein, allerdings kénnen
auch Umesterungsprozesse mit PEG 400 eine Rolle spielen. Es verbleiben nur
kurzkettigere Copolymerreste. Das Zwischenprodukt, die RG 752—-L6sung, ist unter
den angewandten Bedingungen (Temperatur 140 °C bzw. 160 °C) der
Mikrowellenbehandlung nicht stabil.

Auch der R 202H-Peak im Elugramm der PEG-Lésung wurde durch die
Mikrowellenbehandlung bei Temperaturen von 140 °C bzw. 160 °C in den unteren
Molmassenbereich verschoben (Abb. 3.31 und Abb. 3.32).
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Abb. 3.31: Vergleich der Molmassen M,, (Saule) und M, (o) der unbehandelten mit denen
der mit Mikrowellen behandelten R 202H-Ldsungen (x, n = 2)



3 Ergebnisse und Diskussion Seite 102 von 139

144

] PEG 400 ——>

124

mAU

R 202H-Ldsung, R 202H-L6sung,
behandelt, 140 °C behandelt, 160 °C

R 202H-Ldsung,
R 202{cssung,\

1 behandelt, 100 °
~unbehandelt .

T T T T
20.0 22.5 25.0 27.5 30.0 32.5 35.0 37.5
Minutes

Abb. 3.32: GPC-Elugramme der R 202H-L6sung vor und nach Mikrowellenbehandlung

Die Reduzierung der Werte fir M,, und M, war aber nicht so grol3 wie fir das
Copolymer RG 752. Das Copolymer RG 752 scheint, was bereits in den
Untersuchungen zur Heilduftsterilisation festgestellt wurde, hydrolytisch anfalliger als

das Homopolymer R 202H bei Warmeeintrag zu sein.

3.3.4.3 Einfluss der Mikrowellenbehandlung auf die Freisetzung

Zur Untersuchung des Einflusses der Mikrowellen auf die Freisetzung von CcC aus
den in situ Implantaten wurden zum einen das Zwischenprodukt, die RG 752-Ldsung,
zum anderen die RG 752-Formulierung im Endbehaltnis behandelt. Nach der
Behandlung mit Mikrowellen wurde in die PEG-Losungen CcC unter aseptischen
Bedingungen eingearbeitet und anschliefend die Freisetzung untersucht. Die

Freisetzungsprofile des Zwischenproduktes sind in Abbildung 3.33 aufgezeichnet.
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Abb. 3.33: CcC-Freisetzung aus in situ Implantaten vor und nach Mikrowellenbehandlung
der RG 752—-L6sung (x s, n = 6)

0 Referenz

0 mikrowellenbehandelte (100 °C) RG 752-L6sung

A mikrowellenbehandelte (140 °C) RG 752-L6sung

X mikrowellenbehandelte (160 °C) RG 752-Ldsung

Nach der Behandlung mit Mikrowellen der RG 752-Lésung kommt es nach der
Ausformung des in situ Implantates unabhangig von der gewahlten Temperatur und
Zeit zu einer Zunahme an freigesetztem CcC (Abb. 3.33). Die Freisetzung aus dem
in situ Implantat nimmt bei der RG 752-Losung, die bei 100 °C 300 s lang behandelt
wurde, nicht so stark im Vergleich zu den Losungen mit klirzerer Behandlungsdauer,
aber hoheren Temperaturen zu. Die Ergebnisse verdeutlichen, dass die Temperatur
einen grélReren Einfluss als die Zeitdauer der Behandlung auf die Stabilitat des
Resomeres® hat. Der hydrolytische Abbau von Resomer®-Molekiilen ist bei
Temperaturen {iber 130 °C verstarkt °°°8691%7 ynd damit kann es zu Veranderungen
der Freisetzungsprofile kommen. Die Ergebnisse aus der Untersuchung der
Molmassenverteilung werden durch die Freisetzungskurven bestatigt. Die bei 140 °C
und 160 °C entstandenen kurzkettigeren Molekile bilden nach Injektion in das
Freisetzungsmedium nicht so schnell ein Implantat aus, ein groRer Teil an CcC kann
wahrend der Ausformung des Implantates abfluten und es resultiert ein erhdhter

burst-Effekt im Vergleich zur unbehandelten Probe.
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Da sich die Mikrowellenbehandlung in Japan insbesondere fir hitze- und
strahlensensible Losungen etabliert hat, wurde auch die RG 752—Formulierung, die
mit dem thermosensitiven Protein CcC beladen war, behandelt. Die

Freisetzungsprofile der in situ Implantate sind in folgender Abbildung 3.34 dargestellt.
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Abb. 3.34: CcC - Freisetzung aus in situ Implantaten vor und nach Mikrowellen-
behandlung der RG 752—Formulierung im Endbehaéltnis (x + s, n = 6)

O Referenz

0 mikrowellenbehandelte (100 °C) RG 752-Formulierung

A mikrowellenbehandelte (140 °C) RG 752-Formulierung

X mikrowellenbehandelte (160 °C) RG 752-Formulierung

Die Freisetzung von CcC aus den in situ Implantaten ist nach der
Mikrowellenbehandlung unabhangig von der gewahlten Temperatur und Zeitdauer
erhoht. Jedoch fuhrt die Mikrowellenbehandlung der RG 752-Formulierung im
Endbehaltnis in geringerem Male als die Behandlung des Zwischenproduktes, die
RG 752-Lésung, zur Veranderung des Freisetzungsprofiles. Bei der
Mikrowellenbehandlung von Resomer®-Formulierungen im Endbehaltnis kénnen
nicht nur die hitze- und strahlenempfindlichen RG 752-Moleklle, sondern auch das
Protein CcC beeinflusst werden. Infolge der Belastung der Polymere mit Mikrowellen
kénnen sowohl Abbaureaktionen der Matrix als auch der Wirksubstanz hervorgerufen

werden. Darliber hinaus sind Reaktionen zwischen Resomer®-Molekiilen und CcC
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denkbar. Der Einfluss der Mikrowellenbehandlung auf die Stabilitat der

Modellsubstanz CcC ist in Kapitel 3.3.6 beschrieben.

