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Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

Neue Erkenntnisse in der Forschung zur medikamentésen Behandlung verschiedener
Krankheitsbilder und Fortschritte in der Pharmazeutischen Biotechnologie fuhren in den letzten
Jahren immer hdaufiger dazu, dass anstelle klassischer niedermolekularer Wirkstoffmolekile
biotechnologisch gewonnene Proteine flir die Pharmakotherapie entwickelt und verwendet werden.
Beispielsweise werden Interleukine in der Krebstherapie, Interferone in der Therapie der Multiplen
Sklerose und der chronischen Hepatitis C sowie Antikorper in der Therapie der rheumatoiden

Anrthritis mit groRem Erfolg eingesetzt.

Klassische Wirkstoffe werden in der Regel peroral verabreicht. Dieser Applikationsweg ist bei
Proteinen durch deren fehlende Resorption und die Anfalligkeit fir Denaturierungsreaktionen nicht
maoglich: Aufgrund der komplexen Proteinstruktur und der zahlreichen labilen, fiir Abbaureaktionen
anfalligen Stellen am Peptidgrundgerist stellen Proteine im Vergleich zu klassischen Arzneistoffen
erhdhte Anforderungen im Bezug auf den Umgang und die Verarbeitung. Dadurch stellen sie eine

Herausforderung fiir die Pharmazeutische Technologie dar.

Proteine werden aus den oben genannten Grinden meist parenteral verabreicht, da aus der nicht-
parenteralen Gabe eine schlechte Bioverfligbarkeit resultiert (Degim & Celebi, 2007). Der im
Handel befindliche Wirkstoff Desmopressin (Minirin, Peptidanalogon des Vasopressins) weist
beispielsweise als perorale Arzneiform eine absolute Bioverfligbarkeit von nur 0,16 % auf, die
durch nasale Applikation auf 10 % erhoht werden kann (Rote Liste 2008). Ein weiteres Beispiel ist
das im Herbst 2007 vom Markt genommene inhalierbare Insulinpraparat Exubera mit einer relativen
Bioverfugbarkeit von 10 % (Referenz: schnell wirkendes subkutan appliziertes Humaninsulin)
(EMEA, 2008). Weiterhin werden die buccale, rektale und vag<inale Anwendung erforscht, bislang
jedoch ohne groflen Erfolg (Degim & Celebi, 2007). Diese Beispiele zeigen sowohl die
Notwendigkeit als auch die Schwierigkeiten bei der Neuentwicklung von Darreichungsformen, die

flir Proteine geeignet sind.

Der Fokus der Forschung wird derzeit auf parenteral applizierbare Depot-Praparate gelegt, da eine
h&ufige parenterale Applikation der Patienten-Compliance nicht zutrdglich ist. Neben der damit
verbundenen Reduktion der Applikationsh&ufigkeit liegt ein weiterer Vorteil von Depot-Préparaten
in einer verringerten ben6tigten Dosis gegentiber einer schnellfreisetzenden Arzneiform. Der Grund

dafir liegt darinbegriindet, dass durch die langsame, kontinuierliche Freisetzung des Wirkstoffs aus
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der Arzneiform die im menschlichen Korper intra- und extrazellular vorkommenden Proteasen die

inkorporierten Proteine nicht abbauen kdnnen (Degim & Celebi, 2007).

Als Darreichungsform fiir die vorliegende Arbeit werden Mikropartikel ausgewéhlt, aus denen der
Wirkstoff kontrolliert Gber einen langeren Zeitraum hinweg freigesetzt werden soll. Das den
Mikropartikeln zugrunde liegende Zweiphasensystem (aqueous two phase system = ATPS) kommt
ohne die Verwendung organischer Losungsmittel aus. Da die bereits beschriebene De-
naturierungsgefahr vermehrt in Systemen auftritt, die organische Losungsmittel enthalten (Inoue &
Timasheff, 2004; Miroliaei & Nemat-Gorgani, 2002), stellt dies einen bedeutenden Vorteil dar. Die
in der vorliegenden Arbeit verwendete Methode zur Herstellung des wassrigen Zweiphasensystems
beruht auf dem Ph&nomen, dass beim Mischen zweier Polymerdispersionen eine Phasenseparation
eintreten kann. Durch die niedrige Grenzflachenspannung zwischen den beiden resultierenden
Phasen entsteht bei geringem mechanischem Energieeintrag eine Wasser-in-Wasser-Emulsion, bei
der sich die disperse Phase gleichmaRig mit einer TropfengréRe von ca. 10-50 um in der
kontinuierlichen Phase verteilt. Die so entstandene Emulsion ist instabil und trennt sich nach einiger
Zeit wieder in zwei nicht miteinander mischbare Phasen auf. Bei der Verwendung von
quervernetzbaren Polymeren in der dispersen Phase kann durch einen Polymerisationsschritt nach
dem Dispergieren der Phasen die Ausbildung von Mikropartikeln durch die Quervernetzung der

Polymerketten erreicht werden.

Durch die ausschlie3liche Verwendung von Wasser als Dispersionsmittel miissen die verwendeten
Hilfsstoffe wasserldslich bzw. wasserdispergierbar sein, um kolloiddisperse Ldsungen zu erhalten.
Dariiber hinaus sollen die verwendeten Polymere eine hervorragende Biokompatibilitat aufweisen
und die Proteinstruktur nicht beeinflussen. Diese Anforderungen werden in den Eigenschaften der
Hydrogelbildner vereint. Hydrogele bestehen aus einem Netzwerk von Polymeren, die — abhdngig
vom Vernetzungsgrad — durch Wasserzugabe unter betrachtlicher Volumenzunahme quellen und

dadurch eine proteinfreundliche Umgebung schaffen.

Ein weiterer wiinschenswerter Aspekt ist, dass die Hilfsstoffe bereits fur die Verwendung in
Arzneimitteln zugelassen sind. Die drei Bestandteile des in dieser Arbeit verwendeten
Zweiphasensystems sind Hydroxyethylstarke (HES) als Hydrogelbildner, Polyethylenglykol (PEG)
als zweites Polymer und Wasser. Hydroxyethylstérke ist in zwei verschiedenen Modifikationen
(130/0,4 und 200/0,5) in derzeit insgesamt 11 zugelassenen Fertigarzneimitteln als Plasmaexpander
auf dem Markt (Rote Liste 2008). Hydroxyethylstdrke kann durch die zahlreichen im Molekul

vorhandenen Hydroxyethyl-Reste dahingehend chemisch modifiziert werden, dass die fur eine

2
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Polymerisation der Polymerketten notwendigen quervernetzbaren Gruppen ins Molekil eingefligt
werden konnen und so die Herstellung von Mikropartikeln durch Quervernetzung maoglich ist. Fur
diese Arbeit werden dazu Hydroxyethylmethacrylatgruppen (HEMA) kovalent in die HES-Struktur
eingefigt und es entsteht HES-HEMA. Diese Modifikation ist derzeit noch nicht in
Fertigarzneimitteln auf dem Markt, jedoch gibt es Untersuchungen, die dessen fehlende
Zytotoxizitat belegen (Scheibe, 2008).

Das zweite in dieser Arbeit verwendete Polymer, Polyethylenglykol, ist in verschiedenen Ketten-
langen derzeit in 13 verschiedenen Praparaten als osmotisch aktives Laxans zugelassen (Rote Liste
2008) und kommt auBerdem in 1 850 zugelassenen Arzneimitteln als Hilfsstoff vor, u. a. auch in
Parenteralia. Durch den Einsatz in zugelassenen Arzneimitteln kann von einer gut dokumentierten

physiologischen Unbedenklichkeit dieses Stoffes ausgegangen werden.

Zur besseren Steuerbarkeit und zur Prozessoptimierung bei der Herstellung von Arzneimitteln ist es
notwendig, das Grundsystem ausreichend zu kennen und beurteilen zu kénnen. Aus diesem Grund
beschéftigt sich diese Arbeit sowohl mit physiko-chemischen Grundlagen des ausgewahlten
Zweiphasensystems, als auch mit der Herstellung und Charakterisierung von Mikropartikeln auf
dessen Basis. Es werden verschiedene Einflisse auf das ATPS aus HES, PEG und Wasser
untersucht, wie z. B. der Einfluss der Temperatur und des pH-Wertes. Weiterhin werden die
Verteilung von zusétzlich eingebrachten Hilfsstoffen und Wirkstoffen im Zweiphasensystem und
deren gegenseitige Beeinflussung untersucht. Die so gewonnenen Erkenntnisse kénnen mit den
Ergebnissen der Herstellung und Charakterisierung von Mikropartikeln verknlpft und bewertet

werden.
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2 Allgemeiner Teil

2.1 Wassrige Zweiphasensysteme

2.1.1 Allgemeines
2.1.1.1  Begriffsdefinition und Beispiele

Ein wassriges Zweiphasensystem entsteht beim Mischen zweier Polymerldsungen oder einer Salz-
und einer Polymerlésung. Dabei erhalt man zwei fllissige Phasen, in denen jeweils eines der beiden
Polymere in einer sehr hohen Konzentration vorliegt. Die Phasen bestehen jedoch nicht
ausschlief3lich aus einem der beiden Polymere und Wasser, sondern es ist jeweils auch ein geringer
Anteil des anderen Polymers geldst (Gupta et al., 1999; Shanbhag & Axelsson, 1974). Die obere

Phase hat durch einen hoheren Wassergehalt eine niedrigere Dichte (Johansson, 1974).

In der Biochemie und Biotechnologie werden wassrige Zweiphasensysteme aus makromolekularen
Bestandteilen fur die Separation und Reinigung von Zellen und Zellorganellen genutzt (Albertsson,
1977; Hatti-Kaul, 2001) und diesbeziglich auch erstmals erwéhnt. Beispiele fir natirliche
Polysaccharide, die mit Salzen Zweiphasensysteme ausbilden, sind Alginate, Gellan und
Scleroglucan (Coviello et al., 2007). Da Zweiphasensysteme aus einer Polymerldosung und einer
Salzlsung fir diese Arbeit von untergeordneter Bedeutung sind, wird im Weiteren hauptséchlich
auf Zweiphasensysteme mit zwei unterschiedlichen Polymeren eingegangen, die in Tabelle 2-1 als

Ubersicht dargestellt sind.

Durch den hohen Wassergehalt (85-99 %) der Zweiphasensysteme ergibt sich ein Milieu, das fur
biologisch aktive Molekiile hervorragend geeignet ist. Die in den Systemen auftretende niedrige
Grenzflachenspannung zwischen den Phasen erlaubt die Anreicherung von Proteinen in einer der
beiden Phasen ohne Verlust der Proteinaktivitit. Die Einstellung des Verteilungsgleichgewichtes
von Proteinen im System wird nach dem Mischen durch die kleine Tropfengréf3e im unteren
Mikrometerbereich und der daraus resultierenden groRen Tropfenoberflache sowie den geringen
Distanzen zwischen den einzelnen Tropfen erleichtert (Gupta et al., 1999).

In jungerer Zeit werden Zweiphasensysteme aus zwei verschiedenen Polymeren hdufig fir die
Herstellung von Mikropartikeln eingesetzt, in die Arzneistoffe wie z. B. Proteine oder Peptide

eingebettet werden kdnnen. Ein bedeutender Vorteil dieser neuen Methode ist die Mdglichkeit,

4
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Mikropartikel ohne die Verwendung organischer Lésungsmittel herzustellen. Eines der am besten
untersuchten Systeme ist das Zweiphasensystem aus Dextran und PEG (Walter & Johansson, 1986;
Minchow et al., 2008).

Tabelle 2-1:  Ubersicht gangiger wassriger Zweiphasensysteme

Polymer 1 Polymer 2 Quelle

Carrageenan Agar Coviello et al., 2007
Gelatine

Dextran Polyvinylalkohol Albertsson, 1958
Methylcellulose Albertsson, 1958
Ethylhydroxyethylcellulose Albertsson, 1958

Gummi arabicum Gelatine Daniels & Mittermaier, 1992

Polyethylenglykol Polypropylenglycol Albertsson, 1958
Polyvinylpyrrolidon Albertsson, 1958
Polyvinylalkohol Albertsson, 1958
Maltodextrin da Silva & Meirelles, 2000
Hydroxypropylstarke Tjerneld et al., 1986

Madeira et al., 2008

Dextran Albertsson, 1958

Gunduz, 2000
Madeira et al., 2008
Stenekes, 1999

Polypropylenglycol Polyvinylpyrrolidon Albertsson, 1958
Dextran Albertsson, 1958
Xanthan Chitosan Coviello et al., 2007

2.1.1.2  Losevorgang von Polymeren in Wasser

Beim Ldsevorgang eines Polymers in Wasser liegen die Molekile anfangs einzeln vor. Beim
Ansteigen der Polymerkonzentration kommt es zu deren Anndherung und die Polymerketten
interagieren miteinander, so dass es zur Ausbildung eines Polymernetzwerkes kommt. Die
Konzentration ¢’, ab der es zur Ausbildung des Netzwerkes kommt, kann mit Gleichung 2-1 (nach

Cabezas et al., 1996) berechnet werden.
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¢ = Gleichung 2-1

c* Konzentration

R Polymer-Radius

Wird ein einzelnes hydrophiles Polymer in Wasser gel6st, kann die Entropie im System zunehmen
(AS positiv) oder abnehmen (AS negativ). Die Abnahme der Entropie kann am Beispiel von
Methylcellulose beobachtet werden: wahrend sich Methylcellulose in kaltem Wasser 16st, kommt es
bei einer Temperaturerhéhung (Tribungspunkt) zu einem Ausfallen von Methylcellulose. Bei einer
Zunahme der Entropie kommt es jedoch zu einer negativen freien Enthalpie AG, was zur
Ausbildung einer kolloidalen Lésung fuhrt (Gleichung 2-2). Dies ist eine exergone Reaktion, die

unter den gegebenen Bedingungen (Konzentrationen) spontan ablauft.

AG=AH -T - AS Gleichung 2-2

AG freie Enthalpiednderung

AH Mischungsenthalpieanderung
T Temperatur

A4S Entropiednderung

2.1.1.3  Entstehung von Zweiphasensystemen

Die begrenzte Mischbarkeit von Polymerldsungen und die dadurch entstehende Mischungslicke
sind abhéngig von der Polymerkonzentration im System. In stark verdiinnten Polymerldsungen
werden die Molekule durch mehrere Schichten des Ldsungsmittels voneinander getrennt, so dass
die Polymermolekiile keine direkten Wechselwirkungen miteinander eingehen kdnnen (Cabezas,
1996). Ubersteigen die Konzentrationen einen bestimmten Wert, kommt es zu Wechselwirkungen

zwischen den Polymeren und diese kénnen ausfallen.

Die beim Mischen zweier Polymerlésungen entstehende Phasenseparation in wassrigen Zwei-
phasensystemen wird durch eine Vielzahl von Wechselwirkungen zwischen den eingesetzten
Polymermolekilen  hervorgerufen. Dazu gehtéren u.a.  Wasserstoffbrickenbindungen,
ladungsbedingte Wechselwirkungen, Van-der-Waals-Kréfte, Polaritat, Oberflacheneigenschaften
und sterische Effekte (Gupta et al., 1999). Auch chemische Eigenschaften (Gupta et al., 1999) und

die MolekiilgroRe (Cabezas, 1996) der Polymere spielen hierbei eine grofie Rolle.
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Die Anwesenheit eines zweiten Polymers P2 in einer Polymerldsung P1 reduziert die statistisch
mdoglichen Anordnungsmaoglichkeiten des Polymers P1, d. h., die Mischungsentropie wird — im
Vergleich mit einem einzelnen Polymer in Losung — weniger positiv. Dadurch reduziert sich die
Anzahl an freien Losungsmittelmolekilen, wodurch der Entropiebeitrag deutlich kleiner wird. Die
Mischungsenthalpie H steigt durch die AbstoBungskrafte zwischen den Polymeren an. Dies flhrt
zur Erh6hung der Gesamtenergie des Systems, wodurch dieses einen thermodynamisch ungiinstigen
Zustand erreicht. Es kommt zur Ausbildung einer Mischungslicke und damit zur Phasentrennung
(Stenekes et al., 1999; Huddleston et al., 1991).

Eine weitere Theorie zur Entstehung eines Zweiphasensystems beim Mischen zweier
Kolloiddispersionen ist das Phdnomen der Flockung durch Verarmung der Grenzflache (Everett,
1992). Diese Theorie ist fur nur nicht-adsorbierende Polymere anwendbar, d. h., es dirfen keine
Anlagerungsprozesse des Polymers P1 an der Oberflaiche des Polymers P2 erfolgen. Beim
Versetzen einer kolloidalen Dispersion mit einem zweiten Polymer (Abbildung 2-1 (A)) kann es zu
einer Phasenseparation kommen, bei der eine polymerarme und eine polymerreiche Phase
entstehen. Dieses Phanomen wird als Verdrangungsflockung ("depletion flocculation™) bezeichnet.
Bei der Annaherung zweier gleicher Polymermolekiile P2 in einer Polymerlésung P1 (Abbildung
2-1 (B)) kommt es zu einer "kritischen Distanz“ zwischen diesen beiden Molekilen. Diese sog.
Verdrangungsschicht (,,depletion layer”“) weist eine Dicke auf, die in etwa dem Radius der
Molekiilbewegung des Polymers entspricht. Wird dieser Abstand unterschritten, werden die
Polymerketten des Polymers P1 zwischen den Polymerpartikeln P2 verdrangt und die Ketten richten
sich zur Bulkphase aus (Abbildung 2-1 (C)), wodurch es zur P1-Verarmung an der Grenzschicht
kommt. Folglich entsteht ein Bereich mit reinem Loésungsmittel zwischen den beiden Molekulen.
Die Polymerkonzentration auf der Partikeloberfliche im Spalt ist nahe Null und steigt zur
Bulkphase hin an. Dadurch entsteht ein osmotischer Druck-Gradient, wodurch das Lésungsmittel
aus dem Spalt zwischen den beiden Polymermolekilen P2 gesaugt wird. Daraus resultiert eine
Anziehungskraft zwischen den Molekilen P2 (Abbildung 2-1 (D)) und es kommt zur Auftrennung
der Phasen (Hunter, 2001; Yan et al., 2000; Cabezas, 1996; Everett, 1992). Dies erklart auch,
warum diese Theorie nur flr nicht-adsorbierende Polymere gilt: Adsorbierende Polymere wirden
sich nicht ohne Energieaufwendung aus dem Spalt zwischen den Polymermolekiilen P2 verdréangen

lassen und es wirde somit kein osmotischer Gradient aufgebaut werden kénnen.
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Abbildung 2-1:  Schematische Darstellung der Verdrangungsflockung (Erklarung siehe Text)

Ein weiterer Grund fiir die Ausbildung von Zweiphasensystemen wird von Huddleston et al. (1991)
beschrieben: Polymere richten sich beim Ldsen in Wasser in einer bestimmten Orientierung aus und
verédndern dadurch die Wasserstruktur. Werden die Ldsungen zweier inkompatibler Polymere
zusammengegeben, sind auch die Wasserstrukturen nicht miteinander kompatibel. Die beiden
Polymere sind somit nicht optimal hydratisiert und es kommt zur Phasenseparation. Je hoher die
Konzentration der Polymere in LOsung ist, desto starker wird die Wasserstruktur verdndert. Dies
erklart auch, warum es in Systemen mit niedrigen Konzentrationen der Polymere zu einer
Mischbarkeit und erst ab einer fiir das ATPS spezifischen Konzentration zur Ausbildung einer

Mischungsliicke kommt.

In der Literatur finden sich weitere Theorien zum Mechanismus der Entstehung von Zweiphasen-
systemen. Einen sehr ausfiihrlichen Uberblick gibt Cabezas (1996).

Zur Darstellung des Phasenverhaltens von ternaren und pseudoterndren Systemen wird haufig das
Gibbs’sche Phasendreieck genutzt. In Abbildung 2-2 wird dies am Beispiel eines Drei-

komponentensystems aus HES, PEG und Wasser gezeigt.
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Abbildung 2-2:  Graphische Darstellung fiir Dreikomponentensysteme und Systeme mit

begrenzter Mischbarkeit nach Gibbs

In Abbildung 2-2 sind die Binodalkurve und eine Konode des Systems eingezeichnet. Die
Binodalkurve ist die Grenze zwischen dem heterogenen Zweiphasengebiet (Mischungsliicke) und
dem homogenen Einphasengebiet (vollstandige Mischbarkeit). Die Konode verbindet zwei auf der
Binodalkurve liegende Zustandspunkte, die miteinander im Phasengleichgewicht stehen. Das
Phasengleichgewicht ist erreicht, wenn Polymer P1 mit seiner Sattigungskonzentration in
Polymerphase P2 gel6st ist und umgekehrt. An den Punkten, an denen sich die Konode und die
Binodalkurve treffen, ist die Zusammensetzung der oberen Phase (PEG-Phase) und der unteren
Phase (HES-Phase) ablesbar (Walter & Johansson, 1986). Als ,kritischer Punkt* wird der Punkt auf
der Binodalkurve bezeichnet, an dem die Konodenlénge ,,0* betragt (Hatti-Kaul, 2000).

In der Praxis wird haufig eine vereinfachte Darstellung (siehe Abbildung 2-3) mit nur zwei Achsen
verwendet. Auf der x-Achse wird die Konzentration des ersten Polymers, auf der
y-Achse die Konzentration des zweiten Polymers im System aufgetragen. Der Wasseranteil ergibt
sich durch die Subtraktion der beiden Werte von 100 % (Stenekes et al., 1999; Walter & Johansson,
1986). Alle Systeme, die auf der Verbindungsgeraden A/C liegen (Konode), haben die gleiche
chemische Zusammensetzung der oberen und der unteren Phase, die durch die Punkte A und C
angegeben wird. Diese Systeme unterscheiden sich nur durch den Volumenanteil der Phasen:
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Waéhrend am Punkt D; die untere Phase ein kleines Volumen im Vergleich zur oberen Phase
aufweist, wird das Volumen der unteren Phase in Richtung C immer gréRer, so dass sich die
Phasenverhaltnisse umkehren (D3). Punkt B gibt den kritischen Punkt des Systems an (Huddleston
etal., 1991).
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Abbildung 2-3: In der Praxis haufig verwendete graphische Darstellungsméglichkeit fir

Dreikomponentensysteme und Systeme mit begrenzter Mischbarkeit

2.1.1.4  Grenzflachenspannung von Zweiphasensystemen

Die Grenzflachenspannung zwischen den beiden entstehenden gesattigten Polymerphasen ist fur ein
ATPS aus PEG und Dextran mit einem Wert von ca. 101 mN/m (Wu & Zu, 1998) bzw. fiir ein
ATPS aus PEG und Maltodextrin mit einem Wert von 0,04-0,12 mN/m (Giraldo-Zuniga et al.,
2009) um ein Vielfaches geringer als in Zweiphasensystemen aus einer organische Phase und
Wasser. Die Grenzflachenspannung ist u. a. abhéngig von der Konodenlénge des Systems und dem
Molekulargewicht der verwendeten Polymere: Die Grenzflachenspannung steigt sowohl mit
zunehmender Konodenlange als auch mit zunehmendem Molekulargewicht der Polymere (Forciniti
et al., 1990; Giraldo-Zuniga et al., 2009), wobei in einem System aus PEG und Dextran der Einfluss
des Molekulargewichtes von PEG deutlich starker ausgeprégt ist als der Einfluss des

Molekulargewichtes von Dextran (Forciniti et al., 1990). Trdgt man den Logarithmus der
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Grenzflachenspannung gegen den Logarithmus der Konodenlange auf, ergibt sich ein linearer
Zusammenhang. Vergleicht man Systeme aus PEG und Dextran mit jeweils unterschiedlichen
Kettenldngen, kommt es mit zunehmender Kettenldnge der Polymere zu geringeren Steigungen.
Dies deutet darauf hin, dass Systeme, die naher am ,kritischen Punkt* liegen (kurze Konode)
empfindlicher auf die Anderung des Molekulargewichtes reagieren als Systeme, die vom Kritischen
Punkt weiter entfernt liegen (lange Konode). Einen weiteren exponentiellen Zusammenhang gibt es
zwischen der Grenzflachenspannung und der Differenz der Dextran- bzw. PEG-Konzentration
zwischen der oberen und der unteren Phase. Dadurch ist es moglich — bei Kenntnis der Volumina
der Phasen und der Polymerkonzentration — die Zusammensetzung der Phasen zu berechnen
(Forciniti et al.,, 1990). Auch der pH-Wert beeinflusst die Grenzflachenspannung von
Zweiphasensystemen. So steigt in einem PEG-Dextran-ATPS  beispielsweise  die
Grenzflachenspannung mit steigendem pH-Wert: Wéhrend die Grenzflachenspannung im pH-
Bereich von 2 bis 6 relativ konstant ist, steigt diese ab pH 7 sprunghaft an (Schluck et al., 1995).
Die Temperaturabhdngigkeit der Grenzflachenspannung von Zweiphasensystemen aus PEG und
Dextran ist von Forciniti et al. (1990) ebenfalls untersucht worden. Hier gibt es jedoch keinen
klaren Zusammenhang: Die Grenzflachenspannung kann bei einer Temperaturdnderung — abhangig

von der Konodenlange — fallen, konstant bleiben oder steigen.
2.1.1.5  Viskositat von Zweiphasensystemen

Die Viskositat von Zweiphasensystemen wird ebenfalls durch das Molekulargewicht der Polymere
bestimmt. Mit steigendem Molekulargewicht steigt die Viskositat der Phasen, wobei die Viskositat
der unteren Phase sowohl im Maltodextrin/PEG-ATPS (Giraldo-Zuniga et al., 2009) als auch im
Hydroxypropylstarke/PEG-ATPS (Venancio et al., 1996) stets groRer ist. Brooks & Norris-Jones
(2000) beschreiben fir ein ATPS aus PEG und Dextran, dass mit steigender Entfernung vom
»Kritischen Punkt® die Viskositat der Dextran-Phase stark steigt, wohingegen die Viskositdt der
PEG-Phase nahezu konstant bleibt. Der Grund dafiir liegt darin, dass Dextran mit steigender
Entfernung vom ,kritischen Punkt* immer weiter von der PEG-Phase ausgeschlossen wird. Die
Kenntnis der Viskositdt ist wichtig, weil durch die Viskositdit der Phasen auch die
Verteilungsvorgédnge im Zweiphasensystem z. B. von Proteinen beeinflusst werden koénnen.
Weiterhin sind die Grenzflachenspannung und die Viskositat des Systems Ausschlag gebend fiir das

Verhalten des Zweiphasensystems beim Mischen der Phasen.
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2.1.1.6  Proteinverteilung in Zweiphasensystemen

Die Verteilung von Zellen, Zellorganellen und Proteinen in Zweiphasensystemen ist hauptséchlich
diffusionsgesteuert (Mlnchow et al.,, 2008) und abhangig von verschiedenen physikalischen

Faktoren. Eine Auswahl ist im Folgenden zusammengestellt:

Proteingrofe (Sakasawa & Walter, 1972; Asenjo et al., 1994)
= Nettoladung des Proteins (Johansson, 1974)
= Hydrophobie (Hachem et al., 1996; Asenjo et al., 1994)

= dem Ausmall von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Komponenten, VVan-der-
Waals-Kraften und sterische Effekten (Hachem et al., 1996)

= pH-Wert des Zweiphasensystems, zugesetzte Salze (Johansson, 1974)
= Polymerkonzentration und -gréf3e und Temperatur (Salgado et al., 2008)

= elektrostatische Kréfte und Loslichkeit des Proteins in den Phasen (Asenjo et al., 1994)

Ausmal der Polymer-Solvatation (Shanbhag & Axelsson, 1975; Johansson, 1974).