3.3.4.4 Priffung der mikrowellenbehandelten Resomer®-Lésung auf Sterilitat
Parenterale Zubereitungen mussen entsprechend des Europaischen Arzneibuches
der Priifung auf Sterilitat entsprechen . Die Methodik ist im Abschnitt 2.6.1 des
Arzneibuches beschrieben. Eine Sterilitatsuntersuchung der Resomer®-Lésungen
bzw. -Formulierungen ist nach Ph. Eur. nur bedingt moglich, da die zur Prifung
verwendeten Nahrmedien, Sojapepton-Caseinpepton und Thioglycolat, wasserhaltig
sind. Werden die mit Mikrowellen behandelten Resomer®-Lésungen in das wéssrige
Untersuchungsmedium eingebracht, so formen sich Implantate aus. Bei der
Ausbildung kénnen Sporen und die Sterilisation Uberlebende Bakterien im Inneren
des sich ausbildenden Implantates eingeschlossen werden, ohne dass die
Mikroorganismen in Verbindung zum N&hrmedium stehen '®. Ein negativer Befund
bei der Sterilitatsprufung ist nur dann negativ, wenn der Beweis erbracht wird, dass
keine innere Kontamination vorliegt. Damit alle mikrobiellen Verunreinigungen bei der
Prufung auf Sterilitdt erfasst werden kdénnen, wurde eine Modifizierung der
bestehenden Arzneibuch-Vorschrift vorgenommen. Die zu untersuchenden
Resomer®-Lésungen wurden zuerst mit sterilem Wasser fiir Injektionszwecke
versetzt, die Polymere prazipitierten zu einem festen Implantat. AnschlieRend wurde
das ausgeformte Implantat in der sterilen Schwingmihle mit Mahlkugeln unter
aseptischen Bedingungen gemahlen. Das Implantat wurde zerstort, es lagen feine
Partikel (x100 = 113 pm) suspendiert in sterilem Wasser vor (Abb. 3.35).
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Abb. 3.35: PartikelgroRenverteilung des gemahlenen R 202H-Implantates (n = 2)

Die vorliegende Partikelsuspension wurde membranfiltriert und der Sterilitatstest
nach Ph. Eur. 2.6.1 durchgefiihrt ®°. Durch die aus dem Mahlvorgang resultierende
Zerstorung der Implantatstruktur werden eventuell eingeschlossene Keime wieder
freigelegt. Auf Sterilitat wurden eine R 202H- und eine RG 752-Losung nach einer
Mikrowellenbehandlung bei 160 °C gepriuft. Beide Losungen entsprachen der

Prifung auf Sterilitat.

3.3.5.5 Diskussion und Schlussfolgerungen

Durch Mikrowellenbehandlung koénnen flissige pharmazeutische Hilfsstoffe und
Arzneizubereitungen keimfrei bzw. keimzahlreduziert werden *°. Der Vorteil des
Verfahrens liegt darin, dass lange Ausgleichszeiten, wie sie bei herkdmmlichen
thermischen Sterilisationsverfahren, z.B. bei der Anwendung der Heilluftsterilisation,
notwendig sind, bei der Mikrowellenbehandlung entfallen. Die schnelle Aufheizung
kommt durch die hochfrequenten elektromagnetischen Wellen, welche die polar
aufgebaute Materie direkt zu Dipol-Dipol-Schwingungen anregt, zustande. Die dabei
frei werdende Reibungswarme flhrt zur Erwarmung der Materie. Dadurch kénnen
auch thermisch sensible Zubereitungen mit diesem Verfahren keimfrei bzw.

keimzahlreduziert hergestellt werden. Die Mikrowellenbehandlung ist nur fur flissige
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Formulierungen anwendbar und damit nur fir die Resomer® -Lésung sowie -
Formulierung im Endbehaltnis durchzuflhren.

Es wurden verschiedene Temperatur-Zeit-Kombinationen zur Behandlung der
Proben mit Mikrowellen verwendet. Die Bestrahlung erfolgte bei allen Verfahren mit
einer Frequenz von 2500 Hz, die Leistung der Mikrowelle betrug 1000 W.

Untersucht wurde der Einfluss der Mikrowellenbehandlung auf die SZ und die
Molmassen und -verteilung am Beispiel der RG 752- und R 202H-L&ésung. Die
Freisetzung wurde an unbehandelten im Vergleich zu mikrowellenbehandelten
Proben am Beispiel von RG 752-L6sungen und —Formulierungen im Endbehaltnis
analysiert. Eine Ubersicht iber die Ergebnisse zur Untersuchung des Einflusses der
Mikrowellenbehandlung auf die Eigenschaften der Resomere® gibt Tabelle 3.21.

Tab. 3.21: Einfluss der Mikrowellenbehandlung auf die SZ, Molmassen- und verteilung

der Resomere® und die Freisetzung deren Formulierungen
M1 =100°C, 300 s; M2 = 140°C, 65s—75s; M3 =160°C, 105s—-115s

Einfluss der Mikrowellenbehandlung auf

SZ Molmassen (My, M,) CcC - Freisetzung

Resomer® | Formulierung M1 M2 M3 M1 M2 M3 M1 M2 M3

R 202H Lésung — T ™" — { W n.a. n.a. n.a.
Loésung n.a. n.a. n.a. | W W 0 ™ M
RG 752 F——————J------fmmmmm-rfrmmmmmroprrmm s e
Formulierung n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. 0 l )

— unverandert; T - T1: wenig erhdht — erhéht; | - 14 wenig erniedrigt - erniedrigt; n.a. nicht analysiert

Mit steigender Temperatur wurde ein verstarkter hydrolytischer Abbau der
Resomere® nachgewiesen. Dabei ist RG 752, das Copolymer im Vergleich zum
Homopolymer, R 202H, das instabilere Resomer®, was bereits bei den
Untersuchungen zur Sterilisation mit feuchter und trockener Hitze festgestellt wurde.

Der nachteilige Einfluss der Mikrowellenbehandlung auf die Stabilitdt der
Resomere® war aufgrund des erfolgreichen Einsatzes dieses Verfahrens zur
Sterilisation thermosensitiver wassriger Formulierungen in Japan unerwartet "%,
Eine Ursache fur die Abbauerscheinung konnten die langeren Behandlungszeiten
sein, die dem Einsatz von leistungsgeminderten Mikrowellen mit 1000 W
zuzuschreiben sind. In Japan werden leistungsfahigere Apparaturen mit 5000 W zur
Mirowellensterilisation genutzt. Damit werden in sehr kurzer Zeit, ca. 25 s,

Temperaturen zwischen 135 °C und 155 °C erreicht, wahrend bei den fur diese
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Arbeit genutzten Geraten Aufheizzeiten von 50 s bis 60 s erforderlich waren (Abb.
3.36). Nach Erreichen der Temperatur wurde diese fur 15 s beibehalten.
Anschlie®end werden die behandelten Ampullen in Japan einer aktiven Abkuhlung
unterzogen, so dass die thermische Belastung maximal 60 s dauert. Die Aufheiz- und
Behandlungszeit und damit die thermische Belastung war fur diese Untersuchungen
fast doppelt so lang (Abb. 3.36).