Dabei sind nicht alle aufgefuhrten Faktoren gleich wichtig, da das AusmaR des Einflusses vom
gewahlten System abhangt (Asenjo et al., 1994). Ladung und Hydrophobie sind dabei von grof3er
Bedeutung (Hachem et al., 1996). In Systemen, in denen die Potentialdifferenz zwischen den
Phasen Null betragt (nichtionogene Systeme), besitzt die Hydrophobie einen noch stérkeren
Einfluss (Hachem et al., 1996).

Asenjo et al. (1994) fand eine exponentiellen Zusammenhang zwischen dem Protein-Verteilungs-
koeffizienten und dem Molekulargewicht des Proteins: je grofer ein Protein ist, desto hoher ist die
Proteinkonzentration in der unteren (Dextran-) Phase. Dabei bedeutet eine geringe molare Masse
nicht zwingend, dass der Diffusionskoeffizient des Proteins groRer ist, da hierfiir sowohl die 3-D-
Struktur des Proteins (gestreckt, kugelférmig u.a.) als auch die Polymer-Protein- bzw.

Losungsmittel-Protein-Wechselwirkungen verantwortlich sind (Minchow et al., 2008).

Johansson (1974) beschreibt die Beeinflussung der Proteinverteilung durch Verdnderung der
Salzkonzentration und damit einer Potentialdnderung im System, so dass sich Proteine entsprechend
ihrer Ladung ausrichten konnen. Bei der Wahl der Salzkonzentration sollte dabei auf den
denaturierenden Effekt von Salzen geachtet werden (Venancio et al., 1996). Der grofite Teil der
12
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Proteineigenschaften ist von deren Oberflachenbeschaffenheit abhéngig. Aus diesem Grund besitzt
die Hydrophobie von Proteinen fur deren Verhalten im Zweiphasensystem eine besondere
Bedeutung (Salgado, 2008). Shanbhag & Axelsson (1975) fanden einen Anstieg von Protein-

Verteilungskoeffizienten um das 100-fache durch Veranderung der Solvatation der Polymere.

In der vorliegenden Arbeit wird Lysozym als Modellprotein verwendet. In der Literatur finden sich
einige Verteilungskoeffizienten fiir Lysozym in Zweiphasensystemen aus Dextran und PEG bzw.
aus Hydroxypropylstarke (HPS) und PEG. Der Verteilungskoeffizient VKprowein ISt definiert als

Quotient aus der Proteinkonzentration der oberen und der unteren Phase (Gleichung 2-3).

Cobere Phase

VKproein = = Gleichung 2-3

Cumere Phase

VK Verteilungskoeffizient

C Konzentration

In einem ATPS aus Dextran und PEG fanden Shanbhag & Axelsson (1975) beispielsweise einen
Lysozym-Verteilungskoeffizienten von ca. 0,56 und Johansson (1974) einen Koeffizienten von
0,79. Fir ein ATPS aus Hydroxypropylstarke (HPS) und PEG fanden Madeira et al. (2008) einen
Koeffizienten von ca. 1. Alle Bestimmungen wurden in Lésungen durchgefiihrt, deren pH-Wert
unterhalb des isoelektrischen Punktes von Lysozym liegt. Das bedeutet, dass Lysozym unter diesen
Bedingungen protoniert und somit geladen vorliegt. Durch diese Ladung wird das Molekil
hydrophiler und reichert sich so bevorzugt in der hydrophileren Dextran-Phase an. Die
gleichméfige Verteilung von Lysozym im System HPS/PEG ist im Vergleich mit Dextran durch die
verminderte Hydrophilie von HPS durch dessen lipophile Hydroxypropyl-Seitenketten zu erklaren.
Diese Erkenntnisse konnen durch die Forschungsergebnisse von Venacio et al. (1996) fur das
letztgenannte System bestatigt werden: Fir hohe pH-Werte wurde hier aufgrund der

Deprotonierung eine Anreicherung von Proteinen in der hydrophoberen PEG-Phase nachgewiesen.

2.1.2 Hydroxyethylstarke

Ein Grund fur die Auswahl von Hydroxyethylstarke (HES) fur diese Arbeit als Bestandteil des
Zweiphasensystems und fur die Herstellung von mit Wirkstoffen beladenen Mikropartikeln ist u. a.
die ausgezeichnete physiologische Vertréglichkeit und der lange bekannte Einsatz als Plasma-
ersatzmittel (Boldt, 2000; Kulicke & Heinze, 2006). Die Verwendung von HES fir die
Mikropartikelherstellung ist in der Literatur noch nicht beschrieben. Larionova et al. (1999)
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beschreiben die Herstellung von Mikrokapseln aus HES durch Quervernetzung mit
Terephthaloylchlorid. Lévy & Andry (1990) stellen HES-Mikrokapseln unter Verwendung von
organischen Lodsungsmitteln her. Die Madglichkeit der ldsungsmittelfreien Herstellung von
Mikropartikeln durch die Nutzung eines Zweiphasensystems lasst HES als optimales Polymer fiir

diesen Zweck erscheinen.

Hydroxyethylstérke ist ein semi-synthetisch hergestelltes Polymer aus Wachsmaisstarke oder
Kartoffelstarke. Es besteht fast ausschlieBlich aus Amylopektin, welches aus a-1,4 glykosidisch
verknlpften Glucosemolekulen besteht. An etwa jeder 17. Glucoseeinheit befinden sich a-1,6
glykosidisch verknilpfte Glucoseketten, so dass ein mehrfach verzweigtes Makromolekdl entsteht
(Boldt, 2000) (Abbildung 2-4).
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9] O
4 Vs _o HI;::H 0—_oH
HD\%O 9] \
Ho3 Q 1 o o
) \-"‘-\—\_\_\_\_EL'_'_,_,-F'—D waGH
HO \/Dkﬂfo
OH 2 Hg  OH Wo
OH HO ‘3'2

Abbildung 2-4:  Ausschnitt aus der Strukturformel von Hydroxyethylstarke (HES)

Natives Amylopektin zeichnet sich durch eine schlechte Wasserlgslichkeit aus. Zur Verbesserung
der Wasserloslichkeit und zur Verhinderung des schnellen Abbaus durch das endogene Enzym
Amylase erfolgt eine teilweise Hydroxyethylierung der Glucoseeinheiten. Dazu erfolgt in einem
ersten Schritt die Spaltung der langen Ketten des Rohstoffes durch Saurehydrolyse auf ein mittleres
Molekulargewicht von 450 000 bis 200 000 Dalton. Anschlieend werden in alkalischer Losung mit
Ethylenoxid Hydroxyethylgruppen eingefiihrt, um so zu sehr gut wasserldslichen Verbindungen zu

gelangen.
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Durch die zufallige Kettenspaltung ergeben sich zwei Variablen: Die erste Variable ist die
Molmasse, welche nicht einheitlich ist und somit der angegebene Zahlenwert nur einen Richtwert
darstellt. Die zweite Variable bei der Herstellung von HES ist der Grad und das Muster der

Substitution der Hydroxylgruppen an den Glucosemolekiilen (Leuthold, 2003).

In dieser Arbeit werden zwei Typen der Hydroxyethylstarke verwendet: HES 200/0,5 und
HES 130/0,4, wobei — aufgrund der besseren Losungseigenschaften — bereits nach den ersten
Versuchen die Festlegung auf HES 130/0,4 erfolgte. Die Zahlen 200 bzw. 130 stehen fiir das
Massenmittel der MolekilgréRe in kDa und die Zahlenwerte 0,5 bzw. 0,4 fir den molaren
Substitutionsgrad (MS). Das heiflst beispielsweise fur HES 130/0,4, dass die MolekulgroRe
130 000 Da betragt und dass pro 100 Glucosemolekilen 40 Hydroxyethylgruppen in das Molekiil

eingefuhrt wurden.

2.1.3 Polyethylenglykol

Polyethylenglykol (syn.: Macrogol, PEG, Polyethylenoxid) ist ein nichtionogenes Homopolymer
aus mindestens drei sich wiederholenden Ethylenresten, die durch eine Etherbriicke miteinander
verbunden sind (Abbildung 2-5) (Fiedler, 2002).

O _H
n

Abbildung 2-5:  Strukturformel von Polyethylenglykol (PEG)

Aus der Strukturformel ergibt sich die Mdoglichkeit der Berechnung der Kettenlange aus der
Molekiilmasse. Ein Monomer hat eine Molmasse von 44. Zieht man von der Molmasse des PEG-
Derivates die Molmasse von Wasser ab und dividiert diesen Wert durch 44, erhalt man die Anzahl
verknupfter Monomere. Das in dieser Arbeit verwendete PEG 8000 ist demnach aus ca.

180 Ethylenoxid-Einheiten aufgebaut.

Die Herstellung von PEG erfolgt durch eine Polymerisationsreaktion von Etylenoxid durch
alkalische Katalyse. Dazu wird Ethylenoxid in ein 120-135 °C heiRes Ethylenglykol-Diethylen-
glykol-Wassergemisch eingeleitet. Beim Erreichen der gewiinschten Kettenlange wird die Reaktion

durch Saurezugabe gestoppt.
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Polyethylenglykol liegt, je nach Kettenlange, in flussiger (Mr zwischen 200 und 400 g/mol),
pastoser (Mr zwischen 600 bis 2500 g/mol) oder fester Form (Mr > 3000 g/mol) vor. Mit
zunehmender Molekllmasse steigen die Viskdsitdt von wassrigen Lésungen, die Harte und der
Schmelzbereich. Die Bezeichnung ,,Polyethylenglykol” ist bis zu einer molaren Masse von
35000 g/mol gebrauchlich. Polyethylenglykole mit einer molaren Masse von > 35 000 g/mol
werden h&ufig als ,,Polyethylenoxid®“ bezeichnet, da bei diesen Verbindungen der Einfluss der
endstandigen Hydroxylgruppe vernachlassigt werden kann.

Die Loslichkeit von Polyethylenglykol nimmt mit zunehmender Kettenldnge ab. Jedoch ist auch
hochmolekulares Polyethylenglykol in Wasser sehr gut léslich. Beim Kontakt mit Wasser werden
zwei Wassermolekile durch Wasserstoffbriickenbindung an jeden Ether-Sauerstoff gebunden,
wodurch PEG von einer hochgeordneten Flussigkeitsschicht umgeben ist (Huddleston et al., 1991).

Im Europaischen Arzneibuch (2008) finden sich Polyethylenglykole unter der Bezeichnung

»,Macrogole* mit einem Molekulargewicht von 300 bis 35 000 g/mol.

2.2 Hydrogele

2.2.1 Begriffsdefinition und Eigenschaften

Der Begriff Hydrogel setzt sich zusammen aus ,,hydro* (griech. hydor = Wasser) und ,,gel* (lat.
gelatus = erstarrt) (Duden, 2007) und bezeichnet ein wasserunldsliches Polymernetzwerk, das beim
Kontakt mit Wasser unter Volumenzunahme quillt und dabei seine Form beibehélt (Baroli, 2007;
Hoare & Kohane, 2008). Die Wasseraufnahmekapazitat von Hydrogelen kann bis zum 1000-fachen

des Eigengewichtes betragen (Hoffman, 2002).

Die Wasserunldslichkeit der Gele entsteht dadurch, dass in dem dreidimensionalen Polymer-
netzwerk ein Gleichgewicht zwischen kohasiven und abstoRenden Kraften vorliegt. Die Kréfte, die
die Polymerketten auseinander dréngen, entstehen durch deren Hydratisierung. Zu den kohé&siven
Kréaften gehoren sowohl chemische Bindungen, wie z.B. kovalente Quervernetzung von
Polymerketten, als auch physikalische Bindungen, wie z.B. Van-der-Waals-Krafte,
Wasserstoffbriickenbindungen, ionische Wechselwirkungen, kristallisierende Strukturen innerhalb

der Polymerketten und Kombinationen aus diesen Kréften.
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Die Hydrophilie der Polymernetzwerke basiert auf dem Vorhandensein funktioneller Gruppen wie
z. B. Hydroxyl-, Carboxyl-, Carbamoyl-, Amid- und Sulfonsdure-Resten. Gleichwohl ist es
moglich, Hydrogele aus sowohl hydrophilen als auch hydrophoben Polymeren z. B. durch Co-

Polymerisation herzustellen (Baroli, 2007).

Hydrogele kénnen nach verschiedenen Gesichtspunkten eingeteilt werden (Baroli, 2007; Koepcek
& Yang, 2007; Lee & Yuk, 2007) in

= abbaubare und nicht abbaubare Hydrogele

= natlrliche und synthetische Hydrogele

= physikalisch oder chemisch vernetzte Hydrogele
= homopolymere oder heteropolymere Hydrogele
= nichtionische und ionische Hydrogele

= amorphe oder (semi-) kristalline Hydrogele

Eine wichtige Eigenschaft von Hydrogelen ist deren Quellfahigkeit. Der Quellungsvorgang soll mit
Hilfe von Abbildung 2-6 beschrieben werden: Durch Zugabe von Wasser oder einer wassrigen
Losung zu einem trockenen Hydrogelbildner wird durch die vorhandenen hydrophilen Gruppen
Wasser in das Netzwerk gesogen. Der erste Teil des adsorbierten Wassers interagiert sehr stark mit
den hydrophilen Gruppen und wird als ,,gebundenes Wasser* oder ,,primar gebundenes Wasser*
bezeichnet. Da diese Wassermolekiile einen gewissen Platzbedarf besitzen, werden die
Polymerketten aufgeweitet, wodurch weiteres Wasser in das Polymernetzwerk eindringen kann.
Sind alle hydrophilen funktionellen Gruppen hydratisiert, interagiert das weiter eindringende
Wasser mit dem primar gebundenen Wasser und es entsteht eine Wasserschicht zwischen den
Polymerketten, die als ,,sekundédr gebundenes Wasser* bezeichnet wird. Dadurch vergroRert sich
das Netzwerk und es kommt zur Quellung. Nun wird weiteres Wasser durch osmotische Kréafte in

das Netzwerk gesogen, das als ,,Freies Wasser* oder ,,Bulkwasser bezeichnet wird.
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BE

—_
+ Wasser
+ Wasser
+ Wasser
Trockenes Polymernetzwerk mit  Polymernetzwerk mit  Polymernetzwerk mit eingelagertem
Polymernetz- primér gebundenem  sekundér gebunde- Bulkwasser, das bis zur maximalen
werk Wasser nem Wasser Quellung aufgenommen wird

Abbildung 2-6:  Schematische Darstellung des Quellungsvorgangs eines Hydrogels
o= Primar gebundenes Wasser, <=+ = sekundar gebundenes Wasser,

= Bulkwasser

Ein chemisch vernetztes Hydrogel (Hauptvalenzgel) weist eine begrenzte Quellféhigkeit auf, da die
Elastizitdt der chemischen Bindungen nicht unendlich ist (Baroli, 2007; Hoffman, 2002). Der
Endpunkt der Quellung eines chemisch vernetzten Hydrogels ist erreicht, wenn der osmotische
Druck und die kovalenten Bindungen des Gelnetzwerks miteinander im Gleichgewicht stehen. Fir
den Einsatz als Drug Delivery System kommen aufgrund ihrer begrenzten Quellfahigkeit nahezu
ausschliellich chemisch vernetzte Hydrogele in Frage. Physikalisch vernetzte Hydrogele
(Nebenvalenzgele) sind im Gegensatz zu den Hauptvalenzgelen meist unbegrenzt quellfahig, da
hier der Zusammenhalt des Gelnetzwerkes ausschlieRlichen durch physikalische Bindungen erfolgt.
Diese sind lockerer als die kovalente Quervernetzung der Hauptvalenzgele und kdnnen sich mit
zunehmender Wassereinlagerung immer weiter aufweiten. Eine Ausnahme stellen dabei jedoch
ionotrope Gele dar: Diese Nebenvalenzgele sind trotz ihrer physikalischen Vernetzung nur begrenzt

quellfahig (z. B. Alginate).

Das Ausmald der Quellung von Hydrogelen ist abhédngig vom Grad der Quervernetzung: Je hoher
die Quervernetzung des Polymernetzwerks ist, desto weniger quillt das Hydrogel, da die
Bewegungsfreiheit der Polymerketten eingeschrankt und damit die Wasseraufnahmefahigkeit
vermindert ist. Weiterhin ist die Quellfahigkeit abhangig von der Polaritat des verwendeten
Polymers. So konnen hydrophile Polymere deutlich mehr Wasser aufnehmen als hydrophobe
Polymere, was sich in einer héheren Volumenzunahme auswirkt (Peppas et al., 2000). Da die

Vernetzung und damit die Struktur von physikalisch und chemisch vernetzten Hydrogelen (siehe
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Kapitel 2.2.4) nicht gleichmaRig ist, gibt es in Hydrogelen immer stérker und schwécher gequollene
Bereiche (Hoffman, 2002).

2.2.2 Physiologische Vertraglichkeit von Hydrogelen

Anforderungen an Hydrogele sind eine hervorragende Biokompatibilitat und dass alle verwendeten
Bestandteile untoxisch und nicht reizend sind. Weiterhin missen die zur parenteralen Applikation

hergestellten Darreichungsformen kaniilengangig sein (Degim & Celebi, 2007).

Die sehr gute Biokompatibilitdt von Hydrogelen ist in der Literatur mehrfach beschrieben und
berunt auf dem hohen Wassergehalt und der physikochemischen Ahnlichkeit zur nativen
Extrazellularmatrix, was sowohl die Zusammensetzung als auch die Konsistenz betrifft (Hoare &
Kohane, 2008; Kopecek & Yang, 2007; Lee & Yuk, 2007).

Untersuchungen zur Biokompatibilitat verschiedender — insbes. HEMA-haltiger — Hydrogele zeigen
eine sehr gute Vertraglichkeit dieser Strukturen bei Ratten und Schweinen. Dabei spielt die
Zusammensetzung der verschiedenen Hydrogele eine untergeordnete Rolle. Entscheidend fur die
Biokompatibilitat ist die Porositat (Kopecek & Yang, 2007). Auch die Oberflachenbeschaffenheit
spielt im Bezug auf die Immunantwort eine wichtige Rolle: Hydrogel-Mikropartikel mit einer
glatten Oberflache bewirken eine deutlich geringere Antigenausschittung als Mikropartikel mit
rauer Oberfl&dche (Balasse et al., 2008).

Auch die PartikelgroRe ist von groRer Bedeutung: Zur parenteralen Applikation sollte die
PartikelgréRRe ca. 7 um betragen, um eine gute Injizierbarkeit zu gewahrleisten (Chung et al., 2005).
Jedoch werden Mikropartikel mit einer GroRe unter 10 um von Monozyten des Bauchfells
bevorzugt internalisiert und phagozytiert (Audran et al. 2003; Balasse et al., 2008), weshalb nur
Mikropartikel > 10 um zur Wirkstofffreisetzung zur Verfligung stehen. Aus diesen Griinden ist es
notwendig, Kompromisse in Bezug auf die GroRe einzugehen und erstrebenswert, Mikropartikel

mit einer Grof3e von ca. 10 bis 20 um und moglichst glatter Oberflache herzustellen.

Obwohl die Vorteile von Hydrogelen die Nachteile bei Weitem Ubertreffen, sind bei der Herstellung
und Anwendung von Hydrogelen einige Beschrankungen zu beachten. So lassen sich nach Baroli
(2007) einige Hydrogele aufgrund ihrer unzureichenden mechanischen Stabilitdt nur schlecht
applizieren. Weiterhin  kdnnen die Inkorporierung von Wirkstoffen, die mangelnde

Sterilisationssfahigkeit (insbesondere fir proteinbeladene Hydrogele) und die evtl. auftretende
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Toxizitat von unzureichend entfernten Monomeren Probleme bereiten (Hoare & Kohane, 2008;
Hoffman, 2002).

2.2.3 Anwendung

Die Anwendungsbereiche von Hydrogelen sind vielfaltig und werden stetig erweitert. In der
Medizin werden Hydrogele beispielsweise als Hamodialysemembranen, kinstliche Linsen und
Hornhdute in der Ophthalmologie, als Coating-Material fur Stents, als Schwamme, die in die
Knochensubstanz einwachsen und als kinstlicher Hautersatz verwendet. Die Anwendung als
kiinstliche Hybrid-Organe (z. B. Leber, Pankreas) wird derzeit untersucht. Auch als weiche
Kontaktlinsen, als Trommelfell-Ersatz, als Rhinoplastik in der plastischen Chirurgie und als Drug
Delivery Systeme sind Hydrogele derzeit hdufig in Gebrauch (Baroli, 2007; Kopecek & Yang,
2007).

Als Drug Delivery Systeme kommen Hydrogele meist in Form von Matrices, Filmiberziigen,
Membranen (z. B. in Transdermalen therapeutischen Systemen), Implantaten und Mikro- bzw.
Nanopartikeln oder —kapseln vor (Baroli, 2007; Degim & Celebi, 2007). Die Applikation dieser
Arzneiformen ist auf oralem, rektalem, okularem, epidermalem und parenteralem Weg mdglich
(Peppas et al., 2000).

2.2.4 Herstellung von Hydrogelen

Die Herstellung von Hydrogelen ist, wie bereits in Kapitel 2.2.1 erwahnt, sowohl durch chemische
als auch durch physikalische Bindungen mdoglich. Beide Methoden sollen hier kurz erlautert

werden.
2.24.1  Chemisch verknupfte Hydrogele

Chemisch verknupfte Hydrogele (syn.: Hauptvalenzgele) werden durch eine kovalente
Quervernetzung der Polymerketten erzielt. Die Quervernetzung kann auf zwei verschiedenen
Wegen erfolgen. Zum einen ist es modglich, die Crosslinker in situ in einer ,,Eintopf-Methode* mit
den Monomeren und allen weiteren Hilfsstoffen zu mischen und so in einem Schritt ein Hydrogel
herzustellen. Beispiele fir diese Methode sind die Reaktionen (1) eines Amins mit einem Aldehyd
zu einer Schiffschen Base, (2) die Reaktion von Hydrazinen mit Aldehyden zu einem Hydrazon und

(3) die Reaktion von Acrylaten mit priméren Aminen oder Thiolen zu einem sekundéren Amin bzw.
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einem Sulfid. Der Nachteil dieser Methode liegt in der Verwendung von potentiell toxischen oder
allergenen Crosslinkern, die haufig nur unzureichend aus dem Endprodukt entfernt werden kénnen.
Eine zweite Methode der chemischen Quervernetzung ist die Funktionalisierung der Polymere
durch das Einfugen reaktiver Gruppen bereits vor der Quervernetzung (Hoare & Kohane, 2008).
Der Vorteil der Vermeidung toxischer Monomere im Endprodukt kompensiert den Mehraufwand,
der mit einem weiteren Herstellungsschritt verbunden ist. Aus diesem Grund wird fir diese Arbeit
ein Hydrogel gewahlt, dass durch die letztgenannte Methode synthetisiert wird (siehe Kapitel
2.2.10).

Die fur die Quervernetzung notwendige Energie wird haufig durch Bestrahlung der Monomere oder
Makromolekile mit UV-Licht, Gammastrahlen, Rontgenstrahlung oder Elektronenstrahlung ins
System eingebracht. Dazu ist es notwendig, dass das Ausgangsmaterial mindestens eine
Vinylgruppe besitzt oder diese durch chemische Modifizierung des Ausgangsmaterials ins Molekiil
eingefuhrt wird. Haufig eingesetzte Vinylgruppen-enthaltende Monomere sind (Meth-) Acrylsaure,
Hydroxyethylmethacrylat (HEMA), Zimtsdure und Vinylpyrrolidon. Durch Zugabe eines
Photoinitiators, der unter Lichtabsorption Radikale bildet, werden unter Aufspaltung der
Doppelbindungen der Vinylgruppen jeweils zwei Polymermolekile miteinander verkniipft und es
entsteht ein hochmolekulares Netzwerk. Die Herstellung von chemisch verknipften Hydrogelen
durch Quervernetzung ist sowohl in vitro als auch in vivo méglich (Baroli et al., 2007; Hoare &
Kohone, 2008; Kopecek & Yang, 2007). Ein Beispiel fur eine haufig verwendete in vivo-
Polymerisation ist die Aushartung von HEMA-enthaltenden Kunststoffpolymeren des Komposits in

der Zahnmedizin durch blaues Licht.
2.2.4.2  Physikalisch verknupfte Hydrogele

Physikalisch verkniipfte Hydrogele (syn.: Nebenvalenzgele) haben gegentber den chemisch
verknlpften Hydrogelen den Vorteil, dass sie ohne die Verwendung von toxischen und reaktiven
Molekdilen herstellbar sind. Allerdings haben sie zwei entscheidende Nachteile: Zum einen sind sie
mechanisch instabiler, wodurch keine Freisetzung von Wirkstoffen (iber einen sehr langen Zeitraum
moglich ist. Zum anderen sind die Steuerung und Kontrolle der Wirkstofffreisetzung sehr schwierig
oder nicht méglich (Hoare & Kohane, 2008). Physikalische Bindungen sind beispielsweise Uber
ionische Wechselwirkungen mdoglich. Dabei reagieren Polymere entweder mit ihrem Gegenion
(ionotrope Hydrogele; z. B. Alginate mit Calcium-lonen) oder zwei unterschiedlich geladene
Polymere interagieren miteinander (,,Komplexe Koazervation®) (Kalpana & Park, 1993). Eine
Vernetzung ist auch mdoglich Gber eine teilweise Kristallisation von Polymerketten. Diese
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kristallisierten ~ Polymerbereiche interagieren durch ihre Inflexibilitdt mit weiteren
Polymermolekdlen und es bildet sich ein sterisch stabilisiertes Netzwerk aus. Ein Beispiel hierfir ist
Polyvinylalkohol, der durch Einfrieren-Auftauen-Zyklen partiell kristallisiert werden kann. Auch
Wasserstoffbricken und hydrophobe Wechselwirkungen sind in der Lage, Polymernetzwerke zu
stabilisieren (Kalpana & Park, 1993). Durch Protonierungs- und Deprotonierungsprozesse bei
verschiedenen pH-Werten ist diese Art der Bindung stark vom pH-Wert abhéngig (Baroli et al.,
2007; Hoare & Kohone, 2008).