A
140 ~
120 o
8 Sterilization
@ 100 +
>
<
o 80 -
o
5
+— 60 -
8]
S
e 40 - _
< Temperature = Air Water \——
20 | Microwave heating maintaining cooling icooling :Drying
0 < >« >« >« >4
0 10 20 30 40 50 60 70
Time (seconds)
B
140 -
120 - Behandlungs-
g 100 - zeit
S
g 80 -
Q
2 60
(S
= 40 -
Temperatur
20 | Aufheizen in der Mikrowelle konstant
0 < >« >
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Zeit [s]

A: mit japanischem Mikrowellengerat, 5 kW %
B: mit eingesetztem Mikrowellengerat, 1 kW
Abb. 3.36 Temperatur-Zeit-Profil der Mikrowellenbehandlung

Ein weiterer Aspekt ist der, dass die bisher erfolgreich mit Mikrowellen
behandelten hitzempfindlichen Injektionslésungen niedermolekular sind %8°"%. Die

kurzzeitige Belastung der polymeren Proben mit hohen Temperaturen scheint bereits
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ausreichend zu sein, um Abbaureaktionen wie Hydrolyse hervorzurufen. Die
Behandlung der untersuchten Resomer®-Lésungen und -Formulierungen bei 100 °C
fur 300 s hatte keinen nachteiligen Einfluss auf die bewerteten Eigenschaften.
Daraus kann wiederum geschlussfolgert werden, dass durch Optimierung der
Parameter (Aufheizzeit, Kihlung nach Sterilisation) und Nutzung leistungsstarkerer
Gerate zur Mikrowellenbehandlung eine materialschonende Sterilisation mit diesen

Verfahren moglich ware.

3.3.5 Hochdruckinaktivierung

Ein weiteres alternatives Verfahren, dass in der vorliegenden Arbeit als
Sterilisationsmethode flr Resomer®-FormuIierungen bewertet werden soll, ist die
Hochdruckinaktivierung. In zahlreichen Veroffentlichungen von H. Ludwig et. al. wird
berichtet, dass sich dieses Verfahren insbesondere zur Sterilisation von hitze- und
strahlenlabilen  Produkten  wie Liposomen oder PLGA-Stiften eignet
86,103,104,107108 111,135 Bej diesem Verfahren werden die zu sterilisierenden
Formulierungen sehr hohen Drucken von uber 2 kbar ausgesetzt. Untersuchungen
an Liposomen zeigten, dass diese empfindlichen Arzneiformen Uber einen langeren
Zeitraum hinweg bei isostatischem Druck bis ca. 2,5 kbar stabil sind 104 H, Ludwig et.
al. untersuchten auch das Molekulargewicht von PLGA vor und nach der
Hochdruckinaktivierung, wobei es hier zu keiner Anderung kam '%. Basierend auf
den Ergebnissen dieser Studien und Empfehlungen von H. Ludwig wurden folgende
Parameter fur die Behandlung der Resomer®-FormuIierungen erarbeitet: 7 kbar bei
50 °C Uber eine Stunde.

Mit dieser Methode wurden die Resomere® RG 752 und R 202H als
Ausgangsstoffe, die PEG-Losungen als Zwischenprodukte sowie deren
Formulierungen im Endbehaltnis sterilisiert. Die behandelten Proben wurden
hinsichtlich der Anderung folgender physikochemischer Eigenschaften der
Resomere® untersucht:

¢ SZ
¢ inharente Viskositat
¢ Molmassen und —verteilung
+ thermodynamische Eigenschaften
Auch die Freisetzung aus der herzustellenden Formulierung wurde vor und nach

der Hochdruckbehandlung geprift. Bei den nachfolgenden Untersuchungen der
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physikochemischen Eigenschaften und der Freisetzung wurde weniger der
Druckeinfluss negativ erwartet, dafir aber die mit dem Druckanstieg einhergehende
Temperaturerhohung.

Voraussetzung fur die Anwendung der Hochdruckinaktivierung als
Sterilisationsverfahren ist die Keimreduzierung der behandelten Produkte um
mindestens 10° log-Stufen. Zur Nachweisfiihrung der Reduzierung von Sporen und
Bakterien werden dem Verfahren gegenuber unempfindliche Keime eingesetzt und
deren Abtdtung nachgewiesen. Gegenuber Hochdruck unempfindlich haben sich in
zahlreichen Untersuchungen die Sporen von Bacillus subtilis gezeigt %1181 Die
Anwendbarkeit der Hochdruckinaktivierung als Sterilisationsverfahren fir die
ausgewahlten Formulierungen soll anhand der Keimreduzierung der mit Sporen von
Bacillus subtilis beimpften Proben Uberpruft werden. Aul3erdem wird eine Prufung auf
Sterilitat nach Ph. Eur. 2.6.1 durchgeflhrt.

3.3.5.1 Einfluss der Hochdruckinaktivierung auf die Saurezahl

Zur Untersuchung des Einflusses der Hochdruckinaktivierung auf die SZ wurden die
Resomere® RG 752 und R 202H, als Ausgangsstoffe und deren Zwischenprodukte
sowie die PEG-Lésungen vor und nach der Behandlung Uberprift. Die SZ der
unbehandelten im Vergleich zu den mit Hochdruck behandelten Resomer®-Proben
ist in Abbildung 3.37 dargestellt.
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Abb. 3.37: SZ der unbehandelten und der mit Hochdruck behandelten Resomere® sowie
deren PEG-LAsungen (x, n = 3)

Die Ergebnisse zeigen, dass trotz der Belastung mit Hochdruck von ca. 7 kbar
und erhohter Temperatur von 50 °C Uber eine Stunde keine Veranderungen der
Resomere® und damit der SZ zu erwarten sind. Weder fir das
endgruppengeschutzte Copolymer RG 752 mit niedrigerer SZ noch fur das
Homopolymer ohne Saurenendgruppenschutz R 202H und hdéherer SZ konnten
Anderungen infolge der Hochdruckinaktivierung festgestellt werden. Die Druck- und
Temperaturbelastung flhrten bei den untersuchten Polymeren nicht zur Erhéhung
der SZ und damit werden wahrscheinlich auch keine hydrolytischen Abbaureaktionen
verursacht. Mit weiteren Untersuchungen zum Einfluss der Hochdruckinaktivierung
auf die physikochemischen und anwendungsrelevanten Eigenschaften der
Resomere® sollte die Stabilitit dieser gegeniiber dem Verfahren gepriift werden.

Beim Vergleich der SZ der Ausgangsstoffe mit denen der Losungen wird weiter
deutlich, dass es zu geringflugigen Erhdhungen der SZ in der Loésung kommt. Das
Resomer® RG 752 hat als Ausgangsstoff eine SZ von 0,85 mg/g. In Lésung wurde
aber ein Wert von 2,51 mg/g gefunden. Die Anderung der SZ von R 202H von 9,66

mg/g auf 9,98 mg/g lag im analytischem Fehlerbereich. Untersuchungen und
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Bewertungen zur Stabilitdt der Zwischenprodukte wurden bereits in Kapitel 3.2.2.1

naher beschrieben.