2.2.5 Herstellung von Mikropartikeln

Die Herstellung von pharmazeutisch verwendeten Mikropartikeln auf Hydrogelbasis kann auf
verschiedenen Wegen stattfinden. Eine Methode ist, wie bereits in Kapitel 2.1 erwahnt und in
Kapitel 2.2.10 genauer ausgefiihrt, die Herstellung von Mikropartikeln durch eine Wasser-in-
Wasser-Emulsionstechnik (Franssen et. al., 1998). Eine weitere Mdoglichkeit ist das Mischen zweier
enantiomerer Polymere, was von Hennink et al. (2004) am Beispiel von Dextran-(L)-Lactat und
Dextran-(D)-Lactat gezeigt wird. Weitere Methoden unter Verwendung organischer Ldsungsmittel
sind die Herstellung durch die ,,Solvent Evaporation Methode* und die ,,Koazervationsmethode*
(Degim & Celebi, 2007).

Bei der ,Solvent-Evaporation-Methode” wird der Arzneistoff in der Losung eines Polymers in
einem mit Wasser nicht mischbaren Losungsmittel (z. B. Dichlormethan, Hexan) gelost oder
dispergiert. Diese arzneistoffhaltige Polymerphase wird anschlieBend in einer wassrigen Phase zur
Bildung wirkstoffhaltiger Polymertropfchen emulgiert. Das Lodsungsmittel wird anschlieRend
abgedampft (,,evaporation) und es werden durch Erhérten des Polymers Mikropartikel erhalten, die
abschlieBend von der wéssrigen Phase z. B. durch Filtration abgetrennt und getrocknet werden
(Bodmeier, 2007).

Fur die einfache ,,Koazervationsmethode* (lat. co: zusammen; lat. acervus: Anh&ufung) wird
mindestens ein Polymer bendtigt. Dabei wird der Wirkstoff in das Gemisch des Polymers und eines
waéssrigen oder organischen Lésungsmittels eingebracht. Die Koaleszenz kann durch eine pH-Wert-
oder Temperaturdnderung, durch Zugabe von Salzen (Aussalzung) oder Silikondl (Gander et al.,
2001) induziert werden, wodurch eine Phasenseparation (,,Koazervation®) hervorgerufen wird. Bei
dieser entstehen eine polymerreiche und eine I6sungsmittelreiche Phase. AnschlieBend erfolgt die
Adsorption der Koazervatteilchen (Polymere) an der Oberflache des Wirkstoffs bzw. der Tropfchen
und es kommt zur Koaleszenz. Nach der Koaleszenz wird durch Zugabe von z. B. Glutaraldehyd
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die Koaleszenzschicht quervernetzt. Abschlieend kann diese durch Behandlung mit einem Nicht-
Losemittel des Polymers (z. B. Heptan oder Hexan) zusatzlich ausgehartet werden. Die ,,komplexe
Koazervation* verlauft nach dem gleichen Schema, nur werden in diesem Fall zwei gegensatzlich
geladene Polymere eingesetzt, die sich gegenseitig in ihrer Hydratisierung beeinflussen und dadurch
ausfallen. Dabei entstehen zwei Phasen, wobei in einer der beiden Phasen beide Polymere
angereichert sind. Aus dieser polymerreichen Phase wird durch Adsorptionseffekte — wie bereits bei
der ,,einfachen Koazervation“ beschrieben — eine Hulle um den zu inkorporierenden Stoff gebildet.
Als Beispiel fur diese Art der Koazervation ist das System aus Gelatine und Gummi arabicum zu

nennen.

Eine weitere Methode ist die Herstellung von Liposomen mit eingeschlossenem Polymer-Hydrogel
und die anschlieBende Entfernung der Lipidschicht mit speziellen Detergentien (Van Thienen et al.,
2005).

2.2.6 Einbettung von Wirkstoffen

In Hydrogele konnen sowohl Molekule (Proteine, Hormone, etc.) als auch Zellen, die diese
Wirkstoffe produzieren, eingebettet werden. Besonders im Bereich der Zellkultur ist die
Inkorporierung von Zellen von grofRer Bedeutung. Da fir diese Arbeit jedoch nur die Einbettung

von Proteinen von Interesse ist, wird im Weiteren ausschlieBlich darauf eingegangen.

Die Einbettung von Wirkstoffen in ein Polymernetzwerk kann auf unterschiedliche Weise erfolgen.
Die gebréuchlichste Methode ist die Zugabe des Wirkstoffs zu einer Losung hydrogelbildender
Monomere, Crosslinker und Photoinitiatoren. Nach der Quervernetzung bleibt der Wirkstoff im
Netzwerk ,,gefangen®. Eine zweite Maoglichkeit ist die Zugabe des Wirkstoffs zu einer
Polymerlosung und die Quervernetzung durch chemische oder physikalische Wechselwirkungen.
Die letztgenannte Methode findet Uber eine chemische Quervernetzung auch fir die vorliegende
Arbeit Anwendung. Zum Schutz des Proteins kann dieses auch in gecoateter Form zum Einsatz
kommen (Baroli et al., 2003 und Baroli, 2007). Dabei wird das Protein durch eine NaRgranulation

mit Gelatine vor den Polymerisationsreagentien geschutzt.

Wahrend bei den genannten Methoden die Beladung des Hydrogels mit Wirkstoff direkt im
Herstellungsprozess erfolgt, ist auch eine nachtrdagliche Beladung mdglich (Devy et al., 2006;

Balasse et al., 2008). Der Nachteil der nachtréglichen Beladung besteht — je nach Porositat der
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Matrix — in einer meist geringen Beladungseffizienz (Chen et al., 2005; Hennink et al., 2004),

besonders im Fall hochmolekularer oder hydrophober Wirkstoffe (Hoare & Kohane, 2008).

Die Bestimmung der Einschlussrate des Wirkstoffs in Mikropartikel ist auf verschiedenen Wegen
maoglich. Eine Moéglichkeit ist die Stickstoffanalyse der eingeschlossenen Proteine (VIugt-Wensik et
al., 2007). Bei Kenntnis des Stickstoffgehaltes des eingesetzten Proteins kann dessen Menge
berechnet werden. Weiterhin kann die Massenbilanzmethode herangezogen werden (Chen et al.,
2005; Franssen et al., 1999). Dabei wird das nicht eingeschlossene Protein im Uberstand und den
Waschwasserfraktionen der Mikropartikel gemessen und von der eingesetzten Menge abgezogen.
Es ist auch mdglich, bereits wahrend der Herstellung der Mikropartikel hydrolytisch aktive Spacer
in das Gelgerust einzubauen (van Dijk-Wolthuis et al., 1997), die durch den Kontakt mit Wasser das
Gelgerust zum Brechen bringen und so den inkorporierten Stoff freigeben. Diese Methode eignet
sich jedoch nicht fir die Herstellung von Mikropartikeln, die den Wirkstoff Uber einen langen
Zeitraum freisetzen sollen. Eine weitere Methode ist der forcierte Abbau des Gelgerists durch
Enzyme. Diese konnen entweder bereits bei der Herstellung in die Mikropartikel eingeschlossen
und durch Wasserzugabe aktiviert werden (Franssen et al., 1999) oder erst spater fir der
Bestimmung der Einschlussrate zugesetzt werden (Devy et al., 2006). In der hier vorliegenden
Arbeit wurde die Einschlussrate zum einen durch die Massenbilanzmethode und zum anderen durch

den Abbau des Gelgerists mit Alpha-Amylase bestimmt.

2.2.7 Wirkstofffreisetzung aus Hydrogelen

Die Freisetzungsmechanismen aus Hydrogelen sind vielfaltig. Oft kommen auch Kombinationen
verschiedener Mechanismen vor. In Abbildung 2-7 sind die am hé&ufigsten vorkommenden

Mechanismen schematisch zusammengefasst.
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Abbildung 2-7: Mechanismen der Wirkstofffreisetzung aus Mikropartikeln (nach Degim &
Celebi, 2007)

Sowohl die Geschwindigkeit als auch die Kinetik der Freisetzung von Wirkstoffen aus Hydrogelen
sind Uber den Grad der Quervernetzung und damit der Netzwerkmaschendichte und der Affinitat
des Hydrogels zum umgebenden Medium steuerbar (Hoare & Kohane, 2008; Kopecek & Yang,
2007).

Die Wirkstofffreisetzung aus Hydrogelen ist abh&ngig vom Quellungsverhalten des Gels, dem
Ausmald der Erosion, dem Volumenanteil an Wasser, der das Hydrogel umgibt, dem Anteil an
Bulkwasser, der zum Transport der Wirkstoffmolekile zur Verfligung steht, dem Porendurchmesser
und der Porositat des Hydrogels. Auch der Abstand der Polymerketten zueinander und die Ladung
der Polymere, die sowohl zu einem Verschluss der Poren des Hydrogels als auch zu einer
Interaktion mit eingebetteten Proteinen durch ionische Wechselwirkungen fuhren kénnen, sind von
Bedeutung.  Weiterhin  sind  hydrophobe  Wechselwirkungen  sowohl innerhalb  des
Polymernetzwerks als auch zwischen Polymer und Protein von grof3er Bedeutung (Hoffman, 2002;
Peppas et al., 2000).

Die zur Charakterisierung der Freisetzungskinetik aus Hydrogelen verwendeten Methoden werden

in Kapitel 2.5 néher erlautert.

25



Allgemeiner Teil

2.2.8 Hydrogelabbau

Wie in Kapitel 2.2.1 bereits erwahnt, gibt es bioabbaubare und nicht bioabbaubare Hydrogele. Die
Verwendung von nicht bioabbaubaren Hydrogelen bedingt durch die parenterale Gabe die operative
Entfernung des Hydrogels nach einer bestimmten vorher festgelegten Zeit oder wenn eine
gleichméRige Wirkstofffreisetzung nicht mehr gewéhrleistet ist (Kalpana & Park, 1993). Um einen
erneuten invasiven Eingriff am Patienten zu vermeiden, werden bioabbaubare Hydrogele bevorzugt.
Der Abbau dieser Hydrogele (Erosion) findet entweder durch Abbau des Polymerriickgrates oder
durch Aufspaltung der Quervernetzungen durch den Einsatz bioabbaubarer Crosslinker bei der
Herstellung statt. Der Abbau des Polymerriickgrates resultiert in meist l16slichen, niedermolekularen
Bausteinen, wahrend der Abbau der Crosslinker zu hohermolekularen Polymeren fiihrt. In
Polymernetzwerken, die aus natiirlichen Polymeren aufgebaut sind, finden meist beide Arten des
Abbaus gleichzeitig statt. Die Geschwindigkeit der Erosion ist abhdngig vom pH-Wert, der
lonenstarke, der hydrolytischen und der enzymatischen Aktivitat des umgebenden Mediums (Baroli
et al., 2007).

2.2.9 Bioresponsive Hydrogele

In letzter Zeit ist der Fokus immer haufiger auf sog. ,,Bioresponsive Hydrogele* gerichtet. Dies sind
Hydrogele, die auf bestimmte Umgebungsbedingungen reagieren, was sich als Quellung oder
Schrumpfung (in chemisch vernetzten Hydrogelen) oder Gel-Sol-Umwandlungen (in physikalisch
vernetzten Hydrogelen) auswirkt. Stimuli fiir diese Umwandlungen sind sowohl physikalische als
auch chemische Faktoren wie z. B. Anderungen des pH-Werts, der lonenstirke, der Temperatur,
dem Losungsmittel, Lichteinwirkung und Druck (Baroli, 2007; Kopecek & Yang, 2007; Ulijn et al.,
2007; Lee & Yuk, 2007)

2.2.10 HES-HEMA-Hydrogele

In dieser Arbeit werden Hydrogel-Mikropartikel hergestellt. Zu deren Herstellung ist es notwendig,
quervernetzbare Gruppen in die HES-Struktur einzufiihren. Dies erfolgt durch die kovalente
Bindung von Hydroxyethylmethacrylat-Gruppen an das HES-Rlckgrat. Dazu wird
Hydroxymethacrylat im ersten Schritt mit Carbonyldiimidazol (CDI) uber eine CDI-
Kopplungsreaktion angebunden und zum HEMA-CI umgesetzt (Abbildung 2-8).
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Abbildung 2-8: Umsetzung von HEMA mit Carbonyldiimidazol

Das so gebildete Hydroxyethylmethacrylat-Carbonylimidazol wird mit HES versetzt und reagiert
mit dessen Hydroxylgruppen unter Abspaltung von Imidazol zu einer Carbonatesterverbindung,
dem HES-HEMA (Abbildung 2-9).

/N_\) OH DMAP-Kat. H
DMSO
et lﬂ L
0o
X

O
X
HO n 16°C
Y n
o} OJ
\Tﬁko
HEMACI HES HESHEMA Imidazol

Abbildung 2-9: Umsetzung von Hydroxyethylmethacrylat-Carbonylimidazol (HEMA-CI) mit
Hydroxyethylstéarke (HES) zu HES-HEMA und Imidazol

HES-HEMA wird als Ausgangsstoff fur die Herstellung eines Zweiphasensystems mit PEG genutzt
und dient als Basis fur die Mikropartikelherstellung. Dabei werden eine HES-HEMA-reiche Phase
und eine PEG-reiche Phase ausgebildet. Durch Vortexen der Mischung, der ein Photoinitiator
zugesetzt wird, verteilt sich die HES-HEMA-Phase als Tropfchen in der PEG-Phase. Bei der
anschlieBenden Bestrahlung der homogenen Mischung mit UV-Licht (366 nm, 3,5 mW/cm?
30 min) wird der HES-HEMA-Anteil quervernetzt (Abbildung 2-10) und es entsteht ein nicht

wasserldsliches, bioabbaubares, quellfahiges Hydrogel in Form von Mikropartikeln.
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Abbildung 2-10:  Quervernetzung von HES-HEMA zum Hydrogel

In Abbildung 2-11 ist die Herstellung von HES-HEMA-Mikropartikeln schematisch dargestelit.

Eine Stammldsung von HES-HEMA wird mit dem einzubettenden Wirkstoff gemischt und mit

einer PEG-Stammldsung Uberschichtet. Diese Mischung wird zur Viskositatserhohung auf 4 °C

gekuhlt und anschlieBend 1 min gevortext. Die entstandene Wasser-in-Wasser-Emulsion wird mit
UV-Licht bestrahlt, wodurch die Quervernetzung von HES-HEMA induziert wird und dadurch

Mikropartikel entstehen.

Einzubettender

Wirkstoff PEG 8000
_ ;
= g oemaiee | 8 GF o |85
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Abbildung 2-11:  Schematische Darstellung des Herstellungsprozesses von HES-HEMA-
Mikropartikeln
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2.3 Modellsubstanzen

2.3.1 Aufbau und Eigenschaften von Proteinen

Der Begriff Protein wurde von dem holldndischen Chemiker Gerardus Mulder im Jahre 1838
gepragt. Er entdeckte stickstoffhaltige Substanzen, die quantitativ in verschiedenen Geweben
vorherrschen und gab diesen Stoffen den Namen Proteine (von griechisch proteion: ,,die erste
Stelle®).

Proteine sind hochmolekulare, oft grenzflachenaktive Polymere, die aus L-Aminoséuren aufgebaut
sind und zu den Grundbausteinen aller Zellen gehoren. Dabei sind die einzelnen Aminosduren
durch Peptidbindungen miteinander verknupft und bilden die Primarstruktur des Proteins. Die in
naturlichen Geweben vorkommenden Proteine haben eine Masse von 10 000 bis 100 000 Da,
welche wiederum durch nichtkovalente Wechselwirkungen miteinander verbunden sein kdnnen,
woraus deutlich groBere Molekile entstehen. Zur Sekundéarstruktur von Proteinen gehoren
rechtsdrehende a-Helices und p-Faltblatter, welche durch das maximal mdgliche AusmaR an
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Carbonyl- und den Aminogruppen der Aminosauren
stabilisiert ~ werden.  Die  Tertidrstruktur ~ von  Proteinen  beschreibt  die  durch
Wasserstoffbriickenbindungen, Disulfidbriicken, ionische und hydrophobe Wechselwirkungen
bedingte dreidimensionale Anordnung aller Atome eines Molekils. Sehr grol3e Proteine bestehen
oft aus mehreren Polypeptidketten, deren gesamtheitliche Anordnung als Quartérstruktur bezeichnet
wird. Die Primarstruktur von Proteinen bedingt indirekt die Art der Faltung der Polypeptidketten im
Raum (3-D-Struktur oder native Struktur), welche durch oben genannte Bindungen stabilisiert wird.
Die biologische Aktivitat und damit die Wirksamkeit dieser Stoffgruppe als Arzneimittel sind nur
gegeben, wenn das Protein in seiner nativen Struktur vorliegt (Christen & Jaussi, 2005; Degim &
Celebi, 2007).

Aminosauren, die Bausteine der Proteine, sind Zwitterionen, d. h., sie enthalten sowohl positiv
geladene Aminogruppen als auch negativ geladene Carboxylgruppen. Am isoelektrischen Punkt,
welcher fur jedes Protein spezifisch ist, liegt das Protein ungeladen vor und richtet sich im elek-
trischen Feld lediglich aus; es wandert jedoch nicht. Hier ist die Wasserldslichkeit am geringsten, da
aufgrund der entstandenen intramolekularen Ladungen keine stabile Hydrathiille mehr gebildet
werden kann. Der isoelektrische Punkt ist fir die Arbeit mit Proteinen von entscheidender
Bedeutung. So kénnen zwischen positiv und negativ geladenen Proteinen abhéngig vom pH-Wert

Komplexe gebildet werden (Selby, 1999; van de Weert, 2004).
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Proteine in Form von rekombinant hergestellten Arzneimitteln erlangen in jingerer Zeit eine immer
grolRere Bedeutung. Betrachtet man alle rekombinant hergestellten Arzneimittel (von der Praklinik
bis zum zugelassenen Arzneimittel), so macht der Anteil dieser Wirkstoffe ca. 25 % aller
Wirkstoffe aus (Zindorf & Dingermann, 2008). Bedingt durch die komplexe Struktur der Proteine
und der damit einhergehenden Gefahr von Wirksamkeitsverlusten durch Abbaureaktionen,
Denaturierung, etc. stellt die Entwicklung von geeigneten Formulierungen eine Herausforderung fur

die pharmazeutische Technologie dar.

Die native Struktur von Proteinen kann durch chemische und physikalische Faktoren beeinflusst
werden (Wang, 2005; Tabelle 2-2), wobei Denaturierung und Adsorptionsvorgange wohl die grofite

Gefahr beim Umgang mit Proteinen darstellen.

Ausloser flr Instabilitdtsreaktionen von Proteinen koénnen die Proteinkonzentration und die
Temperatur (Guo et al., 2006), der pH-Wert und die Zusammensetzung des Losungsmittels, die
lonenstéarke und Grenzflachenphdanomene sein (Chi et al., 2003). Eine Denaturierung des Proteins
und damit eine Konformationsédnderung kann u. a. beim Kontakt mit organischen Lésungsmitteln
auftreten (Christen & Jaussi, 2005; Inoue & Timasheff, 2004; Miroliaei & Nemat-Gorgani, 2002).
Aus diesen Grinden wird fir die vorliegende Arbeit ein pH-neutrales System gewdhlt, das ohne die
Verwendung von organischen L&sungsmitteln, hohen Salzkonzentrationen und thermischen

Belastungen auskommt.

Tabelle 2-2: Instabilitaten von Proteinen (nach Wang, 2005)

Chemische Instabilitéten Physikalische Instabilitaten
Hydrolyse Denaturierung
Razemisierung Aggregation
Oxidation Prézipitation
Disulfidaustausch Adsorption

B-Eliminierung

2.3.2 Lysozym

Lysozym wurde 1922 von Alexander Fleming entdeckt (Fleming, 1922). Es handelt sich hierbei um

ein Enzym, welches das Murein von Bakterienzellwanden in Disaccharide spaltet und deshalb auch
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als Muraminidase bezeichnet wird. Es kommt im Speichel, der Tranenflissigkeit, und im Sekret
von Nasen- und Darmschleimhduten vor. Durch seine bakterizide Funktion ist Lysozym ein

wichtiger Bestandteil des menschlichen Abwehrsystems zur Bekdmpfung bakterieller Infektionen.

Als Modell-Protein  wird in dieser Arbeit sowohl Lysozym aus Hihnereiwei (HEW-
Lysozym = Hen Egg White-Lysozyme) als auch Humanlysozym verwendet. Grunde fir die
Auswahl von Lysozym als Modellprotein sind sowohl die haufige Verwendung als preisglinstiges
Modellprotein als auch dessen Molekilgrélie, die in einem ahnlichen GroRenbereich liegt wie die
von therapeutisch wichtigen Proteinen, z. B. verschiedenen Bone Morphogenetic Proteinen (z. B.
BMP 2 und BMP 14) .

Ein weiterer Grund ist seine — im Vergleich mit anderen Proteinen — hohe Stabilitat gegeniber
exogenen Faktoren, wie z. B. gegenuber thermischer Belastung und dem Einfluss von hoher
Luftfeuchtigkeit. Lysozym besitzt in verdinnten Losungen eine hohe Resistenz gegen thermische
Belastungen bis ca. 60 °C (Guo et al., 2006). Weiterhin fanden Elkordy et al. (2004) eine hohe
Stabilitat (98 - 101 % enzymatische Aktivitat) gegeniiber hohen Luftfeuchtigkeiten von bis zu
65 %, wobei gefriergetrocknetes und umkristallisiertes Lysozym eine deutlich hohere Stabilitét
aufweisen als spruhgetrocknetes Lysozym. Aus diesem Grund wurde flr alle Versuche dieser

Arbeit lyophilisiertes Lysozym verwendet.

HEW-Lysozym besteht aus 129 Aminosduren und besitzt eine molare Masse von 14,4 kDa. Der
isoelektrische Punkt liegt bei pl 10 bis 11 (Feng, 2009; Hachem, 1996), das pH-Optimum bei ca.
5,5 und das Temperatur-Optimum bei ca. 40 °C (Brenda, 2009). Lysozym weist eine globulére
Struktur auf, die aus vier a-Helices und drei B-Faltblattern aufgebaut ist und vier Disulfidbricken
besitzt (Schwalbe et al., 2001; Khalifeh et al., 2007) (Abbildung 2-12).
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Abbildung 2-12:  3-D-Strukturmodell von Lysozym aus Huhnereiweif3

Humanlysozym ist mit 130 Aminosauren dem Lysozym aus Huhnereiweil3 strukturell sehr ahnlich:
die Aminoséduresequenzen unterscheiden sich in 51 von 129 Aminosduren mit einer zusétzlichen
Aminoséure zwischen Position 47 und 48 im Humanlysozym (Mine et al., 2000). Die 3-D-
Strukturformel von Humanlysozym ist in Abbildung 2-13 und die genauen Aminosauresequenzen

von HEW- und Humanlysozym sind vergleichend in Tabelle 2-3 dargestellt.

Abbildung 2-13  3-D-Strukturmodell von Humanlysozym
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Tabelle 2-3:  Vergleich der Aminosauresequenzen von Humanlysozym (Hum.-Lys.) und Lysozym
aus Huhnereiweifld (HEW-Lys.) (nach Mine et al., 2000)

5 10 15 20
Hum-Lys. K V FERCELARTLIKRLGMDGY
HEW-Lys. - - -G - - - - -=AAMS=- -H=-1 - N -

25 30 35 40
Hum.-Lys. R GI SLANWMCLATEKWESG N T
HEW-Lys. - - V - - G - -V - A - - F - - NF - -
45 50 55 60
Hum.-Lys. R ATNYNAGDRSTDYGI FQ I N
HEW-Lys. Q - - - R - T * - G - - - - - - L - - -
65 70 75 80
Hum.-Lys. S RYWCNDGIKTPGAVNATCHIL
HEW-Lys. - - W=- - - - -R - - -SR=-L - NI
85 90 95 100
Hum-Lys. C S A LLQDNIADAVYATCAIKTR RVY
HEW-Lys. - - - - - S8SSD-TAS-N=- - -K 1V
105 110 115 120
Hum.-Lys. R DPQGIRAWVAWRNRTCO ONTR RTD
HEW-Lys. S -GN -MN - - - « - - - - - KGT -
125 130
Hum-Lys. V R QY V Q G C G V
HEW-Lys. - QAWIR - - R L

In dieser Arbeit wurde sowohl unverdndertes Lysozym aus Huhnereiweil3 als auch
fluoreszenzmarkiertes Lysozym (ebenfalls aus Huhnereiweill) verwendet. Diese fluoreszenz-
markierte Variante ermdglicht die Quantifizierung von Lysozym mit Hilfe fluorimetrischer
Messungen. Lysozym und der Fluoreszenz-Farbstoff Chromeo 494 bilden ein Konjugat, das aus der
Verbindung der Carboxylgruppe des Farbstoffs mit einer Aminogruppe des Proteins hervorgeht.
Die Summenformel des Farbstoffs lautet C,sH3,N.O4 und die molare Masse betragt 437 g/mol und
ist damit gegeniiber dem Proteingewicht vernachlassigbar. Chromeo 494 kann durch einen griinen
Laser mit einer Wellenldnge von 494 nm angeregt werden und emittiert daraufhin Licht mit einer
Wellenldnge von 630 nm. In Abbildung 2-14 ist sowohl das Exzitations- als auch das

Emissionsspektrum des Farbstoffs Chromeo 494 angegeben.
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Abbildung 2-14:  Exzitations- (links) und Emissionsspektrum (rechts) des Farbstoffs
Chromeo 494

2.3.3 FITC-Dextran 70

Fur den Einschluss in Mikropartikel und die Untersuchung der Freisetzungskinetik wurde auBer
Lysozym auch FITC-Dextran 70 eingesetzt. Die Abkirzung FITC steht fur Fluorescein
Isothiocyanat (fluoreszierender Farbstoff). Die molare Masse von FITC-Dextran 70 betragt ca.
70000 Da und ist damit ca. 5-mal schwerer als Lysozym. Durch die unterschiedliche
Stoffklassenzugehdrigkeit lasst sich jedoch keine endgiltige Aussage uUber den GrélRenunterschied
bezogen auf die Raumstruktur machen. In Abbildung 2-15 ist ein Ausschnitt aus der Strukturformel

von FITC-Dextran dargestellt.
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Abbildung 2-15:  Ausschnitt aus der Strukturformel von FITC-Dextran

Dextran ist ein  hochmolekulares, verzweigtes, nichtionogenes Polysaccharid aus
Glucosemonomeren. In dem verwendeten fluoreszenzmarkierten Dextran-Derivat sind pro Mol
Glucose zwischen 0,003 und 0,020 mol FITC mit den Hydroxylgruppen des Dextrans verbunden.
Das Exzitations-Maximum liegt bei 490 nm und das Emissions-Maximum liegt bei 520 nm. Die
Fluoreszenz-Intensitat nimmt mit steigendem pH-Wert zu und erreicht ab einem pH-Wert von ca. 8
ein  Maximum, was sich positiv auf die Vermessung pH-neutraler Proben auswirkt
(Produktinformation der Fa. Sigma-Aldrich, 2009).