3.3.5.2 Einfluss der Hochdruckinaktivierung auf die inharente Viskositat

Der Einfluss der Hochdruckinaktivierung auf die inharente Viskositat wurde wiederum
an den Resomeren® R 202H und RG 752 untersucht. Die Ergebnisse der
Bestimmung der inhérenten Viskositat vor und nach der Hochdruckinaktivierung sind
in Tabelle 3.22 aufgefuhrt.

Tab. 3.22: inharente Viskositaten der unbehandelten und der mit Hochdruck behandelten
Resomere® R 202H und RG 752

R 202H RG 752
Hochdruck Hochdruck
Untersuchungsparameter LroEnEne behandelt LT oEhERE el behandelt
Inh&rente Viskositat
einer 0,4 %igen Losung 0,215 0,203 0,199 0,200
MNinharent [dl/g]

Die bestimmten Viskositatszahlen fiir das Resomer® R 202H unterscheiden sich
geringfugig, wahrend die Werte fir RG 752 in diesem Bereich nahezu identisch sind.
Zur Prufung auf signifikante Unterschiede zwischen den Wertegruppen vor und nach
der Hochdruckinaktivierung wurde der t-Test durchgefiihrt. Voraussetzung hierfur
war der F-Test auf Varianzhomogenitat. Die Analyse der Varianzen der Mittelwerte
mittels F-Test (o = 0,01) zeigte, dass sich diese nicht signifikant unterscheiden. Ein
Vergleich  der bestimmten inharenten  Viskositditen vor und nach
Hochdruckbehandlung mittels t-Test (o = 0,01) ergab, dass sich die Mittelwerte der
behandelten Proben nicht signifikant von den unbehandelten unterscheiden (Tab.
3.23).
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Tab. 3.23: Vergleich der inharenten Viskositaten der unbehandelten (n = 10) und der
Hochdruck behandelten R 202H (n = 10) und RG 752 (n = 4) durch einen F-Test und t-
Test

R 202H RG 752
unbehandelt Hochdruck unbehandelt Hochdruck
Ergebnisse behandelt behandelt
Anzahl Messung n 10 10 10 4
Inharente Viskositéat
einer 0,4 %igen Lésung 0,215 0,203 0,199 0,200
| Ninharent [d1 / ]
Standardabweichung s 0,01195 0,01113 0,01141 0,00985
Varianz s? 0,00014 0,00012 0,00013 0,00010
Fo 1,15 1,34
Fi(n4-1, np-1, 0,01) 5,4 27,4
Nullhypothese Hy Fo<F, Fo<F
Hy, angenommen Hyo angenommen
t 2,31 0,15
t; (n1+n,-2, 0,01) 2,88 3,06
Nullhypothese Hy tp<t; tp<t;
Hy, angenommen Hyo angenommen

Mittels t-Test wurde kein signifikanter Unterschied nachgewiesen. Die
Behandlung mit Hochdruck hat somit keinen Einfluss auf das Molekulargewicht der
untersuchten Resomere®. Dabei sind sowohl das untersuchte Copolymer RG 752 als
auch das Homopolymer R 202H gleichermalRen stabil. Die Untersuchung der

Molmassen und —verteilung mittels GPC sollte diese Ergebnisse bestatigen.

3.3.5.3 Einfluss der Hochdruckinaktivierung auf die Molmassen und -verteilung

Der Einfluss der Hochdruckbehandlung auf die Molmassen und deren -verteilung
wurde am Beispiel des Copolymers RG 752 und des Homopolymeres R 202H
bewertet. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Abbildung 3.38 aufgeflhrt.
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Abb. 3.38: Einfluss der Hochdruckbehandlung auf die Molmassen M, (Saule) und M, (o)
der Resomere® RG 752 und R 202H und deren PEG - Lésungen; (x, n = 2)

202H, Pulver R 202H-L6sung

Die Werte fiir M,, und M,, der mit Hochdruck behandelten Resomere® sind nicht
signifikant verandert. Auch die Behandlung der PEG-L&sungen unter den gewahiten
Bedingungen Druck (ca. 6 — 7 kbar), Temperatur (ca. 50 °C) und Zeit (60 min) flhrte
zu keiner Anderung der Molmassen und deren —verteilung, was anhand der
Abbildung 3.38 nachvollzogen werden kann.

Auch die Elugramme der untersuchten Proben machen deutlich, dass die
Hochdruckbehandlung keinen nachteiligen Einfluss auf die Molmassen der Polymere

hat. Der Peak des jeweiligen Resomers® wird nicht verschoben, die Eluierung erfolgt
wie in der unbehandelten Probe (Abb. 3.39).
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Die Ergebnisse aus der Bestimmung der SZ und der inharenten Viskositéat
wurden bestatigt. Die Hochdruckinaktivierung erwies sich unter den angewandten

Bedingungen als ein materialschonendes Verfahren. Es
Abbaureaktionen hervorgerufen.

wurden keine

3.3.5.4 Einfluss der Hochdruckinaktivierung auf die thermischen Eigenschaften
Die Untersuchung der thermischen Eigenschaften vor und nach der
Hochdruckinaktivierung erfolgte wiederum am Beispiel des Copolymers RG 752 und
des Homopolymeres R 202H. Es konnte keine signifikante Anderung der
Glastuibergangstemperatur festgestellt werden (Tab. 3.24). Eine Anderung der
Glastibergangstemperatur ist mit der Anderung der Molmassen verbunden und
umgekehrt 244013015L.182.183 "\t der durchgefiihrten Untersuchung der thermischen
Eigenschaften der Polymere konnte somit ein weiterer Nachweis erbracht werden,

dass die Hochdruckinaktivierung unter den angewandten Bedingungen zu keinen
Anderungen im molekularen Bereich der Polymere fiihrt.

Tab. 3.24: Glasubergangstemperatur (Ty) der Resomere® RG 752 und R 202H vor
(n = 3) und nach (n = 2) Hochdruckbehandlung

RG 752 R 202H
Referenz behandelt Referenz behandelt
T, [°C] T, [°C] T, [°C] T, [°C]
45,1 46,5 48,9 50,2
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3.3.5.5 Einfluss der Hochdruckinaktivierung auf die Freisetzung

Die Behandlung der RG 752- und R 202H-Depotformulierungen sowie deren
Vorstufen im Herstellungsprozess erfolgte wieder mit einem Druck von ca. 7 kbar bei
50 °C uber einen Zeitraum von einer Stunde.

Durch die Einwirkungen des hohen Druckes auf die Ausgangsstoffe RG 752 oder
R 202H kam es zur Verdichtung der Pulver und es entstand ein fester Klumpen. Eine
anschlieRende Herstellung der Resomer®-Lésung war aufgrund der schlechteren
Laslichkeit durch die kleinere Oberflache der verdichteten Pulver in PEG 400 nicht
maglich.