Durch die nichtproteinogene Struktur und dem damit verbundenen anderen Eigenschaften von
FITC-Dextran im Vergleich zu Lysozym ist eine Verknlpfung der erhaltenen Ergebnisse aus den
Freisetzungsversuchen nur zum Teil moglich. Beispielsweise weist FITC-Dextran im Gegensatz zu
Lysozym keine ionogenen Gruppen und keine Grenzflachenaktivitat auf, was sich sowohl bei der

Einschlussrate als auch bei den Freisetzungsergebnissen bemerkbar machen kann.

2.4 Stabilisatoren fir den Gefriertrockungsprozess

Ein wichtiger Aspekt, den es bei der Lagerung von Proteinen zu beachten gilt, ist der Schutz vor
hydrolytischer Spaltung dieser komplexen Molekiile, da eine Hydrolyse in nahezu allen Fallen mit

einem Wirksamkeitsverlust einhergeht. Aus diesem Grund werden Proteine in der Regel als
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gefriergetrocknete Produkte gelagert und auch in dieser Form in den Handel gebracht. Die
vorliegende Arbeit beschaftigt sich aus diesem Grund u. a. mit der Verteilung von Stabilisatoren fir
die Gefriertrocknung im Zweiphasensystem aus HES und PEG. Weiterhin enthalten die
hergestellten Mikropartikel als Stabilisator Saccharose in verschiedenen Konzentrationen. Aus
diesem Grund soll hier kurz auf die Wirkmechanismen von Stabilisatoren bei der Gefriertrocknung

eingegangen werden.

Die Gefriertrockung (Lyophilisation) ist ein komplexer Prozess, bei dem es einige Dinge zu
beachten gibt, deren Relevanz mit dem Einfrier- und Auftauvorgang erklart werden kdnnen: Beim
Einfrieren einer gepufferten Proteinldsung kommt es anfangs zum Einfrieren des reinen Wassers,
wodurch es zu einer Gefrierpunktkonzentration und damit einer Gefrierpunktserniedrigung kommt,
da sich nach und nach die Salz- und Proteinkonzentration in der flissigen Phase erhohen. Durch die
unterschiedlichen Sattigungsloslichkeiten der Puffersalze kann es zu einer pH-Wert-Anderung
kommen, wodurch die Gefahr der Proteindenaturierung erhéht wird und es zur Proteinaggregation
bis hin zur Prazipitation kommen kann. Beim Auflosen des Lyophilisats kehrt sich dieser Ablauf
um: je nach Loslichkeit gehen bestimmte Salze zuerst in Lésung, wodurch sich der pH-Wert erneut
unglnstig auf die Proteinstruktur auswirken kann. Diesem Ph&nomen kann man beispielsweise
durch Schockeinfrieren und Schockauftauen entgegen treten. Durch das schockartige Einfrieren und
der damit zusammenhangenden zeitlichen Verhinderung der Ausbildung von Kristallen wird zudem

ein amorphes Gerust ausgebildet, das sich sehr leicht rekonstituieren l&sst.

Weiterhin gibt es Substanzen, die einen Schutz bei der Gefriertrocknung bieten. Diese lassen sich in
die Gruppe der Kryoprotektoren (Schutz beim Einfrieren) und die Gruppe der Lyoprotektoren
(Schutz beim Trocknungsprozess) einteilen, wobei es Substanzen gibt, die sowohl Lyoprotektoren
als auch Kryoprotektoren sein kénnen. Oftmals ist eine eindeutige Zuordnung der Funktion im

Endprodukt nicht méglich, da die Ubergange zwischen diesen beiden Funktionen flieRend sind.

2.4.1 Kryoprotektoren

Kryoprotektoren sind Stoffe, die Proteine beim Einfriervorgang durch eine préferentielle
Hydratation (,,preferential exclusion®) stabilisieren. Der Schutzmechanismus kann mit Hilfe von
Abbildung 2-16 erklart werden.
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Abbildung 2-16:  Schematische Darstellung des Schutzmechanismus™ von Kryoprotektoren

Befindet sich ein gekndultes Protein in einer Losung aus Wasser, Salzen und Proteinen, umgibt sich
das Protein mit einer Hydrathulle, indem der Kryoprotektor die Wassermolekile dichter an das
Protein herandrangt. In der Losung enthaltene Salze reichern sich daraufhin in der Bulkphase an.
Durch die rdaumliche Verdrangung der Salze in die Bulkphase ist das Protein von dem pH-Shift
beim Einfriervorgang nicht unmittelbar betroffen und es kommt somit nicht zum Wirkungsverlust
des Proteins (Mohammed et al., 2007; Carpenter & Crowe, 1988).

Substanzen, die fur die Verwendung als Kryoprotektoren geeignet sind, sollten wasserléslich und
hydrophil sein und eine Vielzahl von Hydroxylgruppen aufweisen. Die dafiir gebrduchlichsten
Stoffe sind Aminoséuren (Glycin), Zucker (Trehalose, Saccharose), Polyole (Mannitol, Sorbitol)
(Bakaltcheva et al., 2007), Polymere (PVP, PEG), anorganische Salze (Na,SO,4, (NH4).SO,) und
organische Salze (Natriumacetat, Natriumlactat). Weiterhin sind hochmolekulare Stoffe wie HES,
PEG, Dextran u. a. ebenfalls kryoprotektiv (Bakaltcheva et al., 2000).

24.2 Lyoprotektoren

Lyoprotektoren sind Substanzen, die der Stabilisierung von Proteinen beim Trocknungsprozess
dienen (,,water replacement®) und dem Lyophilisat seine Stabilitat verleihen. Die Funktionsweise

der Lyoprotektoren ist in Abbildung 2-17 néher dargestellt und wird im Weiteren genauer erklart.
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Abbildung 2-17:  Schematische Darstellung des Schutzmechanismus” von
Lyoprotektoren (R-OH)

Beim Trocknungsprozess wird dem Protein Wasser entzogen, wobei der Anteil des Wassers, der
fest an das Protein gebunden ist, durch die Priméartrocknung nicht entzogen werden kann. Dadurch
sinkt die Glaslibergangstemperatur des Proteins, was sich negativ auf dessen Stabilitat auswirken
kann, da das Protein oberhalb der Glaslibergangstemperatur sehr beweglich ist. Saccharose besitzt
beispielsweise eine Glasiibergangstemperatur von 57 °C (Feststoff) bzw. -32 °C (L6sung). Das
bedeutet, dass sich Saccharose in Lésung durch seine hohe Beweglichkeit bei Raumtemperatur gut
um das Protein herumlagern kann. Wird dem System Wasser entzogen, bewirken Lyoprotektoren
eine Erhohung der Glasubergangstemperatur des Proteins, indem sie Wasserstoffbriicken zum
Protein ausbilden und so die Hydrathiille des Proteins ersetzen. Da die Glaslibergangstemperatur
des héher konzentrierten Stoffes die Glastbergangstemperatur des Gesamtsystems bestimmt, wird
diese somit beim Wasserentzug erhoht. Durch den sterischen Schutz des Proteins durch den
Lyoprotektor und die Erhéhung der Glastibergangstemperatur wird die Beweglichkeit des Proteins
reduziert, es ,,erstarrt” in seiner nativen Struktur in einem amorphen, glasartigen Gertst (Hinrichs et
al., 2001; Bakaltcheva et al., 2000).
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Als Lyoprotektoren werden wegen ihrer ringférmigen Struktur vor allem Disaccharide eingesetzt.
Polyole wie Mannitol und Sorbitol sind aufgrund ihrer linearen Struktur als Lyoprotektoren nicht
geeignet.

2.5 Auswertungsmethoden fur Freisetzungsversuche

Zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse aus den Freisetzungsversuchen von Lysozym und
FITC-Dextran 70 aus den hergestellten Mikropartikeln wurden diese mit Hilfe des Quadrat-
wurzelgesetzes nach Higuchi und des Power Laws dargestellt und ausgewertet. Durch das
Quadratwurzelgesetzes nach Higuchi ist der Vergleich der Freisetzungsgeschwindigkeiten der
verschiedenen Mikropartikelchargen und mit Hilfe des Power Law ist eine mechanistische

Interpretation der Ergebnisse mdglich.

2.5.1 Quadratwurzelgesetz nach Higuchi

Das Quadratwurzelgesetz nach Higuchi (Wurzel-t-Gesetz) beschreibt die Freisetzung von Stoffen
als Fick’schen Diffusionsvorgang aus unldslichen, porenhaltigen Matrices (Higuchi, 1961 und
1963; Chen et al., 2005 und 2006) und wurde 1961 von Higuchi fiir die Wirkstofffreisetzung aus
Salbengrundlagen aufgestellt (Higuchi, 1961). Gleichung 2-4 zeigt das Quadratwurzelgesetz nach
Higuchi mit den zugehdrigen Parametern.

oo,
M

M; freigesetzte Wirkstoffmenge zum Zeitpunkt t

(2C, -&-C)-t =k, -t Gleichung 2-4

S ™

M.,  freigesetzte Wirkstoffmenge zum Zeitpunkt t = o

D Diffusionskoeffizient des Arzneistoffs im Medium
Cs Sattigungsloslichkeit des Arzneistoffs in der Matrix
€ Porositat

T Krimmung der Poren

Co Gehalt an Arzneistoff in der Matrix
t Zeit

Ky rezepturabhéngige Proportionalitatskonstante

Voraussetzung fiir die Anwendbarkeit des Gesetzes ist, dass die vorliegende Konzentration im

System (hier: Beladung der Mikropartikel) deutlich groRer als die Sattigungskonzentration im
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Medium ist und der Wirkstoff dispergiert vorliegt. Ist der in den Mikropartikeln verbleibende Anteil
so klein, dass dieser die Sattigungsloslichkeit unterschreitet, liegt der Wirkstoff geltst vor und die
GesetzméRigkeiten fur Dispersionen finden keine Anwendung mehr. Aus diesem Grund verliert das
Quadratwurzelgesetz nach Higuchi ab einem freigesetzten Wirkstoffanteil von 60 %

definitionsgemal seine Gultigkeit.

Mit Hilfe von Abbildung 2-18 soll der Fick’sche Diffusionsvorgang erlautert werden. Das
Wirkstoffreservoir innerhalb des Mikropartikels wird im Laufe der Zeit von der Oberflache zum
Inneren der Matrix abgebaut, da der Wirkstoff durch Diffusion aus dem Mikropartikel heraus
transportiert wird. Damit nimmt die Distanz h zwischen der Oberflaiche der Matrix und der
Wirkstofffront im Inneren der Matrix zu. Direkt an der Wirkstofffront wird die Séattigungs-
konzentration aufrechterhalten, d. h. die Konzentrationsdifferenz zwischen der Wirkstofffront und
der Partikeloberfliche (und damit dem Medium) bleibt konstant. Dabei stellt der
Konzentrationsunterschied die treibende Kraft dar und es gilt das Fick’sche Gesetz. Aus dieser
immer groRer werdenden Distanz h und dem gleich bleibenden Konzentrationsunterschied AC
ergibt sich mit der Zeit ein sinkender Konzentrationsgradient AC/h. Damit kann erklart werden,
warum die Freisetzungsgeschwindigkeit nach einer bestimmten Zeit abnehmen muss. Die
Gultigkeit des Gesetzes ist eingeschrénkt, da ein konstanter Diffusionskoeffizient D zugrunde
gelegt wird. D konnte sich jedoch infolge Quellung der Mikropartikel wéhrend der Freisetzung
andern. Weiterhin wird eine evtl. stattfindende Erosion des Mikropartikels nicht berticksichtigt.

a) b) c)
Wirkstofffront
Fortschreiten der Wirkstofffront Fortschreiten der Wirkstofffront Fortschreiten der Wirkstofffront

Diffusionsrichtung des Wirkstoffes ~ Diffusionsrichtung des Wirkstoffes  Diffusionsrichtung des Wirkstoffes

Abbildung 2-18:  Schematische Darstellung des Fick”schen Diffsionsvorganges am Beispiel eines
Mikropartikels

Da die Wurzel-t-Gleichung nur flr die Freisetzung von eingelagertem Wirkstoff Gultigkeit besitzt

und nicht fir den Teil des Proteins, der auf der Oberflache aufgelagert ist und zur Initialfreisetzung
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fuhrt (Franssen et al., 1999; Zhang & Chu, 2002), wird die Initialfreisetzung bei der graphischen
Darstellung nach Higuchi und fir den Geschwindigkeitsvergleich nicht mit einbezogen.

25.2 Power Law

Bei Auswertung der Ergebnisse nach dem Power Law (Peppas, 1985; Ritger & Peppas, 1987; Lee,
1985; Rinaki et al., 2003) wird der freigesetzte Wirkstoffanteil in logarithmierter Form gegen den
Logarithmus der Zeit dargestellt. In Gleichung 2-5 ist das Power Law nach Peppas (1985) mit den

zugehdrigen Parametern dargestellt.

ﬂ:k*tn 9 |g (

0

M,
M

0

] =gk +n*Igt Gleichung 2-5

M freigesetzte Wirkstoffmenge zum Zeitpunkt t

M., freigesetzte Wirkstoffmenge zum Zeitpunkt t = oo

t Zeit
k rezepturabhéngige Proportionalitatskonstante
n Steigung = Power Law-Exponent

Durch dieses Gesetz ist es moglich, Gber die Steigung der Geraden, die dem Freisetzungsverhalten
des Wirkstoffs entspricht, den Freisetzungsmechanismus des Wirkstoffs aus den Mikropartikeln zu
erklaren und besser miteinander vergleichen zu kdnnen. Mit Hilfe von Abbildung 2-19 soll der

theoretische Hintergrund des Power Law erldutert werden.

Penetriert Wasser oder eine wassrige Flissigkeit in eine trockene wirkstoffhaltige Hydrogelmatrix
(@), quillt die Matrix und der Wirkstoff diffundiert durch die hydratisierte Quellungsschicht ins
umgebende Medium. Dabei trennt die eindringende Flissigkeit die gummiartige, gequollene
Schicht von der glasartigen Schicht und es entsteht eine scharfe Trennschicht zwischen diesen
beiden Zustandsformen der Hydrogelmatrix (b). Die Trennschicht schreitet nach innen immer
weiter fort. Zur gleichen Zeit vergroRert sich der Partikel durch den Quellungsvorgang; die
Grenzschicht des Partikels zum umgebenden Medium wandert dabei nach auf3en (c). Das heil3t, dass
sich die beiden Grenzschichten in gegensatzlicher Richtung voneinander weg bewegen, abhéngig
vom Ausmall der Diffusions- bzw. der Relaxationsgeschwindigkeit der Polymerketten. Dabei
uberwiegt entweder die Polymer-Relaxation (Quellung) bzw. die Erosion oder die Diffusionsrate
des geltsten Wirkstoffes (Peppas et al., 2000).
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Abbildung 2-19:  Schematische Darstellung der Wirkstofffreisetzung aus quellbaren Mikro-

partikeln

So kommt es entweder zum Case-I-Transport (Fick’sche Diffusion) oder zum Case-ll-Transport
(Quellung bzw. Erosion (van Dijk-Wolthuis et al., 1997)). Welcher der Prozesse vorliegt, ergibt
sich aus der Auswertung des Exponenten n des Power Law: es kdnnen dabei Exponenten von

n=0,5;0,5<n<1odern=1erhalten werden.

Fur einen Power Law-Exponenten n < 0,5 sind in der Literatur keine Daten zu finden. Dies kann ein
Hinweis auf ein komplexes Freisetzungsverhalten sein, z. B. eine behinderte Fick’sche Diffusion.
Fir n=0,5 gilt, dass der Prozess rein diffusionsgesteuert ist (Fick’sche Diffusion) und Quellung
und Erosion der Matrix vernachléassigt werden konnen. 0,5 < n < 1 bedeutet, dass sowohl Quellung
und Erosion als auch die Fick sche Diffusion an der Freisetzung beteiligt sind und fir n = 1 ergibt
sich, dass die Freisetzung quellungs- bzw. erosionskontrolliert ist und die Freisetzung des
Wirkstoffs unabhangig von der Konzentration stattfindet. Es liegt im letztgenannten Fall also eine

Freisetzung nach 0.-Ordnung vor, da die Reaktionsgeschwindigkeit konstant ist.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien

Es werden in der vorliegenden Arbeit die in Tabelle 3-1 aufgeflihrten Substanzen eingesetzt.

Tabelle 3-1:  Ubersicht tber die verwendeten Substanzen
] Bestellnummer/
Substanz Bezugsquelle Qualitat )
Chargen-Bezeichnung

a-Amylase from Bacillus subtilis ~ Fluka tber die Sigma- analytische Ch.-B.: 1323905

Aldrich Chemie GmbH, Qualitat Best.-Nr.: 10069

Miinchen
AssayMax Human Lysozyme Assaypro, St. Charles, analytische Ch.-B.: 0788816
ELISA Kit Montana, USA, bezo- Qualitat Best.-Nr.: EL3010-1

gen Uber Holzel Bio-

tech, Kdéln, Deutschland
FITC-Dextran 70 Sigma Aldrich, analytische Ch.-B.: 015K5311
(Fluorescein Isothiocyanat- Minchen Qualitat Best.-Nr.: FD70S-250MG
Dextran), Mr 70 000 g/mol
F-Lysozym, 0,2 %ige LOsung Active Motif Chromeon - Labeling-Ch.-B.: 1110
(Farbstoff: Chromeo 494; Absorp- GmbH, Tegernheim
tion: 494 nm/Emission: 628 nm)
Glucose (D(+)) Carl Roth GmbH & analytische Ch.-B.: 09677532

Co. KG, Karlsruhe Qualitat Best.-Nr.: X997.2
Glycin Carl Roth GmbH & Ph. Eur., Ch.-B.: 51576221

Co. KG, Karlsruhe USP, BP Best.-Nr.: T873.1
HES-HEMA (DS 0,01488) TU Braunschweig* - interne Ch.-B.: STH197A
HES-HEMA (DS 0,07878) TU Braunschweig* - interne Ch.-B.: STH197B
Humanserum (converted) PAA Laboratories diagnostic  Ch.-B.: C00105-0473

GmbH, Pasching grade Best.-Nr.: C15-051

Osterreich

Hydroxyethylstarke (HES) 130/0,4
(Mr =130 000 g/mol)

Fresenius Kabi GmbH
Bad Homburg

Ch.-B.: 130-02-01-P

Hydroxyethylstarke (HES) 200/0,5
(Mr =200 000 g/mol)

Fresenius Kabi GmbH
Bad Homburg

Ch.-B.: 31222
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Bestellnummer/

Substanz Bezugsquelle Qualitat )
Chargen-Bezeichnung
Igacure 2959 Ciba, Lampertheim analytische Ch.-B.: 0037373S
Qualitat Best.-Nr.: 4031085
Lysozym Fluka Uber die Sigma- analytische  Ch.-B.: 1292029
(from chicken egg white) Aldrich Chemie GmbH,  Qualitét Best.-Nr.: 62970
Minchen
Lysozym Sigma-Aldrich Chemie  analytische Ch.-B.: 058K0811
(recombinant from human milk, GmbH, Miinchen Qualitat Best.-Nr.: L1667-1G
expressed in rice)
Mannitol Roquette, Lestrem analytische  Ref.-Nr. 685234
Frankreich Qualitat
Natriumazid Sigma Aldrich, analytische Ch.-B.: 1172478
Minchen Qualitat Best.-Nr.: 71290
Polyethylenglykol BASF AG analytische  Ch.-B.: 03652-90H0 und
(PEG 8 000, Pluriol E 8 000) Ludwigshafen Qualitat 59613-90H
Mr = (8 000 g/mol) Art.-Nr.: 50844528
Polyethylenglykol 40 000 Serva Electrophoresis analytische Ch.-B.: 17976
(PEG 40 000 GmbH, Heidelberg Qualitat Best.-Nr.: 33139
(Mr =40 000 g/mol)
Saccharose (D(+)) Carl Roth GmbH & Ph. Eur. Ch.-B.: 31787440
Co. KG, Karlsruhe Best.-Nr.: 4661.1
Trehalose (D(+))-Dihydrat Carl Roth GmbH & 99 %, fur Ch.-B.: 19679068
Co. KG, Karlsruhe die Bio- Best.-Nr.: 5151.2
chemie
U-*C- a-D Trehalose American Radiolabeled  analytische Ch.-B.: 060721
(3,7 MBg/ml) Chemicals Inc., St. Qualitat Best.-Nr.: ARC 1249
Louis, Missouri, USA
uber Biotrend, Kdln
U-*C-Glycin Amersham Biosciences  analytische Ch.-B.: 101
(1,85 MBg/ml) Minchen Qualitat Best.-Nr.. CFB66
U-'*C-Saccharose Amersham Biosciences, analytische Ch.-B.: 90
(7,4 MBg/ml) Minchen Qualitat Best.-Nr.: CFB146
Ultima Gold PerkinElmer, Waltham, - Ch.-B.: 77-070102 und

Szintillations-Cocktail

USA

77-070201
Best.-Nr.: 6013327
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* = Das HEMA-Derivat der Hydroxyethylstarke (HES-HEMA) wird in Anlehnung an Van Dijk-
Wolthuis et al. (1997) und Heim et al. (2007) vom Institut fir Technische Chemie, Abt. TC
Makromolekularer Stoffe der TU Braunschweig, synthetisiert und charakterisiert. Der Substi-
tutionsgrad entspricht dem Anteil der substituierten Anhydroglucoseeinheiten an der Gesamt-
anhydroglucose-Anzahl « 100. Das bedeutet, dass im Mittel pro 100 Anhydroglucoseeinheiten 1,488
bzw. 7,878 substituierte Anhydroglucoseeinheiten vorliegen. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit
werden die Substitutionsgrade der HES-HEMA-Derivate mit ,,DS 1,5 und ,,DS 7,8* abgekdrzt.

Alle weiteren verwendeten Substanzen werden in analytischer Qualitat bezogen und verwendet.

Das verwendete Wasser wird mit Umkehrosmose hergestellt (HEMO-RO von Fa. Millipore,
Schwalbach oder Purelab Option Q von Fa. ELGA LabWater, Celle) und entspricht in seiner
Qualitdt mindestens Aqua purificata nach Ph. Eur. Fir spezielle Zwecke wird das Wasser
autoklaviert (Labstar 3-4-7, Zirbus technology, Bad Grund, Deutschland; Programm 5: 121 °C,
2,1 bar, 15 min).

3.2 Herstellung des Zweiphasensystems

In Abbildung 3-1 ist die Herstellung eines Zweiphasensystems schematisch dargestellt. Es werden
Stammldsungen von Hydroxyethylstarke, Polyethylenglykol und den zu untersuchenden
Substanzen hergestellt (die Konzentrationsangaben sind bei den einzelnen Versuchen aufgefiihrt).
Die beiden Polymerstammldsungen werden zusammengegeben (Mengenverhaltnisse sind bei den
einzelnen Versuchen aufgefiihrt) und anschliefend durch Vortexen (Vibrofix VF 1, IKA-Werke
Deutschland) homogenisiert. Nach dem ersten VVortexen werden ggf. weitere Substanzen zugefiigt
und anschlieBend wird erneut gevortext. Nach der Phasenseparation, welche durch Zentrifugieren
bei 5000 rpm fiir 5 min beschleunigt wird, werden die beiden Phasen getrennt und analysiert.
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Abbildung 3-1: Herstellungsschema eines wassrigen Zweiphasensystems aus HES und PEG

3.3 Untersuchung physikochemischer Einflussfaktoren auf das ATPS aus
HES und PEG

3.3.1 Temperatureinfluss

Um den Einfluss der Temperatur auf die Lage der Binodalkuven von Zweiphasensystemen zu
ermitteln, werden folgende Temperaturen untersucht: 10 °C, 23 °C (Raumtemperatur), 30 °C und
40 °C. Dazu werden eine 30 %ige (m/m) HES 130/0,4-L6ésung und eine 20 %ige PEG 8 000-
Losung als Stammldsungen hergestellt. Die HES-L6sung wird mit definierten Mengen Wasser
verdiinnt, anschlielend temperiert und so eine Konzentrationsreihe erstellt. Zu jeder der HES-
Losungen der Konzentrationsreihe wird nach der Temperierung tropfenweise ebenfalls temperierte
PEG-L6sung zugegeben bis eine Tribung zu erkennen ist. Nach jedem Tropfen wird ca. 5s
gevortext. Die Temperierung der Stammlosungen erfolgt mit einem Thermostaten (Colora NB,
Deutschland). In gleicher Weise wird der Temperatureinfluss auf ein Zweiphasensystem aus
HES 200/0,5 und PEG 8 000 untersucht.