Es wurden die Zwischenprodukte, die PEG-L6sungen, mit Hochdruck behandelt
und anschlieflend wurde das CcC zugesetzt. Die CcC-Freisetzungsprofile der daraus
geformten in situ Implantate sind in den Abbildungen 3.40 und 3.41 dargestellt. Es ist
darin erkennbar, dass keine signifikanten Anderungen zwischen den einzelnen
Implantaten in der CcC-Freisetzung auftraten. Nach sieben Tagen wurden aus dem
RG 752-Implantat 40 % CcC im Vergleich zu 44 % CcC aus dem mit Hochdruck
behandelten Implantat freigesetzt (Abb. 3.40).
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Abb. 3.40: CcC-Freisetzung aus in situ Implantaten von RG 752 vor und nach
Hochdruckbehandlung (x £ s, n = 6)

0 Referenz

A hochdruckbehandelte Resomer®~Lésung

0 hochdruckbehandelte Resomer®-Formulierung im Endbehéltnis
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Aus dem R 202H-Implantat wurden 67 % CcC im Vergleich zu 66 % aus der
behandelten Probe Uber einen Zeitraum von sieben Tagen freigegeben (Abb. 3.41)
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Abb. 3.41: CcC-Freisetzung aus in situ Implantaten von R 202H vor und nach
Hochdruckbehandlung (x + s, n = 6)

0 Referenz
A hochdruckbehandelte Resomer®~Lésung
0 hochdruckbehandelte Resomer®-Formulierung im Endbehéltnis

Die Hochdruckinaktivierung der Resomer®—FormuIierungen im Endbehaltnis
fihrte ebenfalls zu keiner signifikanten Anderung der Freisetzung von CcC aus den
in situ Implantaten. Der Verlauf der Freisetzungskurven der in situ Implantate der
hochdruckinaktivierten RG 752- bzw. R 202H-Formulierung weicht Uber einen
Zeitraum von sieben Tagen kaum vom Profil der unbehandelten in situ Implantate ab
(Abb. 3.40 und 3.41).

Das gewahlte Verfahren der Hochdruckinaktivierung hat keinen Einfluss auf die
Freisetzung von CcC. Die Ergebnisse aus der Untersuchung der
Materialeigenschaften der Resomere® werden durch die Bewertung der CcC-

Freisetzung aus den in situ Implantaten bestatigt.
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3.3.5.6 Untersuchungen zur Keimreduzierung und Prufung auf Sterilitat

Die Prufung auf Sterilitdt erfolgte mit einer modifizierten Methode, die bereits in
Kapitel 3.3.4.5 beschrieben wurde, am Beispiel von R 202H-Ldsungen. Zur Prufung
der Keimfreiheit nach Hochdruckbehandlung wurden die Proben mit

unterschiedlichen Druck—Temperatur-Zeit-Kombinationen behandelt (Tab. 3.25).

Tab. 3.25: Ergebnisse der Prufung auf Sterilitdt von R 202H/ PEG—L6sungen in
Abhangigkeit von den gewahlten Parametern zur Hochdruckinaktivierung

Parameter zur
Brob Hochdruckbehandlung Priifung auf Sterilitat nach Ph.
robe Temperatur | Druck e Eur. 2.6.1, abgewandelte
Methode
[°C] [kbar] [min]
#1 R 202H/ PEG-L6sung 50 6,8 60 entspricht
2 10
#2 R 202H/ PEG-L6sung 50 4 10 entspricht
6 10
2 10
#3 R 202H/ PEG-L6sung 70 4 10 entspricht
6 10

Eine Variation der Parameter wurde vorgenommen, weil aus der Literatur
bekannt ist, dass eine Druckinaktivierung von Bakteriensporen, beispielsweise von
Bacillus subtilis, schneller und effektiver erfolgt, wenn rasche Druckwechsel erfolgen
108135 Es konnte jedoch gezeigt werden, dass auch ohne Druckwechsel mit den
angewandten Standardparametern (Probe #1) zur Hochdruckinaktivierung bereits die
notwendige Sterilitat erreicht werden kann.

In zahlreichen Untersuchungen zur Hochdruckinaktivierung wurde gezeigt, dass
die Sporen von Bacillus subtilis ein geeigneter Indikator zur mikrobiologischen

100,108-110.135.181 ~ 7,m Nachweis, dass das

Prifung dieses Verfahrens darstellen
Verfahren der Hochdruckinaktivierung zur Keimreduzierung fuhrt, wurden in einem
ersten Versuch Proben mit Bacillus subtilis Sporen definierter Zahl beimpft. Die
Untersuchungen wurden modellhaft durchgefuhrt. Die Hochdruckbehandlung wurde
bei isostatischem Druck (Probe #1) im Vergleich zu einem Druckstufenprogramm
(Probe #2) ohne Thermostatierung der Hochdruckkammer getestet (Tab. 3.26, Abb.

3.43). Als Tragermedium fur die Sporen wurde Wasser fiur Injektionszwecke (Wfl)
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gewahlt. Nach Beimpfung des Wfl mit den Sporenstreifen erfolgte bis zur
Hochdruckbehandlung und auch nach der Hochdruckbehandlung bis zum Zeitpunkt
der Keimzahlprufung eine Kuhllagerung bei 2 — 8 °C zur Vermeidung von
Keimwachstum. Aulierdem wurde eine Referenzprobe, die keiner Inaktivierung mit
hohem Druck ausgesetzt wurde, mitgefuhrt. Alle Proben wurden einer
Keimzahlprifung unterzogen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.26 aufgefuhrt.

Tab. 3.26: Ergebnisse aus der Keimzahlprifung von mit Bacillus subtilis beimpften Wfl-

Proben von hochdruckbehandelten im Vergleich zu einer unbehandelten Probe
(Referenz)

Parameter zur
Hochdruckbehandlung Verdiinnung | Verdiinnung |Verdiinnungen
Pro be Platte 5 » 3 5 4
Temperatur | Druck | Zeit 10 10 107 107 10
[°C] [kbar] | [min]
#1 1 1 22 n.a.
23-51-28 6,8 60
behandelt 2 3 32 n.a.
20-41 2 10 1 3 24 n.a.
#2
behandelt 4-49 4 10
8-56 6 10 2 2 11 n.a.
unbehandelt 1 35 255 n.a.
Referenz unbehandelt 2 23 258 na.

n.a.: nicht auszahlbar, Anzahl der Kolonien zu hoch

Nach Vergleich der Koloniezahlen der behandelten Proben mit der
Referenzprobe wird ersichtlich, dass die Hochdruckbehandlung unter den gewahlten
Bedingungen zu einer Reduktion der lebensfahigen Keime von einer Zehnerpotenz
fuhrte.