3.3.2 pH-Wert-Einfluss auf das Phasen-Volumen-Verhaltnis

Um den Einfluss des pH-Wertes auf das Phasen-Volumen-Verhaltnis von Zweiphasensystemen zu
untersuchen, werden pH-Reihen des Zweiphasensystems im Bereich pH 1 bis 6 untersucht. Dazu
werden eine 4 %ige HES- und eine 30 %ige PEG-L6sung hergestellt und im Verhaltnis 43T + 57 T
(m/m) gemischt. AnschlieRend wird der pH-Wert des ATPS mit 1 N HCI auf den gewt(inschten pH-
Wert eingestellt. Da zur pH-Einstellung auf pH 1 die grofite Menge HCI bendtigt wird, wird bei
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allen anderen Versuchen mit héherem Ziel-pH-Wert die Differenz mit Wasser aufgeftllt, um immer
das gleiche Verhéltnis HES/PEG/Wasser zu erhalten. 30,0 g der entsprechend eingestellten
Zweiphasensysteme werden in 100 ml Erdolglaschen gefullt und bis zur vollstandigen
Phasenseparation erschitterungsfrei gelagert. Parallel dazu wird die Dichte des eingestellten ATPS
mit dem Dichtemessgerat DMA 4500 (Anton Paar Germany GmbH, Ostfildern, Deutschland)
gemessen, um das VVolumen der im Erdoélglaschen befindlichen Zweiphasenmischung zu errechnen.
Nach ca. 5 bis 7 Tagen wird das VVolumen der HES-Phase abgelesen und der prozentuale Anteil im

Bezug zum Gesamtvolumen berechnet.

3.3.3 Einfluss von Kryoprotektoren auf das wassrige Zweiphasensystem

In diesem Versuch soll der Einfluss von Kryoprotektoren (Saccharose, Trehalose, Mannitol,
Sorbitol und Glycin) auf das wassrige Zweiphasensystem untersucht werden. Dies geschieht sowohl

durch die Bestimmung der Dichte als auch des Trocknungsriickstandes.

Als Stammldsungen werden eine wassrige 20 %ige (m/m) HES 130/0,4-L6sung und eine wassrige
20 %ige (m/m) PEG 8 000-Ldsung verwendet, die in gleichen Massenanteilen zusammengegeben
werden. Das entstandene Zweiphasensystem wird auf dem Magnetrihrer fortlaufend geriihrt und
davon jeweils 15 g in tarierte Reagenzgléaser pipettiert. Zu dieser Mischung werden, wie bei den

einzelnen Versuchen beschrieben, definierte Mengen der Kryoprotektoren-Ldsungen gegeben.
3.3.3.1 Dichte

Fur die Untersuchung der Dichteanderung der beiden Phasen mit zunehmendem Gehalt an
Kryoprotektoren werden Stammlésungen mit der maximal l6slichen Konzentration (Merck-
Katalog, 2002) hergestellt und anschlieBend so verdiinnt, dass die in Tabelle 3-2 beschriebenen

Losungen mit dquidistanten Konzentrationsstufen erhalten werden.

Tabelle 3-2:  Verdunnungsreihen der untersuchten Kryoprotektoren

Saccharose- Mannitol- Glucose- Trehalose- Glycin-

Konz.[m/m] Konz.[m/m] Konz.[m/m] Konz. [m/m] Konz. [m/m]

1 6,47 2,05 4,40 1,94 2,08
2 12,82 4,10 8,87 3,85 4,01
3 19,26 6,07 13,49 5,78 5,98
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Saccharose- Mannitol- Glucose- Trehalose- Glycin-

Konz. [m/m] Konz.[m/m] Konz.[m/m] Konz. [m/m] Konz. [m/m]

4 25,60 8,02 17,76 7,75 7,99
5 32,10 9,98 22,11 9,61 9,97
6 38,25 11,99 26,49 11,59 11,99
7 44,86 14,06 30,94 13,57 14,02
8 51,36 15,99 35,66 15,42 16,02
9 57,67 17,97 40,12 17,28 17,95
Stammlésung 64,00 20,06 44,46 19,31 20,00

Von diesen Ldsungen werden jeweils 1,6 g zu 15 g der homogenisierten Zweiphasenmischung
gegeben (Referenz enthdlt stattdessen 1,6 g Wasser) und intensiv gevortext. Nach der
Phasenseparation (ca. 5 Tage) werden die Phasen getrennt und die Dichte mittels Dichtemessgerat
(DMA 4500, Anton Paar Germany GmbH) bestimmt, indem die Proben in das Messgerét injiziert
und anschlieend nach der Biegeschwingermethode bei Raumtemperatur (23,00 °C) vermessen

werden.
3.3.3.2  Trocknungsverlust/Trocknungsrickstand

Die Praparation der Proben erfolgt wie bereits in Kap. 3.3.3.1 beschrieben. Nach der
Phasenseparation werden die Phasen getrennt, in 2 ml-PP-Mikrozentrifugenréhrchen mit Deckel
uberfihrt und genau gewogen. Die Mikrozentrifugenréhrchen werden gedffnet bei 80 °C im
Trockenschrank getrocknet. Nach Saccharose- und Glucosezusatz wird die HES-Phase 48 h, nach
Mannitol-, Trehalose- und Glycinzusatz 120 h bis zum Erreichen der Massenkonstanz getrocknet.
Die PEG-Phase wird 48 h getrocknet, da kurzkettige Polyethylenglykolmolekile fliichtig sind.
AnschlieRend werden die Gefalle nach der Entnahme aus dem Trockenschrank sofort fest
verschlossen und nach Abkihlung auf Raumtemperatur erneut gewogen. Der Trocknungsverlust
(TV) bzw. Trocknungsriickstand (TR) ergibt sich aus Gleichung 3-1 bzw. Gleichung 3-2.

Ty - 100

=————(Einwaage — Auswaage) Gleichung 3-1
Einwaage
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TR 100

= —Einwaage -(Auswaage) Gleichung 3-2

3.3.3.3  Bestimmung der Verteilungskoeffizienten von Kryoprotektoren

Ziel der Untersuchung ist, eine Aussage Uber das Verteilungsverhalten von Kryoprotektoren im
wassrigen Zweiphasensystem und damit zu deren Affinitat zu einer der beiden Phasen machen zu
konnen. Diese Untersuchung erfolgt mit Hilfe der radioaktiv markierten Kryoprotektoren

Saccharose, Trehalose und Glycin.

Um den Einfluss groRerer Mengen Kryoprotektor zu untersuchen, werden die radioaktiv markierten
Stammldsungen von Trehalose, Saccharose und Glycin mit nicht radioaktiv markierten Losungen
derselben verschnitten. Dazu werden 10,00 g der unter Punkt 3.3.3.1 genannten 20 %igen (m/m)
Stammldsungen von Glycin und Trehalose und der 64 %igen (m/m) Saccharoselésung mit so viel
C markierter Losung versetzt, dass eine Gesamtaktivitat der Losungen von 370 kBq resultiert
(sieneTabelle 3-3).

Tabelle 3-3:  Aktivitat der (verschnittenen) Kryoprotektorldsungen

Aktivitat der Ausgangs- Zusatz zu 10,00 g Aktivitat der erhaltenen
l6sung Stammlésung Losung
Saccharose 7,4 MBg/ml 50 pl 370 kBq
Trehalose 3,7 MBg/ml 100 pl 370 kBq
Glycin 1,85 MBg/ml 200 pl 370 kBq

Je 15 g der homogenisierten Zweiphasenmischung werden mit steigenden Mengen (0,2 g bis 1,6 ¢
in 0,2 g-Schritten)  verschnittener Kryoprotektorlésung versetzt. Nach dem Vortexen
werden die Losungen zur Phasenseparation 5 Tage stehen gelassen, danach getrennt und jeweils
0,5 g in 20 ml LSC-Vials eingewogen. Nach dem Zuftigen von 15 ml Szintillations-Cocktail Ultima
Gold werden die Proben 1 min mit dem Liquid Scintillation Counter Tri-Carb 2500TR (Packard

Instruments, Meriden, USA) vermessen.

Beispielhaft wird in Abbildung 3-2 die Kalibriergerade mit zugehdrigem Vertrauensbereich und in
Tabelle 3-4 die Kalibrierparameter von U-'*C-Trehalose gezeigt. Die zugehorigen Residuenplots
sind dem Anhang (ab Seite 177) zu entnehmen.
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Abbildung 3-2: Kalibriergerade der Trehalosebestimmung (n = 3)

Tabelle 3-4: Kalibrierparameter der Trehalosebestimmung

Messbereich 1,6 - 6,63 mg

Anzahl Kalibrierpunkte 6

Anzahl Proben je Kalibrierpunkt 3

Freiheitsgrade (Probenanzahl — 2) 16

Kalibrierfunktion y =5085,6 x — 1167,9
Reststandardabweichung s, 391,0
Verfahrensstandardabweichung Sy 0,077

rel. Verfahrensstandardabweichung Vo 1,90 %
Korrelationskoeffizient r 0,9991
Bestimmtheitsmal r2 0,9983
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3.3.3.4  Einfluss von Lysozym auf die Verteilungskoeffizienten von Kryoprotektoren

Um den Einfluss von Lysozym auf die Verteilung von Kryoprotektoren im Zweiphasensystem zu
untersuchen, werden die Verteilungskoeffizienten sowohl mit als auch ohne Lysozymzusatz
bestimmt und miteinander verglichen. Wie bei Versuch 3.3.3.3 wird auch hier die Verteilung von

Saccharose, Trehalose und Glycin untersucht.

3.3.3.4.1 Verteilung von Kryoprotektoren im ATPS aus 10 T HES, 10 TPEG und 80 T
Wasser
Es wird ein Zweiphasensystem aus gleichen Teilen einer 20 %igen (m/m) HES 130/0,4-L6sung und
einer 20 %igen (m/m) PEG 8 000-Ldsung hergestellt, so dass ein Gehalt von 10 % (m/m) HES und
10% (m/m) PEG im System resultiert. Das entstandene Zweiphasensystem wird auf dem
Magnetrihrer fortlaufend geriihrt. Das Verschneiden der Losungen der Kryoprotektoren mit den
[U-14C]-Kryoprotektoren erfolgt mit dem Ziel, eine Gesamtaktivitdt der Ldsungen von jeweils
74 kBq zu erhalten.

Dazu werden die 1 %igen Ldsungen wie folgt mit den radioaktiven Lésungen versetzt:

= 3,0 g einer 1 %igen Saccharoselésung + 10 pl [U-14C]-Saccharoselésung mit 7,4 MBg/ml
= 3,0 g einer 1 %igen Trehaloseldsung + 20 pl [U-14C]-Trehaloseldsung mit 3,7 MBg/mi
= 3,0 g einer 1 %igen Glycinlosung + 40 pl [U-14C]-Glycinlésung mit 1,85 MBg/ml)

Die Praparation der Proben erfolgt nach dem in Tabelle 3-5 angegebenen Schema.

Tabelle 3-5:  Praparationsschema von Zweiphasenmischungen zur Bestimmung des Lysozym-

einflusses auf die Kryoprotektorenverteilung im ATPS aus 10 T HES, 10 T PEG
und 80 T Wasser

Zugabe verschnittener

Homogene Zwei- Zugabe 1 %ige ~ugabe W [l
. ) ugabe Wasser
phasenmischung [g] Lysozymlésung [g] Losung der Kryo . J
protektoren [g]
2,42 0,08 0 0,0798
2,42 0,08 0,0133 0,0665
2,42 0,08 0,0266 0,0532
2,42 0,08 0,0399 0,0399
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Homogene Zwei- Zugabe 1 %ige Zugabe verschnittener N a
5 ] ugabe Wasser
phasenmischung [g] Lysozymlésung [g] LOsung der Kryo 9 9

protektoren [g]

2,42 0,08 0,0532 0,0266
2,42 0,08 0,0665 0,0133
2,42 0,08 0,0798 0

Nach der Phasenseparation werden die Phasen getrennt und jeweils 0,300 g von jeder Phase

vermessen wie in Kapitel 3.3.3.3 beschrieben.

3.3.3.4.2 Verteilung von Kryoprotektoren im ATPS aus 1,72 T HES, 17,2 TPEGund 81 T
Wasser

Um den Konzentrationsverhéltnissen bei der Herstellung von Mikropartikeln gerecht zu werden,
wird der o. g. Versuch dahingehend angepasst, dass eine 4 %ige (m/m) HES 130/0,4-Ldsung und
eine 30 %ige (m/m) PEG 8 000-Ldsung im Verhéltnis 43 % (m/m) HES-LOsung und 57 % (m/m)
PEG-L6sung zusammengegeben werden, so dass ein Verhdltnis von PEG zu HES von 10+1
entsteht. Das entstandene Zweiphasensystem wird auf dem Magnetrihrer fortlaufend gerlhrt. Das
Verschneiden der Lésungen der Kryoprotektoren mit den [U-14C]-Kryoprotektoren erfolgt in der

Weise, dass eine Gesamtaktivitdt der Losungen von jeweils 444 kBq erhalten wird.

= 6,0 g einer 1 %igen Saccharoseldsung + 60 pl [U-14C]-Saccharoseldsung mit 7,4 MBg/ml
= 6,0 g einer 1 %igen Trehaloseldsung + 120 ul [U-14C]-Trehaloselésung mit 3,7 MBg/ml
= 6,0 g einer 1 %ige Glycinlosung + 240 ul [U-14C]-Glycinlésung mit 1,85 MBg/ml)

Die Praparation der Proben erfolgt nach dem in Tabelle 3-6 angegebenen Schema.
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Tabelle 3-6:  Praparationsschema von Zweiphasenmischungen zur Bestimmung des Lysozym-
einflusses auf die Kryoprotektorenverteilung im an die Konzentrationsverhaltnisse

der Mikropartikelherstellung angepassten ATPS

Zugabe verschnittener

Homogene Zwei- Zugabe 1 %ige
phasenmischung [g] Lysozymldsung [0] L6sung der Kryo- Zugabe Wasser [q]
protektoren [g]

7,26 0,240 0 0,240
7,26 0,240 0,040 0,200
7,26 0,240 0,080 0,160
7,26 0,240 0,120 0,120
7,26 0,240 0,160 0,080
7,26 0,240 0,200 0,040
7,26 0,240 0,240 0

Nach der Phasenseparation werden die Phasen getrennt und jeweils ca. 0,150 g von jeder Phase
vermessen wie in Kapitel 3.3.3.3 beschrieben.

3.34 Einfluss von Lysozym auf das wassrige Zweiphasensystem

3.3.4.1  Qualitative Bestimmung der Lysozymverteilung im wassrigen

Zweiphasensystems durch Fluoreszenzmikroskopie

0,3g einer 0,1%igen Lysozymlésung werden mit 13,6 ul einer 0,20 %igen Fluoreszenz-
Lysozymldsung verschnitten. 0,3 g einer 4 %igen HES-L6sung werden mit der verschnittenen
Lysozymlésung gemischt und 5s gevortext. Anschlielend werden 0,4 g 30 %ige PEG-Ldsung
hinzugefiigt, der zur Erhéhung der Viskositat und damit zur langsameren Phasenseparation noch
2 % PEG 40 000 zugesetzt wurde, und nochmals 10 s gevortext. Danach wird die Mischung zur
Viskositatserhdhung 10 min in ein Eisbad gestellt und anschlieBend mikroskopiert. Dazu wird ein
Tropfen dieser Mischung auf einen Objekttrager aufgebracht und mit der Fluoreszenz-Einheit des
Axio Imager Z 1 (Carl Zeiss, Jena) untersucht. Die Lysozymkonzentration in diesem Versuch liegt
bei ca. 0,03 % (m/m).
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3.3.4.2 Quantitative Bestimmung der Verteilungskoeffizienten von Lysozym und

Untersuchung des Saccharoseeinflusses

Die Quantifizierung der Lysozymverteilung wird sowohl fluorimetrisch als auch durch einen
lysozymspezifischen ELISA ermittelt. Die fluorimetrische Analyse ist eine spezifische Methode zur
quantitativen Bestimmung von Proteinen. Ein ELISA-Test hat gegenuber der fluorimetrischen

Bestimmung den Vorteil, dass nur der nativ vorliegende, aktive Proteinanteil bestimmt wird.

3.3.4.2.1 Fluorimetrische Vermessung von Lysozym

5,7 g einer wassrigen 30 %igen PEG-L6sung und 4,3 g einer wassrigen 4 %igen HES-Ldsung, die
jeweils 0 %, 5 %, 10 % bzw. 15 % Saccharose enthalten, werden gemischt, 30 Sekunden gevortext
und zur Beschleunigung der Phasenseparation 10 min bei 5300 rpm zentrifugiert. Nach der
Phasenseparation werden 8,09 der PEG-Phase entnommen, mit 20 ul einer 0,20 %igen
Fluoreszenz-Lysozymldsung gemischt und die Konzentration der Mischung fluorimetrisch mit dem
Plattenreader Synergy HT (BioTek Instruments, Bad Friedrichshall, Germany) bestimmt.
Anschliefend wird die mit Fluoreszenz-Lysozym verschnittene PEG-Phase genau gewogen und
zum verbliebenen ATPS zuriickgegeben. Diese Mischung wird intensiv gevortext und zur
Beschleunigung der Phasenseparation erneut zentrifugiert (10 min bei 5300 rpm). Nach der
Phasenseparation wird der Lysozymgehalt in der PEG-Phase erneut fluorimetrisch bestimmt und
der Gehalt an Lysozym in der HES-Phase berechnet.

Beispielhaft werden in Abbildung 3-3 die Kalibriergerade mit zugehdrigen Vertrauensbereich und
in Tabelle 3-7 die Kalibrierparameter von Fluoreszenz-Lysozym in der PEG-Phase gezeigt. Die

zugehorigen Residuenplots sind dem Anhang (ab Seite 177) zu entnehmen.
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Abbildung 3-3: Kalibriergerade fiir Lysozym in der PEG-Phase im System mit 5 % Saccharose

Tabelle 3-7:  Kalibrierparameter fiir Lysozym in der PEG-Phase im System mit 5 % Saccharose

Messbereich 2,2-132mg

Anzahl Kalibrierpunkte 6

Anzahl Proben je Kalibrierpunkt 3

Freiheitsgrade (Probenanzahl — 2) 16

Kalibrierfunktion y =6316,1 x — 4175,5
Reststandardabweichung s, 1296,9
Verfahrensstandardabweichung syo 0,21

rel. Verfahrensstandardabweichung Vo 2,67 %
Korrelationskoeffizient r 0,9987
Bestimmtheitsmaf r? 0,9973
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3.34.22 Lysozym-ELISA

Probenvorbereitung
5,7 g einer wassrigen 30 %igen PEG-L6sung und 4,3 g einer wassrigen 4 %igen HES-Ldsung, die

jeweils 0%, 5%, 10 % bzw. 15 % Saccharose enthalten, werden gemischt und mit 20 pl einer
0,20 %igen Humanlysozym-Lo&sung versetzt. Die Proben werden jeweils 30 Sekunden gevortext,
30 min bei Raumtemperatur stehen gelassen und anschlieend zur Beschleunigung der Phasen-
separation 10 min bei 5300 rpm zentrifugiert. Die Phasen werden getrennt und von jeder Phase
werden 12,5 pl ad 50,0 ml mit Phosphatpuffer pH 7 verdinnt, um im messbaren Konzentrations-
bereich des ELISA-Kits arbeiten zu kdnnen, der durch den mitgelieferten internen Standard bedingt
ist. Fur die Referenzproben wird das Zweiphasensystem anstelle von Lysozym mit Wasser versetzt

und genauso aufbereitet wie die Proben.

Durchfihrung des Versuchs
Fir den ELISA werden jeweils 50 pl der Probe, der Referenzproben und der Kalibrierldsung auf die

mit Antikdrpern beschichtete 96-Well-Platte aufgetragen, die Wells mit Dichtungsband
verschlossen und die Proben firr 2 Stunden inkubiert. Nach der Inkubationszeit werden die Wells 5-
mal mit je 200 pl verdinntem Waschpuffer gewaschen. Durch das Wenden der Platte wird der
Inhalt entfernt und Reste durch vorsichtiges Ausklopfen der Platte auf Zellstoff entfernt.
AnschlieBend werden 50 pl des Biotin-markierten Lysozym-Antikorpers in jedes Well pipettiert
und die Platte fur eine weitere Stunde inkubiert. Nach dem 5-maligen Waschen der Wells und dem
Ausklopfen der Reste werden 50 ul des Streptavidin-Peroxidase-Konjugates in jedes Well gegeben
und die Platte fur 30 Minuten inkubiert. Es folgen weitere Waschschritte und anschlieRend die
Zugabe von 50 pl des Chromogen-Substrates in jedes Well bis die blaue Farbe nach ca. 8 Minuten
optimal zu sehen ist. Die Platte wird nun zur Homogenisierung vorsichtig bewegt und alle Blasen
mit einer Kantlle zerstochen. Um die Absorption bei 450 nm messen zu kdnnen, wird in jedes Well
50 ul 0,1 N Salzséure pipettiert. Die Farbe wechselt von blau nach gelb und wird sofort am

Plattenreader Synergy HT (BioTek Instruments, Bad Friedrichshall, Germany) vermessen.

34 HES-Mikropartikel

34.1 Herstellung

Die Mikropartikel werden durch eine Wasser-in-Wasser-Emulsionsmethode hergestellt (Albertsson
et al., 1990; Franssen & Hennink, 1998; Scheibe, 2008). Das Konzentrationsverhaltnis PEG 8 000
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zu HES-HEMA betragt 10+1. Alle Stammlésungen (HES-HEMA 4 % (m/m), Irgacure 2959 0,1 %
(VIV), PEG8000 30% (m/m), Saccharose 53 % (m/m)) werden mit Phosphatpuffer pH 7
hergestellt.

3,0 g der HES-HEMA Stammlésung werden mit 150 pl Fluoreszenz-Lysozym (0,20 % m/V), 2,0 g
Phosphatpuffer bzw. Saccharoselésung und 0,6 g der Irgacure-Lésung versetzt. Die
Saccharosekonzentrationen betragen 0 %, 5 %, 10 % und 15 % (m/m). Diese Mischungen werden
vorsichtig mit PEG 8 000-Ldsung uberschichtet und zur Viskositatserhnéhung fir 10 min in
Eiswasser gekihlt. Anschlielend wird die entstandene Wasser-in-Wasser-Emulsion 1 min lang auf

Stufe 1 mit dem Vortex-Genie (Scientific Industries, New York, USA) gevortext.

Die Emulsion wird 30 min lang mit UV-Licht (Wellenlange: 366 nm) der Intensitat 3,5 mW/cm?
bestrahlt.

Nach Uberfiihren der entstandenen Suspension in ein Zentrifugenréhrchen und Zentrifugation bei
5000 rpm fiir 5 min wird die Uberstehende PEG-Phase abdekantiert. Die Mikropartikel werden in
Wasser (bzw. im Fall von saccharosehaltigen Mikropartikeln mit Saccharoseldsung entsprechender
Konzentration) resuspendiert, um sie von PEG-Ruckstdnden und anderen verbleibenden Substanzen
zu befreien, und erneut zentrifugiert. Diese Waschschritte werden
5-mal wiederholt. Der PEG-Uberstand und alle Waschwasser werden fiir die Untersuchung der
Einschluss-Effizienz (Massenbilanz-Methode) gesammelt. AbschlieRend werden die Mikropartikel
lyophylisiert.

Alle beschriebenen Arbeitsschritte werden unter Lichtausschluss durchgefihrt.

Nach der oben beschriebenen Vorgehensweise werden weiterhin Mikropartikel hergestellt, die
anstelle mit Fluoreszenz-Lysozym mit der gleichen Menge FITC-Dextran 70 beladen werden.
Dabei werden Saccharosekonzentrationen von 0 %, 5 %, 10 % und 15 % (m/m) eingesetzt und der

Einfluss der Zuckerkonzentration untersucht.

Jede Charge wird dreimal hergestellt (auRer unbeladene Mikropartikel: n = 1). Folgende 44 Chargen
(siehe Tabelle 3-8) Mikropartikel werden dabei erhalten.
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Tabelle 3-8: Hergestellte Mikropartikel-Chargen

Mit f-Lysozym beladene Mikropartikel Mit FITC-Dextran beladene Mikropartikel

DS 1,5; Ohne Saccharose (n = 3) DS 1,5; Ohne Saccharose (n = 3)

- DS 1,5; Mit 5 % Saccharose (n = 3)
DS 1,5; Mit 10 % Saccharose (n = 3) DS 1,5; Mit 10 % Saccharose (n = 3)
- DS 1,5; Mit 15 % Saccharose (n = 3)
DS 7,8; Ohne Saccharose (n = 3) DS 7,8; Ohne Saccharose (n = 3)

- DS 7,8; Mit 5 % Saccharose (n = 3)
DS 7,8; Mit 10 % Saccharose (n = 3) DS 7,8; Mit 10 % Saccharose (n = 3)

- DS 7,8; Mit 15 % Saccharose (n = 3)

pro DS und Saccharosegehalt (n = 1) Referenz-MP, d. h. ohne Beladung

3.4.2 Mikropartikel-Auswaage und -Ausbeute

Die Bestimmung der Auswaage an Mikropartikeln erfolgt gravimetrisch durch Differenzbildung der
Gewichte der Herstellungs-Reaktionsgefdlle mit Mikropartikeln (und ggf. Saccharose) und dem

Gewicht der leeren Reaktionsgefale.

Saccharosehaltige Mikropartikel enthalten aufRer der Mikropartikelmatrix zusatzlich einen grofRen
Anteil eingebetteter und anhaftender Saccharose. Je grofRer der bei der Herstellung eingesetzte
Saccharosegehalt ist, desto héher ist der eingebettete und anhaftende Saccharoseanteil in bzw. auf
den Mikropartikeln und damit auch die Mikropartikel-Auswaage. Fur alle weiteren Versuche, die
mit den Mikropartikeln durchgefuhrt werden, soll die gleiche Menge Mikropartikel eingesetzt
werden, um die einzelnen Chargen miteinander vergleichen zu kénnen. Das bedeutet, dass von den
saccharosehaltigen mehr eingesetzt werden mul} als von den saccharosefreien Mikropartikeln. Ziel
der genauen Auswaage der Mikropartikel ist es, einen Faktor zu berechnen, um den die Ausbeute
durch den Saccharosezusatz — im Vergleich zu den saccharosefreien Mikropartikeln — hoher ist.
Dieser Faktor wird bei allen weiteren Untersuchungen bendtigt, um die Einwaage

saccharosehaltiger Mikropartikel an die Einwaage saccharosefreier Mikropartikel anzupassen.

Die Ausbeute der saccharosefreien Mikropartikel wird berechnet, indem deren Auswaage mit der

theoretischen Auswaage ins Verhéltnis gesetzt wird. Die theoretische Auswaage berechnet sich
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dabei aus der eingesetzten Menge HES-HEMA und — bei einer angenommenen Einschlussrate von
100 % Wirkstoff — der eingesetzten Menge Lysozym bzw. FITC-Dextran. Das bedeutet eine
theoretische Ausbeute von 120,33 mg saccharosefreier Mikropartikel. Die Berechnung der
Ausbeute saccharosehaltiger Mikropartikel ist nicht moglich, da die eingebettete Menge Saccharose

nicht bekannt ist und somit keine theoretische Auswaage berechnet werden kann.

3.4.3 Morphologie und Partikelgrof3e der Mikropartikel

3.4.3.1  Durchlicht-Mikroskopie

Zur ersten Abschdtzung der PartikelgroRe werden je 15 mg Mikropartikel in 2 ml 10 %iger
Tween 20-L6sung suspendiert. Diese Suspensionen werden mit dem Mikroskop Axio Imager Z 1
(Carl Zeiss, Jena, Deutschland) bei 100-, 200- und 400-facher Verg6Rerung untersucht, um die
Messergebnisse der PartikelgroBenmessung durch Laserbeugung (siehe Kapitel 3.4.3.4) zu

verifizieren.
3.4.3.2 Fluoreszenz-Mikroskopie

Ein Aliquot der Mikropartikel, die mit fluoreszenzmarkiertem Lysozym bzw. FITC-Dextran (ca.
0,03 % (m/m) im System) beladen sind, wird auf einen Objekttrdger aufgebracht, in Glycerol 85 %
dispergiert und mit der Fluoreszenz-Einheit des Axio Imager Z 1 (Carl Zeiss, Jena) untersucht.

Ziel dieses Versuchs ist es, die qualitative Verteilung von Lysozym und FITC-Dextran in bzw. auf
den Mikropartikeln darzustellen. Dazu werden jeweils die Durchlichtbilder mit Uberlagertem
Fluoreszenz-Auflicht den entsprechenden Fluoreszenz-Auflichtbildern gegenibergestellt, so dass
eine eindeutige Zuordnung erfolgen kann.

Die Bildbearbeitung der erhaltenen Aufnahmen erfolgt mit der Software Ulead Photolmpact XL,
Fa. Ulead/Corel, UnterschleiBheim.

3.4.3.3 Rasterelektronen-Mikroskopie

Auf eine einseitig mit Tempfix beschichtete Aluminiumfolie wird ein Aliquot Mikropartikel aus ca.
1 cm Hohe aufgestaubt und tberschissiges Pulver entfernt. Das Praparat wird bei ca. 50 °C fixiert.
Die praparierte Folie wird mit leitendem doppelseitigem Klebeband auf einen Aluminiumniet
geklebt und anschliefend im Biorad E 5100 mit Gold bedampft. Die Bedingungen beim Sputtern
sind wie folgt festgelegt:
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= Druck: ca. 0,04 mbar
= Beschleunigungsspannung: 2,1 kV

= Stromstérke: 20 mA

= Sputterzeit: viermal 60 s

Die Proben werden bei der auf den Bildern angegebenen Beschleunigungsspannung mit dem Zeiss
DSM 940 A (Oberkochen, Deutschland) mit integrierter Frame Grabber-Karte (Programm: Orion
Vers. 5.25) untersucht.

3.4.3.4  PartikelgrélRenmessung durch Laserbeugung

Zur Messung der PartikelgroRe werden je 15 mg Mikropartikel in 2 ml 10 %iger Tween 20-Ldsung
suspendiert und im Mastersizer 2000 (Malvern Instruments GmbH, Herrenberg, Deutschland)
vermessen. Pro Charge werden je 5 Wiederholungsmessungen von 3 verschiedenen Proben

durchgefiihrt.

34.4 Bestimmung der Einschlussrate

Die Einschlussrate ist der Anteil des eingesetzten Wirkstoffs, der in den Mikropartikeln
eingeschlossen vorliegt. Sie wird in dieser Arbeit zum einen durch die Massenbilanzmethode und
zum anderen durch Vermessung des freigesetzten Wirkstoffanteils nach dem Abbau des Gelgerists
durch Alpha-Amylase bestimmt.

3441 Lysozym

3.4.4.11 Massenbilanzmethode

Bei dieser Methode werden die bei der Herstellung der Mikropartikel anfallenden PEG-Uberstande
und die Waschwasserfraktionen (bzw. Saccharoselésungen) untersucht. Dazu werden je 160 pl der
Losungen und eine Standard-Reihe des eingesetzten f-Lysozyms (7 Kalibrierpunkte) in eine 96-
Well-Platte pipettiert und die Proben am Plattenreader Synergy HT (BioTek Instruments, Bad
Friedrichshall, Germany) fluorimetrisch bei einer Extinktionswellenldnge von 485/20 nm und einer
Emissionswellenlange von 645/40 nm vermessen. Als Referenzproben werden jeweils die PEG-
Uberstande bzw. Waschwasserfraktionen der unbeladenen Mikropartikel eingesetzt. Die

Berechnung der eingeschlossenen Fluoreszenz-Lysozym-Menge erfolgt durch Differenzbildung aus

60



Materialien und Methoden

der bekannten eingesetzten Menge und den in den Uberstanden bzw. Waschwasserfraktionen

gemessenen Mengen nicht eingeschlossenen Fluoreszenz-Lysozyms.

3.4.4.1.2 Alpha-Amylase-Methode

Fur die Herstellung einer geeigneten Alpha-Amylase-Lésung werden 30 mg Alpha-Amylase in
20 ml Carbonatpuffer pH 9,6 geldst, so dass eine Endkonzentration von 0,15 % (m/V) (entspricht
595,5 U/ml) vorliegt. 5 mg Mikropartikel, genau gewogen (bzw. eine um den in Kapitel 4.2.1
beschriebenen Faktor erhdhte Menge, je nach Saccharosegehalt), werden in Epi-Caps eingewogen
und mit 1,0 ml der Enzymldsung versetzt, so dass eine stark getriibte Suspension entsteht. Die
Proben werden auf einem Kreisschittler (vortex mixer SA8, Stuart, Bibby Scientific, Staffordshire,
UK) bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, bis keine Tribung mehr zu erkennen ist (nach 48 h). Die
Fluoreszenz-Lysozym-Standards (n = 3) werden genauso behandelt wie die Mikropartikel, um die
Stabilitdt des f-Lysozyms in dem verwendeten Medium zu ermitteln und einen Abbau des
Wirkstoffs auszuschlieen. In folgenden Medien werden jeweils 10 pg/ml (im Fall von Alpha-

Amylase in Phosphatpuffer: 8 pg/ml) Fluoreszenz-Lysozym gel6st, inkubiert und untersucht:

Alpha-Amylase in Carbonatpuffer pH 9,6 (595,5 U/ml)

Carbonatpuffer pH 9,6

Alpha-Amylase in Phosphatpuffer pH 7 (595,5 U/ml)

Phosphatpuffer pH 7

Um einen Einfluss von Saccharose oder anderer an der Herstellung beteiligter Substanzen auf das
Ergebnis auszuschlieRen, werden die als Referenzproben verwendeten unbeladenen Mikropartikel

genauso behandelt wie beladene und die Proben in gleicher Weise analysiert.

Die Proben, die Standards und die Kalibrierlésungen (jeweils n = 3) werden zu je 160 pl in eine 96-
Well-Platte pipettiert und am Plattenreader Synergy HT (BioTek Instruments, Bad Friedrichshall,
Germany) fluorimetrisch bei einer Extinktionswellenlange von 485/20 nm und einer

Emissionswellenlange von 645/40 nm vermessen.
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3.44.2 FITC-Dextran

3.4.42.1 Massenbilanzmethode
Die fluorimetrischen Vermessung der Riickstande und Waschwasser der Mikropartikelherstellung
erfolgt wie in Kapitel 3.4.4.1 beschrieben, jedoch bei einer Extinktionswellenldnge von 485/20 nm

und einer Emissionswellenlédnge von 528/20 nm.

3.4.4.22 Alpha-Amylase-Methode

Die Ermittlung der Einschlussrate mit Hilfe der Alpha-Amylase erfolgt wie in Kapitel 3.4.4.1
beschrieben, jedoch werden die Proben bei einer Extinktionswellenlange von 485/20 nm und einer
Emissionswellenldange von 528/20 nm vermessen. Da Vorversuche gezeigt haben, dass das Medium
keinen Einfluss auf die Stabilitdt von FITC-Dextran hat, wird als Standard in diesem Versuch nur
FITC-Dextran in Alpha-Amylase in Carbonatpuffer pH 9,6 (595,5 U/ml) untersucht und dessen

Stabilitat nachgewiesen.

345 Freisetzungsversuche

Die im Folgenden beschriebenen Freisetzungsversuche werden sowohl in konvertiertem
Humanserum als auch in Phosphatpuffer pH 7 durchgefiihrt. Beide Medien werden mit 0,02 %
(m/V) Natriumazid konserviert, um eine mikrobiologische Kontaminierung durch den Probenzug
wéhrend der Inkubation bei 37 °C zu vermeiden. Der Probenzug erfolgt unter aseptischen
Bedingungen, d. h. alle produktberiihrenden Teile wie Pipettenspitzen, Glasbehaltnisse, PP-Tubes
und alle verwendeten Losungen (aufler Humanserum) werden vor dem Gebrauch autoklaviert
(Labstar 3-4-7, Zirbus technology, Bad Grund, Deutschland; Programm 4 bzw. 5: 121 °C, 2,1 bar,
15 min) und der Probenzug erfolgt in einer Sicherheitswerkbank (NUAIRE, Class Il, Integra

Biosciences, Fernwald, Deutschland).

Als Referenzproben dienen jeweils unbeladene Mikropartikel, welche genauso behandelt werden
wie beladene Mikropartikel. Als Standardlésungen dienen Lysozym- bzw. FITC-Dextran-L6sungen
bekannter Konzentration, die ebenso inkubiert werden wie die Proben und zu den
Probenzugszeitpunkten mit untersucht werden, um einen maoglichen Abbau der Stoffe

auszuschlieRen.

Der Probenzug in der Sicherheitswerkbank erfolgt grundsétzlich ohne zusatzliche Lichtquellen, um
ein Ausbleichen der Fluoreszenz-Farbstoffe zu verhindern.
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Um die Robustheit und Reproduzierbarkeit sowohl des Herstellungsverfahrens als auch der
Analysenmethode zu zeigen, werden Mittelwert und Standardabweichungen der Ergebnisse aller
Chargen gleicher Zusammensetzung gebildet, so dass die Streuung der Ergebnisse der Chargen

gleicher Zusammensetzung deutlich wird.
3451 Lysozym

Fur die Freisetzungsversuche werden jeweils 20,0 mg Mikropartikel (bzw. eine um den in
Kapitel 4.2.1 beschriebenen Faktor erhdhte Menge der saccharosehaltigen Mikropartikel) in braune
2 ml-Rotilabo-ReaktionsgefaRe (Carl Roth, Karlsruhe) eingewogen und mit 1,0 ml
Freisetzungsmedium (konvertiertes Humanserum bzw. Phosphatpuffer pH7) versetzt. Die
Inkubation der Proben erfolgt bei 37 °C im Brutschrank, wobei die Proben auf einem Kreisschdittler
kontinuierlich bewegt werden. Vor jedem Probenzug werden die R6hrchen 5 min lang bei 5300 rpm
zentrifugiert, um einen klaren Uberstand zu erhalten, aus dem die Proben gezogen werden konnen.
Der Probenzug erfolgt ca. alle 24 h. Es werden 500 pl des Uberstandes entnommen und zu je
dreimal 160 pul (Dreifachbestimmung eines Messpunktes) am Plattenreader Synergy HT (BioTek
Instruments, Bad Friedrichshall, Germany) fluorimetrisch bei einer Extinktionswellenldnge von
485/20 nm und einer Emissionswellenldnge von 645/40 nm vermessen. Das entnommene Volumen
wird durch 500 pl frisches Medium ersetzt. Abschlielend wird das Mikropartikel-Sediment mit
dem Vortexer Vibrofix VF 1 (IKA-Werke GmbH, Staufen, Deutschland) 10 s lang bei 2500 rpm

aufgeschattelt und erneut inkubiert.

Beispielhaft wird in Abbildung 3-4 die Kalibriergerade mit zugehdrigen Vertrauensbereich und in
Tabelle 3-9 die Kalibrierparameter von Fluoreszenz-Lysozym in Humanserum gezeigt. Die

zugehdrigen Residuenplots sind dem Anhang (ab Seite 177) zu entnehmen.
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Abbildung 3-4:  Reprasentatives Beispiel einer Kalibriergerade von Fluoreszenz-Lysozym in

Humanserum

Tabelle 3-9:  Reprasentatives Beispiel der Kalibrierparameter von Fluoreszenz-Lysozym in

Humanserum

Messbereich

0.1563 — 10 pg/ml

Anzahl Kalibrierpunkte

Anzahl Proben je Kalibrierpunkt
Freiheitsgrade (Probenanzahl — 2)
Kalibrierfunktion
Reststandardabweichung s,
Verfahrensstandardabweichung syo

rel. Verfahrensstandardabweichung Vo
Korrelationskoeffizient r

Bestimmtheitsmal r2

:
3

19

y = 6641,8 X — 610,4
718,2

0,108

3,81 %

0,9995

0,9990
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3452 FITC-Dextran

Die Freisetzungsuntersuchungen von mit FITC-Dextran beladenen Mikropartikeln erfolgen wie in
Kapitel 3.4.5.1 beschrieben, allerdings bei einer Extinktionswellenlange von 485/20 nm und einer

Emissionswellenldnge von 528/20 nm.

Beispielhaft werden in Abbildung 3-5 die Kalibriergerade mit zugehdrigen Vertrauensbereich und
in Tabelle 3-10 die Kalibrierparameter von FITC-Dextran in Humanserum gezeigt. Die zugehdrigen

Residuenplots sind dem Anhang (ab Seite 177) zu entnehmen.

80000
70000 -
§ 60000 -
‘©
E 50000 -
[}
c 40000 -
N
8 30000 -
S —e— MW Messwerte
L 20000 - ——VB alpha=5%
10000 - —— VB 10fach aufgeweitet
g PR Linear (MW Messwerte)
O F T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

FITC-Dextran-Konzentration [pg/ml]

Abbildung 3-5: Repréasentatives Beispiel einer Kalibriergerade von FITC-Dextran in Human-

serum
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Tabelle 3-10:  Reprasentatives Beispiel der Kalibrierparameter von FITC-Dextran in Human-

serum
Messbereich 0,0813 — 5 pg/ml
Anzahl Kalibrierpunkte 7
Anzahl Proben je Kalibrierpunkt 3
Freiheitsgrade (Probenanzahl — 2) 19
Kalibrierfunktion y =14510,4 x - 192,1
Reststandardabweichung s 534,2
Verfahrensstandardabweichung syo 0,0368
rel. Verfahrensstandardabweichung Vyo 2,59 %
Korrelationskoeffizient r 0,9998
Bestimmtheitsmal r? 0,9996

3.4.6 Verhalten von Lysozym gegenuber Bestandteilen des Humanserums

3.4.6.1  Durchlichtmikroskopie

Es werden lichtmikroskopische Bilder von Lysozym in Humanserum (5 mg/ml Lysozym in 1/10
verdiinntem Humanserum) bei 100-, 200- und 400-facher VergréRerung angefertigt (Axio Imager
Z 1, Carl Zeiss, Jena, Deutschland):

3.4.6.2  Gelpermeations-Chromatographie

Bei der Gelpermeation-Chromatographie werden die untersuchten Proteine nach ihrer Grole
aufgetrennt, ohne vorher denaturiert werden zu mussen. Die Proteine werden in ihrer nativen
Struktur erhalten und durch ein GroRenausschlussverfahren aufgetrennt. Die verwendete Sephadex-
Sdule wird mit verschiedenen Proteinen kalibriert und die in Abbildung 3-6 dargestellte

Kalibrierkurve wird erhalten.
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Abbildung 3-6: Kalibriergerade der Sephadex-Saule fir die Gelpermeations-Chromatographie

Mit Hilfe dieser Kalibriergeraden ist eine Abschatzung der Elutionszeiten bzw. des

Elutionsvolumens der im Humanserum enthaltenen Globuline und des Lysozyms moglich.
Folgende drei Proben werden untersucht:

= 5 mg/ml Lysozym in Wasser
= 5 mg/ml Lysozym in 1/10 verdinntem Humanserum
= Humanserum, 1/10 verdinnt

Das Humanserum wird 1/10 verdinnt, um es auf einen Albumingehalt von ca. 5 mg/ml
einzustellen, der fiir die Vermessung optimal ist. Die Proben werden nach der Herstellung durch
einen 0,22 um Sterilfilter filtriert. AnschlieRend werden sie mit dem Akta purifier (GE Healthcare,

Uppsala, Schweden) mit folgenden Gerateparametern untersucht:

= FlieBmittel: 8 mM Tris/HCI-Puffer mit 2100 mM NacCl
= S&ule: Superdex 200 HR 10/30 (Durchmesser: 10 mm, Betthtéhe: 30 - 31 cm)

= Flussrate: 0,5 ml/min
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= Probenvolumen: 100 pl

= Detektion bei 280 nm

34.7 Abschéatzung der Netzwerk-Maschenweite

Die Abschatzung der Netzwerk-Maschenweite ist Uber die Berechnung des hydrodynamischen
Durchmessers von Proteinen moglich. Der hydrodynamische Durchmesser eines Proteins kann nach
der Gleichung von Stokes-Einstein (Gleichung 3-3) berechnet werden (Hennink et al., 1996), was

hier am Beispiel von Lysozym gezeigt wird:

K-T g kT

Dy=— > -
3-71'.77-d 3.7[-’7-D0

Gleichung 3-3

Boltzmann-Konstante = 1,3806504 - 10" J/K
T absolute Temperatur = 293,15 K
n Viskositat des Lésungsmittels (verdiinnte wassrige Lésungen bei 20 °C: 0,001002 N-s:m %)
Do Diffusionskoeffizient von Lysozym in der Lésung = 1,04 - 10° cm®s (Merrill et al., 1993)

3.4.8 Berechnung des Diffusionskoeffizienten von Lysozym im Hydrogel

Die Berechnung des Diffusionskoeffizienten von Lysozym in Hydrogelen ist nach Baker et al.

(1974) moglich (Gleichung 3-4). Die Gleichung kann bis zu einem M{/M., von 0,4 angewendet

werden.
M D -t M, Y zer?

t —4. m S N D, = t N Gleichung 3-4
M, Tr M_-4 t

M freigesetzte Menge Lysozym zum Zeitpunkt t [ug]
M., eingeschlossene Menge Lysozym [ug]

t Zeit [s]

Dn Diffusionskoeffizient von Lysozym [cm?/s]

r Radius des Mikropartikels [cm]
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4 Ergebnisse und Diskussion
4.1 Physikochemische Einflussfaktoren auf das ATPS aus
HES und PEG

Die Kenntnis verschiedener Einflussfaktoren auf das wassrige Zweiphasensystem aus HES und
PEG ist sowohl indirekt fir die Separierung von Proteinen als auch direkt fiir das Ziel dieser Arbeit,

die Mikropartikelherstellung, von groRer Bedeutung.

41.1 Temperatureinfluss

Der Einfluss der Temperatur stellt einen wichtigen Parameter flir die Arbeit mit
Zweiphasensystemen dar. Aus diesem Grund werden die Binodalkurven von PEG 8 000 und zwei
verschiedenen HES-Typen (HES 200/0,5 und HES 130/0,4) in einem Temperaturbereich zwischen
10 °C und 40 °C ermittelt und einander gegeniibergestellt. Abbildung 4-1 und Abbildung 4-2 zeigen

die Binodalkurven der untersuchten Systeme bei verschiedenen Temperaturen.

10
——HES 130/0,4 + PEG 8000 bei 10°C
A 9 -=HES 130/0,4 + PEG 8000 bei 23°C
s g * ——HES 130/0,4 + PEG 8000 bei 30°C
S —e—HES 130/0,4 + PEG 8000 bei 40°C
S 7
S
® 6
W
o S
[
c 4
IS
= 3
[
Q
C 2
<
1
0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Konzentration HES 130/0,4 (% m/m)

Abbildung 4-1: Binodalkurven des Systems HES 130/0,4 und PEG 8 000 bei 10, 23, 30 und
40 °C (n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)
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Abbildung 4-2: Binodalkurven des Systems HES 200/0,5 und PEG 8 000 bei 10, 23, 30 und
40 °C (n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)

Die ermittelten Binodalkurven sind nahezu deckungsgleich, es ist kein signifikanter Unterschied
zwischen den Binodalkurven aller untersuchter Temperaturen zu erkennen. Weiterhin ist kein Trend
zu héheren oder niedrigeren Konzentrationen der Ausgangsstoffe HES und PEG in Abhangigkeit
von der Temperatur zu erkennen. Daraus wird ersichtlich, dass es bezlglich der Ausbildung eines
Zweiphasensystems weder im System HES 130/0,4 und PEG 8 000 noch im System HES 200/0,5
und PEG 8 000 einen Unterschied zwischen den untersuchten Temperaturen gibt. Somit erfolgt die

Entstehung der Mischungslicke im untersuchten Bereich temperaturunabhéngig.

Dies lasst darauf schliel3en, dass das Zweiphasensystem aus HES und PEG sehr robust gegentiber
Temperatureinflissen ist. Somit muss bei allen weiteren Versuchen, sofern sie bei einer Temperatur

zwischen 10 °C und 40 °C stattfinden, keine engmaschige Temperaturkontrolle stattfinden.

4.1.2 pH-Wert-Einfluss auf das Phasen-Volumen-Verhaltnis

Fur die Verarbeitung von Proteinen, deren Stabilitdt und Loslichkeit pH-abhéangig ist, ist die
Kenntnis der Auswirkungen des pH-Wertes auf das untersuchte wassrige Zweiphasensystem von

grolRer Bedeutung. Mit dieser Versuchsreihe soll der Einfluss des pH-Wertes auf makroskopisch
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erkennbare Auswirkungen (Flockungen, Trilbungen etc.) sowie auf das Phasen-Volumen-Verhaltnis

untersucht werden.

Durch Verénderung des pH-Wertes des Systems kommt es makroskopisch weder zu Flockungen
noch zu Tribungen o. & Die Auswirkungen des pH-Wertes auf das Phasenvolumenverhaltnis sind
in Abbildung 4-3 dargestellt. Die Abbildung zeigt den HES-Phasenanteil am Gesamtvolumen in
Abhangigkeit vom pH-Wert des Systems. Der HES-Phasenanteil liegt im untersuchten pH-Bereich
zwischen 1 und 6 bei etwa 2,6 % (V/V). Erwartungsgemal ist keine Tendenz zu hoheren oder

niedrigeren Phasen-Volumen-Anteilen mit sinkendem pH-Wert zu erkennen.

w
o

HH

N
(&)
|

1.5

1.0

0.5

Volumenanteil HES-Phase (% V/V)

o
o

pH1 pH 2 pH3 pH 4 pH5 pH 6

Abbildung 4-3:  Volumenanteil der HES-Phase am Gesamtvolumen in Abhangigkeit vom pH-
Wert (HCI) (n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)

4.1.3 Einfluss von Kryoprotektoren auf das wassrige Zweiphasensystem

Um den Einfluss verschiedener Kryoprotektoren zu untersuchen, werden Glucose, Glycin,
Mannitol, Saccharose und Trehalose in steigenden Konzentrationen zum wassrigen
Zweiphasensystem zugegeben. Nach der Phasenseparation werden die Phasen getrennt und
untersucht. Die Analytik erfolgt mit Hilfe der Dichtemessung und der Bestimmung des
Trocknungsriickstandes beider Phasen. Die Auswertung der Messdaten erfolgt nach Gleichung 4-1

bzw. Gleichung 4-2.
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_ Dichte der PEG — Phase

" Dichte der HES — Phase

TRQ

_ Trocknungsrickstand der PEG — Phase

Trocknungsriickstand der HES — Phase

DQ Dichtequotient

TRQ  Trocknungsrickstandsquotient

4131 Dichte

Gleichung 4-1

Gleichung 4-2

Abbildung 4-4 zeigt die aus diesen Daten gewonnenen Quotienten aus der Dichte der PEG-Phase

und der Dichte der zugehdrigen HES-Phase.
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Abbildung 4-4:
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48 54 6.0

Dichtequotienten aus der PEG-Phase und der HES-Phase verschiedener

Kryoprotektoren in Abh&ngigkeit von deren Konzentration

Die Dichte beider Phasen steigt mit zunehmendem Gehalt an Kryoprotektoren erwartungsgeman

linear an. Die Quotienten steigen in Abhdangigkeit der zugesetzten Menge fur alle getesteten

Kryoprotektoren linear an (Tabelle 4-1).
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Tabelle 4-1:  Geradengleichungen und Bestimmtheitsmalie der Dichtequotienten (PEG/HES)

Geradengleichung BestimmtheitsmaR r?
Glucose y =0,0009x + 0,9291 0,9587
Glycin y =0,0017x + 0,9307 0,9881
Mannitol y =0,0007x + 0,9307 0,9169
Saccharose y =0,0005x + 0,9287 0,9531
Trehalose y = 0,0005x + 0,9307 0,8069

Die unterschiedlichen Werte des y-Achsenabschnitts und damit der Quotienten der Dichten der
PEG- und der HES-Phase ohne zugesetzte Kryoprotektoren resultieren daraus, dass die Versuche
zum Teil mit unterschiedlichen Stammlésungen der beiden Polymere hergestellt werden. Dadurch
kommt es zu unterschiedlichen Zusammensetzungen der resultierenden PEG- und HES-Phase und

somit zu unterschiedlichen Dichtequotienten der kryoprotektorfreien Systeme.