Eine Keimreduktion von 10° Keimen wird fiir eine erfolgreiche Sterilisation
gefordert. Ursache der nicht ausreichenden Ergebnisse koénnen die gewahlten
Bedingungen sein, unter denen die Hochdruckinaktivierung der Proben durchgefuhrt
wurde (Abb. 3.42).
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Abb. 3.42: Schematische Darstellung des Druck—Temperatur-Zeit-Verlaufes wahrend
der Druckbehandlung

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Inaktivierung von Bacillus subtilis Sporen
deutlich schlechter ist, wenn die Druckstufen bei niederen Temperaturen erzeugt
werden "%, Zur erfolgreichen Reduktion der Keimsporen wurden Temperaturen um
die 70 °C und rasche Druckwechsel eingesetzt. Bei einer Druckinkubation bei
Raumtemperatur war eine Druckbehandlung von 48 Stunden erforderlich, um eine
Reduktion von 10° Keimen pro ml zu erreichen '*°. Das bedeutet, dass die hohen
Dricke und schnelle Wechsel allein zur ausreichenden Inaktivierung von Bacillus
subtilis Sporen nicht gentigen. Zur erfolgreichen Keimreduzierung muss vielmehr mit
einer Kombination von erhohten Temperaturen und raschen Druckwechseln
gearbeitet werden '°®. Die mikrobiologische Validitat der Hochdruckbehandlung war

jedoch nicht Thema der Arbeit und wurde daher nicht weiterverfolgt.

3.3.5.7 Diskussion und Schlussfolgerungen
Die Empfindlichkeit von Keimen gegenlber hohen hydrostatischen Dricken ist
Voraussetzung fur den Einsatz der Hochdruckbehandlung zur Keimreduzierung von

temperaturempfindlichen ~ Produkten ~ 100:108-110.135.181

In  den durchgeflhrten
Untersuchungen wurde der Einfluss der Behandlung mit hohen Dricken auf die
physikochemischen und anwendungsrelevanten Eigenschaften der ausgewahlten
Resomere® RG 752 und R 202H und deren Formulierungen untersucht. Eine

Zusammenfassung der Ergebnisse ist in Tabelle 3.27 dargestellt.
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Tab. 3.27: Einfluss der Hochdruckbehandlung (7 kbar, 50 °C, 1 h) auf die SZ, Molmassen
und -verteilung, inharente Viskositat, Glasiibergangstemperatur der Resomere® und die
Freisetzung deren Formulierungen

Einfluss der Hochdruckbehandlung auf
Formu- .
® - .
Resomer lierung sz Inharente | Molmassen- Glzsnubse_r Freigabe-
Viskositat verteilung gang verhalten
temperatur
Ausgangs- keine Lésung
stoff o o - - herstellbar
R202H  |Losung | - — na. | na |
Formu-
. n.a n.a n.a n.a —
lierung
Ausgangs- keine Lésung
stoff o T T o herstellbar
RG752  |LOsung | — na- | na. |
Formu-
. n.a. n.a.- n.a. n.a. —
lierung

— Parameter unverandert; n.a.: nicht analysiert

Die Annahme, dass die Struktur der temperatur- und strahlenempfindlichen
Resomere® durch Hochdruck nicht beeinflusst wird, konnte bestétigt werden. Bei den
beiden  untersuchten Resomeren®  konnten  keine  Anderungen  der
physikochemischen Eigenschaften (SZ, inharenten Viskositat, Molmassen,
Glasubergangstemperatur) noch der CcC-Freisetzung festgestellt werden. Dabei gab
es keine Unterschiede zwischen dem Homopolymer R 202H und dem Copolymer RG
752, beide waren gleichermalen stabil. Die hochdruckbehandelten Proben wurden
auch erfolgreich bei der Prafung auf Sterilitat nach Ph. Eur. 2.6.1 getestet. Die
Ergebnisse veranschaulichen deutlich, dass die Hochdruckinaktivierung ein
geeignetes Verfahren darstellt, um materialschonend eine Keimreduzierung der
ausgewahlten Resomer®~Formulierungen durchzufiihren.

Jedoch war die Untersuchung der Keimreduzierung fir ein Sterilisationsverfahren
unzureichend. Die Ursachen dafir sind aber in den ungenugenden
Versuchsbedingungen zu suchen. Es ist anzunehmen, dass eine Optimierung der
Parameter (Temperatur, Druck, Zeit) zu der geforderten 10° log-Stufen-
Keimreduktion fuhren kann. Von B. Sojka und H. Ludwig wurde bereits gezeigt, dass
unter Nutzung anderer Druck—-Temperatur—Zeit-Kombinationen eine erfolgreiche

Sterilisation mittels Hochdruck durchaus méglich ist "%,
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3.3.6 Stabilitat von CcC unter dem Einfluss der Sterilisation

In den vorangegangenen Kapiteln wurde der Einfluss von Standard-
Sterilisationsverfahren im Vergleich Zu den alternativen Verfahren,
Mikrowellensterilisation und Hochdruckinaktivierung, auf die Eigenschaften der
Tragerpolymere, der Resomere®, hin untersucht. Dabei sollte immer eine Sterilisation

6364 und somit ist auch die Stabilitit des

des Endproduktes angestrebt werden
Wirkstoffes, des Modellproteins CcC, in den Bewertungen zu bertcksichtigen.
Nachfolgend sollen die Ergebnisse aus der Untersuchung des Einflusses der
Sterilisationsverfahren auf CcC dargestellt werden. Dazu wurde eine Resomer®-
Formulierung mit dem Copolymer RG 502H und eine Resomer®—Formulierung mit
dem Homopolymer R 202H ausgewahlt und der Einfluss der Schlusssterilisation auf
die Stabilitat von CcC bewertet. Leider war zum Zeitpunkt der Untersuchung der
Stabilitdt von CcC unter den verschiedenen Sterilisationsverfahren das Copolymer
RG 752 vom Hersteller nicht mehr lieferbar. Daher wurde mit dem verfigbaren PLGA
RG 502H gearbeitet. Folgende Sterilisationsverfahren wurden in die Bewertung
einbezogen (Tab. 3.28).

Tab. 3.28:Sterilisationsverfahren und deren Parameter zur Bewertung der Stabilitat von
CcC

Standard-Sterilisationsverfahren Alternative Sterilisationsverfahren

Mikrowellenbehandlung
140 °C bzw. 160 °C
Haltezeit: 15 s; Aufheizzeit: 50 s — 100 s

Behandlung im Autoklav
121 °C, 15 min, 2 kbar

Strahlensterilisation Hochdruckinaktivierung
Dosis: min. 25 kGy y-Strahlen einer *°Co-Quelle |50 °C, 60 min, 7 kbar

Zur Bewertung der Stabilitdt von CcC wurde der Gehalt vor und nach der
Sterilisation bestimmt. Dazu wurde CcC aus der Polymergrundlage extrahiert und
spektralphotometrisch bestimmt.