Die relative Standardabweichung der einzelnen Messwerte liegt bei max. 0,1 %. Bei Betrachtung
der Geradengleichungen fallt auf, dass die Steigungen von Mannitol, Saccharose und Trehalose
nahezu gleich sind. Glycin weist eine im Vergleich zu den anderen Kryoprotektoren deutlich héhere

Steigung auf.
4.1.3.2  Trocknungsverlust/Trocknungsrtckstandes

Die Bestimmung des Trocknungsriickstandes der beiden Phasen ergibt erwartungsgemaf ebenfalls
einen Anstieg der Trocknungsriickstande beider Phasen mit zunehmendem Gehalt an
Kryoprotektoren. Abbildung 4-5 zeigt die Quotienten aus dem Trocknungsrickstand der PEG-
Phase und dem Trocknungsriickstand der zugehdrigen HES-Phase mit zunehmendem Gehalt der
Kryoprotektoren. Es ist ein linearer Anstieg der Trocknungsriickstandsquotienten zu beobachten.
Die maximale relative Standardabweichung der einzelnen Messpunkte liegt bei 5,9 %. In Tabelle
4-2 sind die zugehorigen Geradengleichungen und BestimmtheitsmalRe zusammengefasst.
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Abbildung 4-5:  Quotient des Trocknungsriickstandes aus der PEG-Phase und der HES-Phase
verschiedener Kryoprotektoren in Abhangigkeit von der Konzentration

Tabelle 4-2: Geradengleichungen und Bestimmtheitsmafe der Trocknungsriickstands-
quotienten (PEG/HES)

Geradengleichung BestimmtheitsmaR r?
Glucose y =0,0187x + 0,4845 0,9492
Glycin y =0,0261x + 0,5484 0,9300
Mannitol y = 0,0195x + 0,5503 0,9661
Saccharose y = 0,0136x + 0,5041 0,9223
Trehalose y =0,0191x + 0,5464 0,9699

Auch hier fallen die unterschiedlichen Werte des y-Achsenabschnitts und damit der Quotienten der
Trocknungsriickstande der PEG- und der HES-Phase ohne zugesetzte Kryoprotektoren auf. Dies
liegt auch hier, wie in Kapitel 4.1.3.1 bereits beschrieben, wiederum an der Verwendung
unterschiedlicher Stammldsungen der Polymere.
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Mit diesem Versuch kann der bei der Dichtemessung (Kapitel 4.1.3.1) beobachtete Trend, dass die
Steigung der Quotienten des Trocknungsverlustes von Glycin deutlich hoher ist als die der anderen
Kryoprotektoren, bestétigt werden.

Durch Vorversuche zur Bestimmung der Phasen-Volumen-Verhaltnisse mit steigendem Gehalt an
Kryoprotektoren kann ausgeschlossen werden, dass Wasser zwischen den Phasen wandert und es

dadurch zu einer Verschiebung der Quotienten mit steigendem Gehalt an Kryoprotektoren kommt.

Die hier ermittelten Anstiege der Quotienten von Dichte und Trocknungsriickstand legen nahe, dass
die zugesetzten Kryoprotektoren mit deren steigendem Gehalt in der PEG-Phase angereichert
werden. Aus diesem Grund wird die Verteilung von Kryoprotektoren im Zweiphasensystem durch

Einsatz radioaktiv markierter Substanzen sehr spezifisch bestimmt (siehe Kapitel 4.1.3.3).
4.1.3.3  Bestimmung von Verteilungskoeffizienten von Kryoprotektoren

Zur Absicherung der Ergebnisse der Bestimmung der Dichte- und Trocknungsriickstandsquotienten
kommt der Ermittlung von Verteilungskoeffizienten (VK) in wassrigen Zweiphasensystemen in
dieser Arbeit eine besondere Bedeutung zu. Die Bestimmung der Verteilungskoeffizienten erfolgt,
indem die Konzentration des zu analysierenden Stoffes in beiden Phasen bestimmt wird und die

erhaltenen Konzentrationen ins Verhaltnis gesetzt werden (siehe Gleichung 4-3).

C

VK __ “Kryoprotektor in der PEG—Phase
Kryoprotektor — C

Gleichung 4-3

Kryoprotektor in der HES—Phase

VKkryoprotektor = Verteilungskoeffizient der Kryoprotektoren

C = Konzentration

Dabei bedeuten Verteilungskoeffizienten > 1 eine Anreicherung des Stoffes in der PEG-Phase,
Verteilungskoeffizienten < 1 eine Anreicherung in der HES-Phase und Verteilungskoeffizienten = 1

bedeuten eine Verteilung des Stoffes zu gleichen Teilen in beiden Phasen.

In Abbildung 4-6 sind die Verteilungskoeffizienten von Glycin, Saccharose und Trehalose in
Abhangigkeit der Konzentration der Kryoprotektoren dargestellt. Die relative Standardabweichung
liegt bei diesen Versuchen bei max. 2,6 %, was auf eine geringe Streuung der Werte hinweist und
die Daten somit reproduzierbar sind. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Koeffizienten um 1
schwanken, die Konzentration der eingesetzten Kryoprotektoren aber offenbar keinen Einfluss auf
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deren Verteilung hat. Saccharose und Trehalose reichern sich geringfligig in der PEG-Phasean,

wohingegen Glycin in marginal hoherer Konzentration in der HES-Phase vorliegt.
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Abbildung 4-6:  Verteilungskoeffizient von Saccharose, Glycin und Trehalose in Abhangigkeit
von deren Konzentration im ATPS

(n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)

Durch die hier erhaltenen Ergebnisse kann die Vermutung, dass sich die Kryoprotektoren mit
steigender Konzentration vermehrt in der PEG-Phase anreichern, nicht bestdtigt werden. Da
nachweislich durch den Zusatz von Kryoprotektoren kein Wasser zwischen den Phasen wandert
kann der Anstieg der Koeffizienten der Dichte und der Trocknungsrickstdnde nicht damit erklart
werden. Die Ergebnisse legen nahe, dass die Kryoprotektoren die Hydrophilie des Systems,
insbesondere der PEG-Phase, erh6hen. Dadurch I6st sich mehr HES in der PEG-Phase und es
kommt dadurch zu einem uberproportionalen Anstieg der Dichte und des Trocknungsriickstandes
der PEG-Phase, wodurch der Quotient von PEG und HES ansteigt.

4.1.3.4  Einfluss von Lysozym auf die Verteilungskoeffizienten von Kryoprotektoren

Mit diesen Versuchen soll ein evtl. vorhandener Einfluss von Lysozym auf die Verteilung von
Kryoprotektoren ermittelt werden. Dazu werden die Versuche mit und ohne Lysozymzusatz
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durchgefihrt und die Verteilungskoeffizienten von Saccharose, Trehalose und Glycin untersucht.
Die Konzentrationsverhaltnisse der Kryoprotektoren und des Lysozyms werden so gewahlt, dass
weniger oder die gleiche Menge an Kryoprotektor wie Lysozym im System ist, da nur unter diesen
Bedingungen ein evtl. vorhandener Einfluss von Lysozym auf die Verteilung von Kryoprotektoren
ermittelt werden kann. Die Lysozym-Konzentration liegt bei 0,03 % (m/m), die Konzentration der

Kryoprotektoren zwischen 0,005 und 0,03 % (m/m).

4.1.3.4.1 Verteilung von Kryoprotektoren im ATPS aus 10 T HES, 10 TPEG und 80 T
Wasser

Zur spezifischen Bestimmung der Verteilungskoeffizienten von Saccharose, Glycin und Trehalose
werden radioaktiv. markierte Kryoprotektoren eingesetzt. Diese radioaktiv markierten
Kryoprotektoren werden mit nicht aktiven Kryoprotektoren verschnitten, um dadurch die
Verteilung von Saccharose, Trehalose und Glycin in einem System aus gleichen Teilen HES und
PEG untersuchen zu kénnen. Die fur dieses ATPS erhaltenen Verteilungskoeffizienten sind in
Abbildung 4-7 dargestellt.

Die Verteilungskoeffizienten liegen im lysozymhaltigen System im Mittel bei 0,98 + 0,013 fir
Glycin, bei 1,10 £ 0,016 flir Trehalose und bei 1,12 £ 0,009 fir Saccharose. Im lysozymfreien
System liegen die Verteilungskoeffizienten bei 0,99 £ 0,013 fur Glycin, bei 1,09 +0,01 flr
Trehalose und 1,14 £0,015 fur Saccharose. Die Kurven der Verteilungskoeffizienten der
lysozymfreien und lysozymhaltigen Systeme sind nahzu deckungsgleich. An den Messpunkten, an
denen dies nicht der Fall ist, Gberlappen sich die Standardabweichungen, so dass von einem nicht-
signifikanten Einfluss von Lysozym auf die Verteilung von Kryoprotektoren ausgegangen werden

kann.
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Abbildung 4-7:  Verteilungskoeffizienten von Saccharose, Glycin und Trehalose ohne und mit
0,03 % (m/m) Lysozym im ATPS aus 10 T HES, 10 T PEG und 80 T Wasser
(n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)

Daraus lasst sich ableiten, dass sich Saccharose und Trehalose leicht in der PEG-Phase anreichern.
Offensichtlich kommt es durch den Zusatz von Trehalose und Saccharose zu einer Erhéhung der
Mischungsentropie des Systems: Da in der PEG-Phase pro Volumeneinheit mehr Molekiile PEG
enthalten sind als HES-Molekile pro Volumeneinheit in der HES-Phase, reichern sich die beiden
Zucker zur weiteren Erhéhung der Entropie bevorzugt in der PEG-Phase an. Glycin weist im
Gegensatz dazu zu beiden Phasen die gleiche Affinitat auf. Dies legt nahe, dass Glycin offenbar
nicht in der Lage ist, die Entropie des Systems in dem Malle zu erh6éhen wie Saccharose und

Trehalose.

4.1.3.4.2 Verteilung von Kryoprotektoren im ATPS aus 1,72 T HES, 17,2 TPEGund 81 T
Wasser

Ergénzend zu dem in Kapitel 4.1.3.4.1 beschriebenen Zweiphasensystem soll hier die Verteilung

von Kryoprotektoren in einem ATPS untersucht werden, dessen Konzentrationsverhaltnisse von

HES und PEG an die Mikropartikelherstellung angepasst sind. Abbildung 4-8 zeigt die

Verteilungskoeffizienten in Abhé&ngigkeit von der zugesetzten Menge Kryoprotektor. Der
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Verteilungskoeffizient liegt im Fall von Glycin um 1, die Verteilungskoeffizienten von Trehalose
und Saccharose hingegen sind > 1, was wiederum auf eine leichte Anreicherung dieser Stoffe in der
PEG-Phase hindeutet.
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Abbildung 4-8:  Verteilungskoeffizienten von Saccharose, Glycin und Trehalose ohne und mit
0,03 % (m/m) Lysozym im ATPS aus 1,72 T HES, 17,2 T PEG und 81 T Wasser
(n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)

Die Verteilungskoeffizienten sind offensichtlich auch hier nicht von der Menge der zugesetzten

Kryoprotektoren abhangig.

Da offenbar die Konzentration keinen Einfluss auf die Verteilungskoeffizienten hat, wird auch hier
der durchschnittliche Verteilungskoeffizient fiir alle eingesetzten Konzentrationen berechnet. Es
werden Verteilungskoeffizienten im lysozymhaltigen System von 1,01 +0,017 fir Glycin,
1,21 + 0,033 fiir Trehalose und 1,22 £ 0,031 fur Saccharose erhalten. Die Verteilungskoeffizienten
im lysozymfreien System betragen fur Glycin 1,02 £ 0,027, fur Trehalose 1,20 + 0,040 und fur
Saccharose 1,24 + 0,021. Auch hier sind die Kurven der Verteilungskoeffizienten bei verschiedenen
Konzentrationen an Kryoprotektor zwischen den lysozymfreien und lysozymhaltigen Systemen
nahezu deckungsgleich und an den Stellen, an denen dies nicht der Fall ist, tberlappen sich die

Standardabweichungen. Offensichtlich verteilt sich auch in diesem System, das ein Verhaltnis von
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PEG zu HES von 10+1 aufweist, Glycin gleichmaRig in beiden Phasen. Saccharose und Trehalose
hingegen reichern sich geringfugig in der PEG-Phase an.

Die Verteilungskoeffizienten dieses Versuchs liegen geringfligig tber denen des ATPS aus gleichen
Teilen HES und PEG (Kapitel 4.1.3.4.1). Dies deutet darauf hin, dass die Erhéhung der Entropie
durch Trehalose und Saccharose in einem System mit héherem PEG-Anteil starkere Auswirkungen

auf die Verteilung der Kryoprotektoren hat.

Die in beiden Zweiphasensystemen gewonnenen Daten zur Verteilung der Kryoprotektoren legen

nahe, dass Lysozym auf deren Verteilung keinen signifikanten Einfluss besitzt.

4.1.4 Einfluss von Lysozym auf das wassrige Zweiphasensystem

4.1.4.1  Qualitative Bestimmung der Lysozymverteilung im wassrigen

Zweiphasensystem durch Fluoreszenzmikroskopie

Um die qualitative Verteilung von Lysozym im wassrigen Zweiphasensystem visualisieren zu

kdnnen, wird in dieser Arbeit die Fluoreszenzmikroskopie eingesetzt.

Im Folgenden werden sowohl mehrdimensionale Bildaufnahmen, bei denen die
Durchlichtaufnahmen und die Fluoreszenz-Auflichtaufnahmen Uberlagert werden, als auch
Fluoreszenzauflicht-Aufnahmen des Zweiphasensystems gezeigt, da hierbei die Fluoreszenz-

Intensitat deutlich besser erkennbar ist.

Abbildung 4-9 und Abbildung 4-10 geben einen Uberblick iiber die fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen des wéssrigen Zweiphasensystems.
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Abbildung 4-9: HES-Tropfchen im Durchlicht mit Gberlagertem Fluoreszenz-Auflicht und
dasselbe Bild mit Fluoreszenz-Auflicht aufgenommen

Abbildung 4-10:  HES-Tropfchen im Durchlicht mit tberlagertem Fluoreszenz-Auflicht und

dasselbe Bild mit Fluoreszenz-Auflicht aufgenommen
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Es ist erkennbar, dass Lysozym sowohl gleichmélig verteilt vorliegt als auch Lysozymagglomerate
auf der Oberflache der HES-Tropfchen auftreten. Dies zeigt die oberflachenaktiven Eigenschaften
von Lysozym, die durch dessen Struktur bedingt sind. Lysozym lagert sich daher auch an der
Phasengrenzflache zwischen der etwas polareren HES- und der etwas weniger polaren PEG-Phase
an. Die Agglomerationsneigung von Lysozym ab einer Konzentration von 0,01 % wurde bereits
von Hussein (2007) festgestellt. Weiterhin kdnnten die Prézipitationsneigung von Lysozym in PEG-
Losungen (Atha et al., 1981) und die schlechte Loslichkeit von Proteinen in Polysaccharidldsungen
(Laurent, 1963) Grinde fir das hier beobachtete Phdnomen der Agglomerationsneigung von

Lysozym sein.

4.1.4.2  Quantitative Bestimmung der Verteilungskoeffizienten von Lysozym und

Untersuchung des Saccharoseeinflusses

Fur die quantitative Bestimmung der Verteilung von Lysozym in einem wassrigen
Zweiphasensystem wird ein ATPS aus 1,72 T HES, 17,2 T PEG und 81 T Wasser ausgewahlt, das
an die Mikropartikelherstellung angelehnt ist. Weiterhin soll der Einfluss von Saccharose in einem
fir den Einsatz als Kryoprotektor gebréuchlichen Konzentrationsbereich auf den

Verteilungskoeffizienten Uberpruft werden.

Zur Uberpriifung der beiden verwendeten analytischen Methoden werden die in den Proben
gefundenen Mengen Lysozym summiert und ins Verhéltnis zur eingesetzten Lysozymmenge
gesetzt. Dabei erhélt man die in Abbildung 4-11 dargestellten Ergebnisse. Die Menge an Lysozym,
die im Gesamtsystem gemessen wird, liegt bei beiden Methoden unter einem Wert von 100 %. Die
durch ELISA bestimmte wiedergefundene Menge Lysozym im System liegt mit Werten zwischen
69 und 81 % tendentiell unter dem durch Fluorimetrie wiedergefundenen Anteil Lysozym von 72
bis 95 %. Dies kann an der hoheren Spezifitdt des ELISAs oder an der alleinigen Erfassung von
nativem Protein liegen. Wird bei der Analytik das Protein strukturell geringfiigig verandert, wird es
vom ELISA nicht erfasst und es kommt zu geringeren Messwerten. Der wiedergefundene Anteil
von Lysozym scheint unabhdngig vom Saccharosegehalt zu sein, was sich sowohl bei der

Fluorimetrie als auch beim ELISA zeigt.

82



Ergebnisse und Diskussion

100

T
I

~g I [

o 80 : i

cC o

o

€

S E 60

=

SN EELISA
> 3
= in O Fluorimetrie
) 40 -
C o
? N
0o
D n
EL 20
(OI=

)

0 T T T
0% 5% 10 % 15 %

Konzentration Saccharose im System (m/m)

Abbildung 4-11:  Anteil der summierten gemessenen Lysozymmenge im Verhaltnis zur
eingesetzten Lysozymmenge der fluorimetrischen Bestimmung und des ELISAs

(n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)

Die unvollstdandige Wiederfindung l&sst sich folgendermaBen erkldren: Neben der bereits
beschriebenden mdglichen strukturellen Verénderung des Proteins kommen weiterhin die
Adsorption von Lysozym an Kunststoff und eine durch die oberflachenaktiven Eigenschaften von
Lysozym bedingte Anreicherung an der Phasengrenze zwischen HES und PEG in Frage. Die beiden
letztgenannten Griinde erscheinen in Anbetracht der Tatsche sehr wahrscheinlich, dass Lysozym
bereits ab einer Konzentration von 0,01 % agglomeriert (Hussein, 2007). Die Fluoreszenzlysozym-
Stammlésung mit einer Konzentration von 0,20 % zeigt bei fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen Agglomerationserscheinungen. Auch nach Verdunnung der Stammlésung sind diese
Agglomerate sichtbar. In der Literatur ist aulerdem eine starke Prazipitationsneigung von Lysozym
in Gegenwart von PEG beschrieben, wobei die Préazipitation mit steigendem PEG-Gehalt linear
zunimmt (Atha et al., 1981). Ein weiterer Grund kann die Ausfallung des Proteins in der HES-Phase
durch seine schlechtere Loslichkeit sein, was fur Proteine in Dextranlésungen von Laurent (1963)

bereits beschrieben wird.
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Lagern sich einige dieser Agglomerate oder gar Prézipitate an Kunststoffoberflachen oder der
Phasengrenzflache an, kommt es zu einem (berproportionalen Verlust von Lysozym und zu einer
Reduktion der messbharen Lysozymkonzentration in den Phasen. Der wiedergefundene Anteil liegt

somit unter 100 %. Im Weiteren wird auf die Verteilung von Lysozym in der HES- und der PEG-
Phase im Detail eingegangen.

Abbildung 4-12 zeigt die fluorimetrisch bestimmten Konzentrationen von Lysozm in der HES- und
in der PEG-Phase in Abhangigkeit des Saccharosegehaltes. Die Lysozymkonzentration in der PEG-
Phase liegt zwischen 1,5 und 2,3 pg/ml. Die berechnete Konzentration an Lysozym in der HES-
Phase ist mit Werten zwischen 69 und 87 pg/ml deutlich gréRer.
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Abbildung 4-12:  Lysozymkonzentration in der HES- und der PEG-Phase in Abhangigkeit von der
Saccharosekonzentration, bestimmt durch fluorimetrische Messung (n = 3,
Fehlerbalken = Standardabweichung)

Die Ergebnisse, die durch den ELISA erhalten werden, sind denen der fluorimetrischen Messung
sehr dhnlich. In der HES-Phase werden, je nach Saccharosegehalt, Konzentrationen zwischen 52
und 63 pg/ml und in der PEG-Phase zwischen 1,3 und 1,6 pg/ml gemessen. Die Konzentrationen
der HES- und der PEG-Phase sind in Abbildung 4-13 vergleichend dargestellt.
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Die mit Hilfe des ELISAs bestimmten Ergebnisse liegen geringfugig unter denen der
fluorimetrischen Messung. Dies kann an der groReren Spezifitat des ELISAs zur Detektion von
Proteinen im Vergleich zur fluorimetrischen Messung oder an der Erfassung von ausschlieRlich
nativem Protein liegen (Crowther, 1995).
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Abbildung 4-13:  Lysozymkonzentration in der HES- und der PEG-Phase in Abhangigkeit von der
Saccharosekonzentration, bestimmt durch ELISA
(n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung),

Anhand dieser Daten ist es mdglich, den Verteilungskoeffizienten von Lysozym (VKiysozym) ZU
berechnen (Gleichung 4-4).

C

Lysozym in der PEG—Phase .

VKLysozym = C Glelchung 4-4
Lysozym in der HES—Phase

VK ysozym Verteilungskoeffizient von Lysozym

C Konzentration

Der durch die fluorimetrische Messung erhaltene Verteilungskoeffizient im saccharosefreien
System liegt bei ca. 0,0176 £0,0018, wohingegen die Verteilungskoeffizienten in den
saccharosehaltigen Systemen zwischen 0,028 + 0,0057 und 0,034 + 0,0021 schwanken.
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Die durch ELISA gemessenen Werte liegen in einer sehr ahnlichen GréRenordnung wie die durch
Fluorimetrie gemessenen Werte. Auch hier zeigt sich eine deutlich geringere Lysozym-
Konzentration in der PEG- als in der HES-Phase. Im saccharosefreien System wird ein
Verteilungskoeffizient von 0,018 + 0,002 bestimmt; in den saccharosefreien Systemen schwanken
die Verteilungskoeffizienten zwischen 0,023 £ 0,003 und 0,032 + 0,007. Die Anreicherung in der
HES-Phase im saccharosefreien System betragt ungeféahr das 60-fache gegenuber der PEG-Phase,
wéhrend die Anreicherung in der HES-Phase im saccharosehaltigen System zwischen dem 30 - 40-
fachen der PEG-Phase schwankt.

Eine vergleichende Darstellung der Ergebnisse des ELISA und der fluorimetrischen Messung ist in
Abbildung 4-14 gezeigt.
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Abbildung 4-14:  Verteilungskoeffizient von Lysozym in Abhangigkeit vom Saccharosegehalt,
Vergleich der fluorimetrischen Messung und ELISA
(n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)

Die Verteilungskoeffizienten des saccharosefreien Systems sind, unabh&ngig von der Messmethode,
etwa halb so groR wie die der saccharosehaltigen Systeme. Die Saccharosekonzentration scheint

dabei von untergeordneter Bedeutung zu sein. Es ist kein Trend in Abhangigkeit von der
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Saccharosekonzentration zu beobachten. Somit ist der Verteilungskoeffizient lediglich davon

abhéngig, ob Saccharose im System vorhanden ist.

Eine Erklarungsmoglichkeit fur dieses Phanomen ist, dass Saccharose in der Lage ist, die Polaritét
des Systems so zu erhohen, dass Lysozym als eher unpolares Protein eine geringere Affinitat zur
HES-Phase aufweist als im saccharosefreien System. Eine weitere Ursache kdnnte eine durch
Saccharose bedingte Konformationsanderung des Proteins sein, die dazu flhrt, dass das Protein
hydrophober wird. Dadurch verteilt es sich besser in der hydrophoberen PEG-Phase und die
Konzentration des Lysozyms in der HES-Phase sinkt. Dies wird flr ein ATPS aus Dextran, PEG
und hGH als Modellprotein in der Literatur bereits beschrieben (Vlugt-Wensink et al., 2007).

Alle in dieser Arbeit bestimmten Verteilungskoeffizienten sind deutlich niedriger als der Lysozym-
Verteilungskoeffizient in einem aus Dextran und PEG bestehenden ATPS. Beispielsweise fanden
Shanbhag & Axelsson (1975) einen Lysozym-Verteilungskoeffizienten von ca. 0,56 und Johansson
(1974) einen Koeffizienten von 0,79. Dieser signifikante Unterschied der Literaturdaten zu den in
dieser Arbeit erhaltenen Verteilungskoeffizienten kann mit der erniedrigten Hydrophilie von HES
im Vergleich zu Dextran erkléart werden. Lysozym als relativ unpolares Protein besitzt somit eine
deutlich héhere Affinitat zu HES als zu Dextran. Es kann deshalb davon ausgegangen werden, dass
das ATPS aus HES und PEG fur die Verarbeitung unpolarer Proteine vorteilhafter ist als ein ATPS
aus Dextran und PEG.

Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse verdeutlichen, dass im untersuchten ATPS eine starke
Anreicherung von Lysozym in der HES-Phase erfolgt, was durch beide verwendeten Methoden
unabhéngig voneinander gezeigt werden konnte. Weiterhin kann mit diesen Ergebnissen sowohl
nachgewiesen werden, dass die Fluoreszenzmarkierung auf das Verhalten von Lysozym im
Zweiphasensystem aus HES und PEG keinen Einfluss hat, als auch, dass menschliches Lysozym
und Lysozym aus Huhnereiweil3 ein dhnliches Verhalten im untersuchten ATPS aufweisen. Dies
kann durch die nahezu deckungsgleichen Ergebnisse der fluorimetrischen Messung und des ELISAs

belegt werden.

4.2 HES-Mikropartikel

Fur die Herstellung von Mikropartikeln wird das bisher beschriebene Zweiphasensystem aus HES
und PEG dahingehend modifiziert, dass HES-HEMA anstelle von HES eingesetzt wird. Durch die
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im HES-HEMA enthaltenen quervernetzbaren Seitenketten werden Mikropartikel durch eine

Photopolymerisationsreaktion hergestellt.

Von den erhaltenen Mikropartikeln werden die PartikelgroRe, die Einschlussrate und die
Freisetzung der beiden Modellsubstanzen Lysozym und FITC-Dextran untersucht sowie licht-,
fluoreszenz- und elektronenmikroskopische Aufnahmen angefertigt. Dadurch sollen sowohl der
Einfluss des Substitutionsgrades von HES-HEMA als auch — am Beispiel der Saccharose — der
Einfluss von Kryoprotektoren auf die Mikropartikel-Eigenschaften untersucht werden.

4.2.1 Mikropartikel-Auswaage und -Ausbeute

Die Auswaage an Mikropartikeln und deren Faktoren im Bezug auf saccharosefreie Mikropartikel
sind fur alle weiteren Versuche von grofler Bedeutung. Die Daten werden dahingehend genutzt,
dass die Einwaage saccharosehaltiger Mikropartikel in Bezug zu den saccharosefreien
Mikropartikeln berechnet werden kann und damit immer mit der gleichen Wirkstoffmenge pro
Versuchsansatz gearbeitet werden kann. So ist es mdglich, die Ergebnisse miteinander zu
vergleichen und den Einfluss von Saccharose auf alle untersuchten Parameter bestimmen zu

kdnnen.

Die Ausbeute an saccharosefreien Mikropartikeln betragt ca. 90 mg und steigt gleichmaRig mit
zunehmendem Saccharosegehalt bis zu einer Auswaage von ca. 500 mg bei den mit 15 %
Saccharose beladenen Mikropartikeln an.