Der Einfluss der Standardverfahren (Autoklavierung, Strahlensterilisation) im
Vergleich zu den alternativen Verfahren (Hochdruckinaktivierung,
Mikrowellenbehandlung) zur Sterilisation der RG 502H-Formulierung auf die Stabilitat
von CcC ist in Abbildung 3.43 dargestellt.
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Abb. 3.43: CcC-Gehalt vor und nach Sterilisation der RG 502H - Formulierung (x, n = 3)
Unabhangig vom gewahlten Sterilisationsverfahren fuhrte die Behandlung zu
einem CcC-Verlust, wobei der Gehaltsverlust unterschiedlich stark ausgepragt war.
Wie erwartet, wurde durch die Behandlung im Autoklaven CcC nahezu vollkommen
zerstort, nur noch 23 % CcC waren nachweisbar. Die Strahlensterilisation, welche

auch zur Sterilisation von Mikropartikeln 2411

eingesetzt wird, fuhrte zu einem
geringeren CcC-Abbau, 74 % der Modellsubstanz waren noch nachweisbar. Die
Ergebnisse der Untersuchung des Einflusses auf die Stabilitdit von CcC belegen
erneut, dass die Hochdruckinaktivierung, welche hinsichtlich des Einflusses auf die
Stabilitat der Tragerpolymere viel versprechend bewertet wurde, ein Verfahren fur
thermo- und strahlensensitive Formulierungen ist. Nach der Behandlung mit
Hochdruck konnten noch 85 % CcC im Vergleich zum Ausgangsgehalt
nachgewiesen werden. Die Mikrowellenbehandlung fihrte zu ahnlichen
Gehaltsverlusten an Modellprotein wie die Strahlensterilisation, ca. 70 % des
eingesetzten Proteins fanden sich in der Formulierung wieder. Ursache flr den
Gehaltsverlust konnen die zu langen Aufheizzeiten im Vergleich zu den in Japan
etablierten Verfahren sein. Die verlangerte Warmeeinwirkung scheint offensichtlich
auszureichen, um Eiweil3denaturierungen zu verursachen.

Die Auswertung der aus dem Resomer® R 202H hergestellten Formulierungen

ergab vergleichbare Ergebnisse (Abb. 3.44).



3 Ergebnisse und Diskussion Seite 124 von 139

B Referenz @ Probe

100

80

60

CcC-Gehalt [%]

40

20

Autoklav Strahlen Mikrowelle Hochdruck

Abb. 3.44: CcC-Gehalt vor und nach Sterilisation der R 202H—Formulierung (x, n = 3)

Die Hochdruckinaktivierung fuhrte wiederum zu den besten Resultaten, noch
88 % CcC fanden sich in der R 202H-Formulierung wieder. Die Behandlung im
Autoklav verursachte auch in dieser Formulierung einen erheblichen CcC-Verlust.
Vergleichbare Ergebnisse wurden wiederum durch die Mikrowellenbehandlung und
die Strahlensterilisation erreicht.

In Auswertung der Untersuchung des Einflusses der Sterilisation auf die Stabilitat
der Tragerpolymere und Modellprotein stellt sich die Hochdruckinaktivierung als
materialschonendes Verfahren dar. Damit wurden die Aussagen der Literatur
bestatigt, dass die Sterilisation mit Hochdruck fir hitze- und strahlenlabile

Substanzen geeignet ist '9%'%

. Thermische Verfahren wie die Behandlung im
Autoklaven sind flr Formulierungen, die mit einem Protein beladen sind, dagegen
nicht anwendbar. Auch die Strahlensterilisation ist fur die ausgewahlte
Depotformulierung nicht einsetzbar. Die Mikrowellenbehandlung kénnte bei
Reduzierung der Aufheizzeiten durch Einsatz von leistungsfahigeren Geraten eine

madglich Alternative darstellen.



4 Zusammenfassung Seite 125 von 139

4 Zusammenfassung und Schlussbetrachtung

Die vorliegende Arbeit stellt Ergebnisse der Untersuchung zur Sterilisation von
bioabbaubaren Depot-Injektionsformen vor. Dazu wurde zunachst die ausgewahlte
Depotformulierung, das in situ Implantat, unabhangig von den Resomer"-
Formulierungen betrachtet. Die Modellformulierung wurde hinsichtlich der Stabilitat
der Resomere® und der Modellsubstanz, dem CcC, bewertet. Copolymere wie RG
752 sind in der Rezeptur instabiler als das Homopolymer R 202H. Es ist somit
erforderlich, dass die Formulierungen im Kihlschrank bei 2 — 8 °C gelagert werden.
Des Weiteren wurden Methoden zur Charakterisierung der Resomere® und der
daraus hergestellten Arzneiformen aufgezeigt und vorgestellt. Es wurden analytische
Verfahren ausgewanhlt, die Rickschlisse auf die polymere Struktur der PLA bzw.
PLGA zulassen. Zur Bestimmung der Molmassen und deren Verteilung wurde die
direkte Bestimmungsmethode, die GPC, verwendet. Alternativ zur Charakterisierung
des Molekulargewichtes wurde die Bestimmung der inharenten Viskositat, die
apparatetechnisch ein einfaches Verfahren darstellt, eingesetzt. Jedoch konnte diese
Methode nur zur Bestimmung des Ausgangsmaterials verwendet werden.

Die Bestimmung der SZ, die eine Maldzahl Uber die Anzahl freier Sauregruppen
ist, lasst Ruckschlisse auf die polymere Struktur der Resomere® zu. Je grol3er die
Anderung der SZ ist, desto wahrscheinlicher ist die Spaltung der Resomer®-Ketten
durch  Verseifungsreaktionen. Im indirekten = Zusammenhang mit dem
Molekulargewicht der Polymere stehen die thermischen Eigenschaften wie
beispielsweise die Glasubergangstemperatur. Eine Abnahme der Glastemperatur ist
mit einer Abnahme/Anderung des Molekulargewichtes eines Polymers verbunden.
Zur Charakterisierung der Resomer®-FormuIierungen wurde die Freisetzung der
Modellsubstanz CcC aus den in situ Implantaten ausgewahlt. Die Wirkstofffreigabe
aus diesen Systemen ist in hohem Male qualitatsrelevant.

Im Hauptteil der Arbeit wurde die Sterilisierbarkeit der ausgewahlten
Modellformulierung untersucht. Es wurde der Einfluss der Sterilisationsverfahren auf
die Stabilitat der Formulierungen insbesondere der matrixbildenden Resomere”, aber
auch des Modellproteins CcC bewertet. Ziel war es, ein geeignetes
Sterilisationsverfahren fiir bioabbaubare Depotformulierungen, im Idealfall als

Sterilisation im  Endbehdltnis, zu finden. Dazu wurden  Standard-

Sterilisationsverfahren des Europaischen Arzneibuches mit alternativen Methoden
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verglichen. Als Standardverfahren wurden die Sterilisation mit Hitze und die
Strahlensterilisation betrachtet. Die Mikrowellenbehandlung und die
Hochdruckinaktivierung wurden als alternative Methoden zur Keimreduzierung, die in

Europa bisher nicht fur humane Arzneimittel angewendet wurde, ausgewahlt. Die

Resomer®-FormuIierungen stellten dabei hohe Anforderungen an die
Sterilisationsverfahren, da davon auszugehen war, dass thermische und
mechanische Belastungen sowie Strahleneinwirkung strukturelle Veranderungen der
PLA und PLGA ausldsen kénnen.

Die HeilBluftsterilisation ist die Methode der Wahl fur nicht wassrige

63

. . . ® . . .
Formulierungen wie die Resomer -Formulierungen Die Ergebnisse zur

Untersuchung des Einflusses der trockenen Hitze auf die thermosensitiven
Resomere®, als Ausgangsmaterial und in PEG 400 gelost, veranschaulichen
deutlich, dass dieses Verfahren fur diese Produkte nicht praktikabel ist. Die Polymere
wurden hierbei zerstort (Abb. 3.45 und 3.46).
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Abb. 3.45: M,, Myund SZ der R 202H-LAsungen in Abhangigkeit vom angewandten
Sterilisationsverfahren
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Das Standardverfahren, die Sterilisation mit y-Strahlen, ist die einzig akzeptable
Methode flr bioabbaubare Depotformulierungen mit den matrixbildenden
Resomeren®. Die Ergebnisse belegen jedoch, dass die untersuchten
Modellformulierungen in allen Herstellungsstufen nicht strahlensterilisiert werden
konnen. Der Energieeintrag durch die +-Strahlen fiihrte zu signifikanten
Veranderungen der physikochemischen Eigenschaften der Resomere® und damit

auch zu Veranderungen im Freigabeverhalten der Implantate (Abb. 3.45 und Abb.
3.46).
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Abb. 3.46: M,,, Myund SZ der RG 752-Lésungen in Abhangigkeit vom angewandten
Sterilisationsverfahren
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Mit dem Ziel der Findung eines Sterilisationsverfahrens flr bioabbaubare
Depotformulierungen, im Idealfall als Sterilisation im Endbehaltnis, wurden auch
alternative Methoden zur Keimreduzierung untersucht. Ausgewahlt wurden die
Mikrowellenbehandlung und die Hochdruckinaktivierung.

Die Sterilisation mit Mikrowellen ist ein Verfahren zur Herstellung von sterilen
Injektionspraparaten, die thermo- und strahlensensitive Eigenschaften aufweisen. Die

. ® . .
untersuchten Parameter wie SZ, Molmassen der Resomere und die Freisetzung aus
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den Implantaten wurden unter Mikrowellenbehandlung verandert (Abb. 3.45 und
3.46). Diese Ergebnisse stehen der Anwendung des Verfahrens als
materialschonendes Sterilisationsverfahren, wie es nach Japanischer Pharmakopoe
modglich ist, entgegen. Madglicherweise sind die verlangerten Aufheizzeiten, die
aufgrund der fur diese Arbeit zur Verfugung gestandenen leistungsgeminderten
Mikrowellen notwendig waren, Ursache fur den nachteiligen Einfluss der
Mikrowellengerdten auf die Resomer -Eigenschaften. Eine Priifung der
Anwendbarkeit des Verfahrens mit veranderten Temperatur-Zeit-Profilen und
leistungsstarkeren Mikrowellen fur die Sterilisation der Resomer®-FormuIierungen
erscheint daher sinnvoll.

Des Weiteren wurde die Hochdruckinaktivierung als alternatives Verfahren zur
Sterilisation der bioabbaubaren Depotformulierungen untersucht und bewertet. Es
konnte gezeigt werden, dass die Hochdruckinaktivierung keinen nachteiligen Einfluss
auf die Eigenschaften der Resomere® und deren Formulierung hat. Alle untersuchten
Parameter wie SZ, Molmassen, inharente Viskositat, Glasibergangstemperatur und
Freisetzung wurden nicht verandert (Abb.3.45 und 3.46).

Hinsichtlich des Einflusses auf den Modellwirkstoff CcC wurde in den Resomer®-
Formulierungen nach Hochdruckinaktivierung im Vergleich zu den anderen
untersuchten Sterilisationsverfahren der héchste CcC-Gehalt wieder gefunden. Die
Ergebnisse veranschaulichen deutlich, dass die Hochdruckinaktivierung ein
materialschonendes Verfahren darstellt. Des Weiteren wurden die mit Hochdruck
behandelten Resomer®-Formulierungen auf Sterilitit getestet. Sie entsprachen der
Prifung auf Sterilitat. Jedoch konnte bei den Untersuchungen zur Keimreduzierung
von Bacillus subtilis Sporen mit Hochdruckbehandlung nur eine Reduktion um eine
Zehnerpotenz nachgewiesen werden, was fur ein Sterilisationsverfahren nicht
ausreichend ist. Als Ursache flr die unzureichenden Ergebnisse waren die gesetzten
Temperatur-Druck—Zeit—Parameter zu  sehen. Bei  Optimierung  dieser
Inaktivierungsbedingungen (Temperatur, Druck, Zeit) ist eine ausreichende
Keimreduktion von 10° Keimen des Bacillus subtilis wahrscheinlich. Jedoch wurden
im Rahmen dieser Arbeit hinsichtlich der mikrobiologischen Sicherheit der
Hochdruckinaktivierung keine weiteren Optimierungsversuche vorgenommen, da
vorrangig der Einfluss der Sterilisationsverfahren auf die Resomer®-Formulierungen

untersucht und bewertet werden sollte.
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Zusammenfassend muss so festgestellt werden, dass eine Schlusssterilisation
der untersuchten Resomer®-Formulierungen im Endbehaltnis nicht méglich ist. Es ist
beim aktuellen Stand der Untersuchung eine aseptische Herstellung erforderlich. Die
Hochdruckinaktivierung stellt jedoch hinsichtlich der qualitatsrelevanten Parameter
der Depotformulierungen ein viel versprechendes und anwendbares Verfahren dar.
Es sind zur Etablierung dieses Verfahrens zur Sterilisation von humanen
Injektionspraparaten jedoch noch umfangreiche Untersuchungen hinsichtlich der
mikrobiologischen Sicherheit erforderlich, was ebenfalls ein Ergebnis dieser Arbeit

ist.
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