Die erhaltene Menge Mikropartikel ist bei allen Chargen mit gleicher Rezeptur sehr ahnlich. Bei
allen Rezepturen ist die Standardabweichung zwischen den jeweils drei hergestellten Chargen pro
Rezeptur Kleiner als 5 %, so dass der Herstellungsprozess im Bezug auf die Auswaage als robust
und reproduzierbar angesehen werden kann (Tabelle 4-3). Weiterhin ist in Tabelle 4-3 der
prozentuale Anteil Saccharose — bezogen auf die Masse der saccharosefreien Mikropartikel —
angegeben, der in den Mikropartikeln eingebettet oder aufgelagert vorliegt. Die Masse an
eingebetteter und aufgelagerter Saccharose ist in allen Fallen deutlich groRer als die Masse der
saccharosefreien Mikropartikelmatrix.
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Tabelle 4-3:  Erhaltene Menge Mikropartikel und Faktoren zu saccharosefreien Mikropartikeln
der hergestellten Mikropartikel-Chargen (n = 3)
) Faktor zu  Anteil Saccharose in den
Mittelwert der . .
Standard- saccharose- Mikropartikeln
erhaltenen ) ) )
Charge ) abweichung freien (bezogen auf die Masse
Menge Mikro- ) ) )
] [mg] Mikro- saccharosefreier Mikro-
partikel [mg] ) ]
partikeln partikel) [%]
1,5 Lys_0%Saccharose 87,40 1,87 1 -
7,8_Lys_0%Saccharose 89,83 1,36 1 -
1,5 Lys_10%Saccharose 328,73 2,77 3,76 276,1
7,8_Lys_10%Saccharose 331,10 6,35 3,69 268,6
1,5 FITC_0%Saccharose 86,87 4,24 1 -
7,8_FITC_0%Saccharose 92,03 1,89 1 -
1,5_FITC_5%Saccharose 218,23 3,29 2,51 151,2
7,8_FITC_5%Saccharose 225,37 6,79 2,45 1449
1,5 FITC 10%Saccharose 354,65 5,73 4,08 308,3
7,8_FITC_10%Saccharose 356,60 2,99 3,87 287,5
1,5_FITC_15%Saccharose 497,23 2,50 5,72 4724
7,8_FITC _15%Saccharose 500,57 7,75 5,44 4439

Erwartungsgemal ist die Auswaage an Mikropartikeln umso groRer, je hoher der Saccharosegehalt

ist. Die Faktoren bezogen auf die saccharosefreien Mikropartikel nehmen mit steigendem

Saccharosegehalt linear zu, was in Abbildung 4-15 am Beispiel von FITC-Dextran-haltigen

Mikropartikeln gezeigt wird. Bezuglich der Ausbeute ist kein Unterschied zwischen den beiden

Substitutionsgraden von 1,5 und 7,8 zu erkennen.
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Abbildung 4-15:  Auswaage an Mikropartikeln nach der Herstellung in Abhangigkeit vom
Saccharosegehalt am Beispiel von FITC-Dextran-haltigen Mikropartikeln

(n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)

Bezieht man die in Tabelle 4-3 aufgefiuhrten Auswaagen der saccharosefreien Mikropartikel auf die
eingesetzte Menge HES-HEMA und den Wirkstoff (120,33 mg) erhdlt man die prozentuale
Ausbeute der Mikropartikel. Die Ausbeute betrdgt fir lysozymhaltige Mikropartikel
72,63% £ 1,55 % bzw. 74,66 +1,13% (DS 1,5 bzw. DS 7,8) und fir FITC-Dextran-haltige
Mikropartikel 72,19 + 3,52 % bzw. 76,48 £ 1,57 % (DS 1,5 bzw. DS 7,8). Die nicht 100 %ige
Ausbeute ist mit einer unvollstandigen Polymerisation und Verlusten bei der Herstellung zu
erklaren. Die Bestimmung der Ausbeute von saccharosehaltigen Mikropartikeln ist aufgrund der
unbekannten eingebetteten Saccharosemenge — und damit der unbekannten theoretischen Auswaage

der Mikropartikel — nicht moglich.
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4.2.2 Morphologie und Partikelgrof3e der Mikropartikel

4.2.2.1  Durchlicht-Mikroskopie

4.2.2.1.1 Saccharosefreie Mikropartikel

Lichtmikroskopische Aufnahmen der Mikropartikel geben einen ersten Eindruck tber deren Grolie.
In Abbildung 4-16 sind saccharosefreie Mikropartikel mit einer GréRe zwischen 5 und 30 pum zu
erkennen. Nahezu alle Mikropartikel liegen einzeln vor, es sind kaum Agglomerate zu erkennen.
Bei den weiterhin sichtbaren Fragmenten handelt es sich um HES-HEMA-Anteile, die zum
Zeitpunkt des Polymerisationsvorgangs nicht als Tropfchen vorliegen und ebenfalls quervernetzt

werden. Dies kann im Herstellungsprozess nicht vollstandig vermieden werden.
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Abbildung 4-16:  Durchlichtaufnahme saccharosefreier, nahezu frei vorliegender Mikropartikel

4.2.2.1.2 Saccharosehaltige Mikropartikel

In Abbildung 4-17 sind saccharosehaltige Mikropartikel (5% Saccharose) in einer durchlicht-
mikroskopischen Aufnahme dargestellt. Die PartikelgroRe der priméren Mikropartikel liegt mit ca.
5 bis 30 um in einem dhnlichen Bereich wie die der saccharosefreien Mikropartikel. Anders als bei

den saccharosefreien Mikropartikeln liegen hier jedoch die Partikel nicht einzeln, sondern als groRRe

91



Ergebnisse und Diskussion

Aggregate vor. Diese Aggregate konnen weder durch Dispergierung in Wasser noch durch

intensives Rihren oder Ultraschall getrennt werden.

T &
i
&

Abbildung 4-17:  Mikroskopische Aufnahme von nicht dispergierbaren Aggregaten

saccharosehaltiger (5 %) Mikropartikel

4.2.2.2  Fluoreszenz-Mikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie wird in dieser Arbeit eingesetzt, um die qualitative Verteilung von

Lysozym und FITC-Dextran in und auf den Mikropartikeln visualisieren zu kénnen.

Es werden mehrdimensionale Bildaufnahmen dargestellt, bei denen die Durchlichtaufnahmen und
die Fluoreszenz-Auflichtaufnahmen Uberlagert werden. Weiterhin werden Fluoreszenzauflicht-
Aufnahmen der Mikropartikel gezeigt, da hierbei die Fluoreszenz-Intensitat deutlich besser zu

erkennen ist.

Abbildung 4-18 Al und A2 zeigen fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der mit Fluoreszenz-
Lysozym beladenen saccharosefreien Mikropartikel, wéahrend Abbildung 4-18 B1 und B2 die

saccharosehaltigen  Mikropartikel (10 % Saccharose) zeigen. Dabei fallt auf, dass die

92



Ergebnisse und Diskussion

saccharosefreien Mikropartikel frei vorliegen, die saccharosehaltigen Mikropartikel hingegen grofRe

Aggregate bilden.

Al

B1

Abbildung 4-18:  Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von mit Fluoreszenz-Lysozym beladenen
saccharosefreien (Al und A2) und saccharosehaltigen (10 %) Mikropartikeln
(B1 und B2)
(links: mehrdimensionale Bildaufnahme mit der Uberlagerung von Auflicht und

Durchlicht; rechts: Auflichtaufnahme)

Die fluoreszenzmikroskopischen Bilder der Mikropartikel zeigen, dass das Fluoreszenz-Lysozym
zum Teil gleichm&Rig auf den Mikropartikeln verteilt ist, ein Teil des Lysozyms jedoch
agglomeriert vorliegt. Die punktuelle Verteilung kann mit einer erhohten Agglomerationsneigung
von hochkonzentrierten Proteinlésungen erkléart werden. In Vorversuchen wird bereits festgestellt,

dass die Lysozym-Ausgangslésung ebenfalls zur Agglomeration neigt.
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Auffallig an den Bildern ist, dass im Fall der saccharosefreien Mikropartikel nahezu alle
Mikropartikel mit Fluoreszenz-Lysozym beladen sind, wohingegen nur ein Teil der
saccharosehaltigen Mikropartikel mit Fluoreszenz-Lysozym beladen zu sein scheint. Die
Fluoreszenz im mittleren Teil des Aggregates ist sehr stark ausgepragt, an den Réndern und einzeln
vorliegende Mikropartikel fluoreszieren jedoch scheinbar nicht. Vermutlich ist dies mit der starken
Wasserstoffbrickenbindung von Lysozym und Saccharose erklarbar. Das Innere des Aggregates
enthalt einen hohen Saccharoseanteil. In diesem Bereich reichert sich Lysozym vorrangig an, so
dass es zu einer starken Fluoreszenz kommt. In den saccharosearmen oder -freien Bereichen erfolgt
jedoch ebenfalls eine Beladung mit Lysozm, wie anhand der saccharosefreien Mikropartikel gezeigt
werden kann. Phototechnisch bedingt kommt es beim stdrkeren Hervorheben der Fluoreszenz der
hier unterbelichteten Bereiche der scheinbar unbeladenen Mikropartikel zu einer vollstandigen
Uberstrahlung des Bildes, so dass hier beziiglich der Belichtungsintensitat und -dauer der Probe ein

Kompromiss gefunden werden muss.

Ein anderes Bild zeigen die mit FITC-Dextran beladenen Mikropartikel (Abbildung 4-19). Hier
kommt es sowohl bei den saccharosefreien als auch bei den saccharosehaltigen Mikropartikeln zu
einer homogenen Verteilung des FITC-Dextrans. Weiterhin wird hier das FITC-Dextran sowohl in
den saccharosehaltigen als auch in den saccharosefreien Mikropartikeln gleichmaRig verteilt. Hier
zeigt sich besonders in den Auflichtaufnahmen eine gleichméRige Verteilung des FITC-Dextrans.
Es tritt im Gegensatz zu Lysozym keine Agglomerationsneigung des Fluorophors auf. Die
Aggregationsneigung der saccharosehaltigen Mikropartikel ist jedoch auch hier deutlich zu

erkennen.
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Al

B1

Abbildung 4-19:  Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von mit FITC-Dextran beladenen
saccharosefreien (Al und A2) und saccharosehaltigen (10 %) Mikropartikeln
(B1 und B2)
(links: mehrdimensionale Bildaufnahme mit der Uberlagerung von Auflicht und

Durchlicht; rechts: Auflichtaufnahme)

4.2.2.3 Rasterelektronen-Mikroskopie

Es wurden Rasterelektronische Aufnahmen der saccharosefreien und der saccharosehaltigen (10 %
Saccharose) Mikropartikel angefertigt. Es wird untersucht, ob sich die mikroskopischen Bilder der
mit Lysozym beladenen und der unbeladenen Partikel unterscheiden. Wie sich in den Bildern
(Abbildung 4-20 A-D und Abbildung 4-21 A-D) erkennen lasst, gibt es einige Unterschiede
zwischen den einzelnen Chargen. Die Bilder der saccharosefreien Mikropartikelchargen zeigen zum
groRen Teil freiliegende Mikropartikel in einer GrélRenordnung zwischen 1 und 20 um. Anders sieht

jedoch das Bild der saccharosehaltigen Mikropartikel aus. Hier ist deutlich zu erkennen, dass die
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Mikropartikel durch die Saccharose fest miteinander verbunden sind (Aggregatbildung). Einzeln
liegende Mikropartikel sind kaum zu sehen und die Mikropartikel sind mit einer Zuckerschicht
uberzogen. Weiterhin erkennt man pléttchenformige Gebilde, die von der Kristallstruktur der
Saccharose kommen konnten.

Es ist kein Unterschied der mit Lysozym beladenen und der unbeladenen Mikropartikel zu

erkennen.
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Abbildung 4-20:  Ubersicht der REM-Bilder der unbeladenen Mikropartikel
Al1-A2: saccharosefreie Mikropartikel, DS = 1,5
B1-B2: saccharosehaltige Mikropartikel (10 %), DS =1,5
C1-C2: saccharosefreie Mikropartikel, DS = 7,8
D1-D2: saccharosehaltige Mikropartikel (10 %), DS = 7,8
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Abbildung 4-21:  Ubersicht der REM-Bilder der mit Lysozym beladenen Mikropartikel
Al-A2: saccharosefreie Mikropartikel, DS = 1,5
B1-B2: saccharosehaltige Mikropartikel (10 %), DS=1,5
C1-C2: saccharosefreie Mikropartikel, DS = 7,8
D1-D2: saccharosehaltige Mikropartikel (10 %), DS =7,

Abbildung 4-22 zeigt den Bruch durch einen Mikropartikel. Man erkennt eine kompakte innere
Struktur, die jedoch durch viele kleine Kanalchen durchzogen ist.
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Abbildung 4-22:  Bruch durch einen Mikropartikel

Diese Ergebnisse lassen sich durch TEM-Aufnahmen friherer Arbeiten zu diesem Thema
bestétigen (Scheibe, 2008). Die dabei angefertigten TEM-Aufnahmen zeigen ebenfalls eine von
Poren durchzogene Hydrogelmatrix (Abbildung 4-23).
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Abbildung 4-23: TEM-Aufnahme einer HES-Hydrogelmatrix (Scheibe, 2008)

4.2.2.4  Partikelgrolienmessung durch Laserbeugung

Der PartikelgrofRe von parenteral zu applizierenden Arzneiformen kommt eine groRe Bedeutung zu.
Die GrolRe der hergestellten Mikropartikel ist u. a. abhdngig vom gewahlten Phasen-Volumen-
Verhéltnis der HES- zur PEG-Phase (Stenekes et al., 1999) und von entscheidender Bedeutung fur
die Applizierbarkeit am Patienten und die Immunantwort. Die Applikation von zu grof3en

Mikropartikeln ist fir den Patienten schmerzhaft und die Kantlengéngigkeit ist erschwert.

Aus diesen Grunden ist die PartikelgroRenbestimmung der hergestellten Mikropartikel unabdingbar.
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4.2.2.4.1 Saccharosefreie Mikropartikel

Abbildung 4-24 und Abbildung 4-25 zeigen die durch Laserbeugung ermittelte
PartikelgroRenverteilung der saccharosefreien Mikropartikel mit einem DS von 1,5 bzw. 7,8.
Tabelle 4-4 fasst die d10-, d50- und die d90-Werte zusammen. Alle Messwerte der niedriger

substituierten Mikropartikel liegen geringfiigig Gber denen der héher substituierten Mikropartikel.
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Abbildung 4-24: PartikelgroRenverteilung der saccharosefreien Mikropartikel mit einem DS von
1,5 (n = 10, Fehlerbalken = Standardabweichung)
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Abbildung 4-25:  PartikelgroRenverteilung der saccharosefreien Mikropartikel mit einem DS von
7,8 (n = 10, Fehlerbalken = Standardabweichung)

Tabelle 4-4:  PartikelgroRenverteilung von saccharosefreien Mikropartikeln (n = 10)

d10 d50 dao
DS 15 3,5 um 14,8 um 45,9 um
DS 7,8 3,2 um 10,6 pm 33,7 um
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4.2.2.4.2 Saccharosehaltige Mikropartikel

Saccharosehaltige Mikropartikel neigen, wie durch mikroskopische Aufnahmen bestatigt wird
(siehe Kapitel 4.2.2.1.2) zur Aggregation. Betrachtet man die PartikelgroRenverteilung der
Mikropartikel mit 5% Saccharose (Abbildung 4-26 und Abbildung 4-27), erkennt man eine
bimodale Verteilung der Partikelgréfie, wobei der d50 zu héheren Partikelgréfien im Vergleich zu
den saccharosefreien Mikropartikeln verschoben ist. Durch die bimodale Kurve und der deutlichen
Verschiebung der d50-Werte zu héheren Werten wird deutlich, dass bei der Laserbeugung sowohl
die Mikropartikel als auch die nicht dispergierbaren Agglomerate gemessen werden. Aufgrund
dessen wird die PartikelgréRenmessung der saccharosehaltigen Mikropartikel-Chargen nicht

weitergefihrt.
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Abbildung 4-26:  PartikelgroRenverteilung der saccharosehaltigen (5 % Saccharose) Mikro-
partikel mit einem DS von 1,5 (n = 10, Fehlerbalken = Standardabweichung)
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Abbildung 4-27:  PartikelgroRenverteilung der saccharosehaltigen (5 % Saccharose) Mikro-
partikel mit einem DS von 7,8 (n = 10, Fehlerbalken = Standardabweichung)
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Mikropartikel zur parenteralen Applikation am Menschen sollten, wie bereits eingangs erwéhnt,
bestimmte Kriterien in Bezug auf ihre GroRie erflllen. Mikropartikelaggregate sind durch ihre
Grolke nicht zur parenteralen Applikation geeignet. Da Mikropartikel jedoch oft in Form von
gefriergetrockneten Pulvern in den Handel gebracht werden, in denen auch Kryoprotektoren zum
Einsatz kommen, bedarf das Herstellungsverfahren und die Rezeptur der in dieser Arbeit

hergestellten saccharosehaltigen Mikropartikel einer Optimierung.

4.2.3 Bestimmung der Einschlussrate

Die Kenntnis der in den Mikropartikeln enthaltenen Wirkstoffmenge ist bedeutend fir die
Festlegung der maximal erwarteten freigesetzten Wirkstoffmenge. Dabei wird die in den
Mikropartikeln befindliche Menge Wirkstoff als 100 %-Wert angenommen und die freigesetzte
Menge pro Zeiteinheit darauf bezogen, so dass im Optimalfall eine Freisetzung von 100 %

resultiert.

Aus der so ermittelten Menge an eingeschlossenem Wirkstoff 1&Rt sich die Einschlussrate von
Wirkstoffen mit Hilfe von Gleichung 4-5 berechnen.

Menge Wirkstoff inden Mikropartikeln
Menge eingesetzter Wirkstoff

Einschlussrate =

100 Gleichung 4-5

Bei der Herstellung von Mikropartikeln und deren Beladung mit Wirkstoffen wird in den meisten
Fallen der Wirkstoff nicht quantitativ eingeschlossen, da wahrend des Herstellungsprozesses ein
Teil des Wirkstoffs auf unterschiedlichen Wegen verloren geht. Dazu gehoren u. a. die Adsorption
an GefaBwaénden (z. B. Proteine), der Abbau des Wirkstoffs durch Inkompatibilitditen mit

Hilfsstoffen und das Auswaschen des Wirkstoffs bei der Mikropartikel-Aufreinigung.
4231 Lysozym

4.23.1.1 Massenbilanz-Methode

Bei der Herstellung von Mikropartikeln mit der Wasser-in-Wasser-Emulsionstechnik bleibt ein Teil
des Wirkstoffs in der PEG-Phase zurtick bzw. wird durch das Waschen der Mikropartikel von deren
Oberflache entfernt. Die Ermittlung der Einschlussrate mit Hilfe der Massenbilanz-Methode stitzt
sich auf die Annahme, dass der Anteil des Wirkstoffs, der nicht im PEG-Uberstand oder den
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Waschwassern der Mikropartikel des Herstellungsprozesses nachgewiesen werden kann, tatsachlich

in den Mikropartikeln eingeschlossen wird.

Abbildung 4-28 zeigt den Lysozymanteil im PEG-Uberstand und den einzelnen Waschwasser-
Fraktionen, der nicht in den Mikropartikeln eingeschlossen wird. Die Lysozymmenge fallt von
18,4 % der eingesetzten Lysozymmenge im PEG-Uberstand mit jedem Waschschritt stetig ab. Nach
ca. zwei Waschungen ist praktisch kein Lysozym mehr nachweisbar. Somit kann davon
ausgegangen werden, dass Lysozym ab diesem Zeitpunkt nicht weiter von der Oberflache der

Mikropartikel desorbiert werden kann.

10 -

Anteil nicht eingeschlossenes Lysozym (%)

2,
O | —— |  — | ———

PEG- WWEF 1 WWEF 2 WWEF 3 WWF 4 WWE 5
Uberstand

Abbildung 4-28:  Lysozymmenge im PEG-Uberstand bzw. den Waschwasserfraktionen (WWF)
(n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)

Wird die Fluoreszenz-Lysozymmenge aus dem Uberstand und allen Waschwasser-Fraktionen
addiert, erhdlt man den nicht eingeschlossenen Anteil. Wird dieser von der eingesetzten Menge
Fluoreszenz-Lysozym abgezogen, ergibt sich rechnerisch die in den Mikropartikeln eingeschlossene
Menge. Durch Berechnung der Einschlussrate mit Gleichung 4-5 erhédlt man den Anteil des
Wirkstoffs, der in den Mikropartikeln eingeschlossen vorliegt. Abbildung 4-29 zeigt die
Einschlussraten der Mikropartikel-Chargen.
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Abbildung 4-29:  Einschlussrate Fluoreszenz-Lysozym bei unterschiedlichen Saccharosegehalten
und Substitutionsgraden, Bestimmung mit Massenbilanzmethode (n = 3,
Fehlerbalken = Standardabweichung)

Die so ermittelten Einschlussraten variieren je nach Rezeptur zwischen 70 % und 80 %. Auffallig
ist, dass die Chargen ohne Saccharose im Bezug auf die Einschlussrate relativ starken
Schwankungen unterliegen, wohingegen die Chargen mit 10 % Saccharose sehr geringe
Standardabweichungen aufweisen, d. h. sehr homogen sind. Dies kdnnte darauf hindeuten, dass
Saccharose als Kryoprotektor fur méglichst reproduzierbare Einschlussraten férderlich ist.

Weiterhin 148t sich mit Hilfe dieser Daten die Beladung mit Fluoreszenz-Lysozym pro Gramm
Mikropartikel berechnen. Die Beladung der saccharosefreien Mikropartikel mit Fluoreszenz-
Lysozym betragt 2591 pg+486 ug (DS 1,5) und 2241 pug+316 g (DS 7,8) pro Gramm
Mikropartikel. Flr die saccharosehaltigen Mikropartikel ist die Beladung durch die hohe Menge an
eingebetteter und aufgelagerter Saccharose erwartungsgemald deutlich geringer. Die Beladung
betragt hier 709 ug £ 11 yug (DS 1,5) und 757 pug =38 ug (DS 7,8) Fluoreszenz-Lysozym pro
Gramm Mikropartikel-Endprodukt.

105



Ergebnisse und Diskussion

4.2.3.1.2 Alpha-Amylase-Methode

Als Alternative zur Massenbilanzmethode kommt grundsétzlich die Alpha-Amylase-Methode in
Betracht. Diese Methode beruht auf der Tatsache, dass das Mikropartikelnetzwerk durch Alpha-
Amylase bei einem pH-Wert von ca. 9 aufspaltbar ist. Durch die Spaltung des Polymergeristes wird
der gesamte Wirkstoff freigesetzt und kann als 100 %-Wert bestimmt werden. Dabei ist jedoch
sicherzustellen, dass der zu bestimmende Wirkstoff sowohl gegeniiber dem Enzym als auch
gegenuber der Pufferlosung stabil ist. Aus diesem Grund wird ein Stabilitatstest von Fluoreszenz-
Lysozym gegenuber Alpha-Amylase und zwei verschiedenen Puffern durchgefiihrt. Die
durchgefihrte Versuchsreihe mit Carbonatpuffer pH 9,6, Alpha-Amylase in Carbonatpuffer pH 9,6,
Phosphatpuffer pH 7 und Alpha-Amylase in Phosphatpuffer pH 7 ergibt das in Abbildung 4-30
dargestellte Ergebnis.
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Abbildung 4-30:  Stabilitat von Fluoreszenz-Lysozym in verschiedenen Medien in Abhangigkeit

von der Zeit (n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)

Die Soll-Konzentration von 10 pg/ml in Phosphatpuffer pH 7 verandert sich innerhalb von 48 h
nicht, d. h. die Stabilitat von Fluoreszenz-Lysozym in Phosphatpuffer pH 7 ist in diesem Zeitraum
gegeben. Die Schwankungen liegen im Bereich tblicher Messungenauigkeiten. Ahnlich verhalt es
sich auch bei der Stabilitat in Phosphatpuffer pH 7, welchem Alpha-Amylase zugesetzt wird: die
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Messwerte schwanken auch hier um den Sollwert von 8 pg/ml und bleiben tber einen Zeitraum von
48 h konstant.

Im Unterschied dazu ist bei dem in Carbonatpuffer bzw. Alpha-Amylase in Carbonatpuffer
Uberpriften Standard ein deutlicher Abbau des Fluoreszenz-Lysozyms zu sehen. Unabhéangig
davon, ob Alpha-Amylase enthalten ist, wird Fluoreszenz-Lysozym in Carbonatpuffer innerhalb

von 24 h vollstandig abgebaut.

Diese Ergebnisse erkléaren die unerwartet niedrigen Werte flr die Einschlussraten von Lysozym. Da
ein groler Teil des Lysozyms innerhalb des Versuchszeitraums bereits abgebaut wird, werden
hierbei, je nach Rezeptur, Einschlussraten zwischen ca. 5 und 8 % der eingesetzten Fluoreszenz-
Lysozymmenge gemessen (Abbildung 4-31). Diese Ergebnisse liegen um ca. das 10-15-fache unter
den Ergebnissen der Massenbilanzmethode.

10

Einschlussrate f-Lysozym [%]

DS_1,5- DS_7,8- DS_1,5- DS_7,8-
Lys_0%Saccharose Lys_0%Saccharose Lys_10%Saccharose Lys_10%Saccharose
Abbildung 4-31: Einschlussrate von Fluoreszenz-Lysozym bei unterschiedlichen Saccharose-
gehalten und Substitutionsgraden, Bestimmung mit Alpha-Amylase-Methode

(n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)

Dieses Ergebnis zeigt, dass die Alpha-Amylase-Methode zur Bestimmung der Einschlussrate im
Fall von Fluoreszenz-Lysozym nicht genutzt werden kann, da der Farbstoff gegentber
Carbonatpuffer mit pH 9,6 instabil ist. Weitere Versuche zur Einschlusseffiezenz-Bestimmung der

Mikropartikel, bei denen die Alpha-Amylase-Konzentration in Phosphatpuffer erhéht wird, bringen
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kein Ergebnis, da das Hydrogelgerist der Mikropartikel bei diesem pH-Wert nicht angegriffen wird
und somit der Farbstoff nicht vollstandig freigesetzt werden kann.

Aufgrund dessen wird zur Ermittlung der eingeschlossenen Menge Lysozym als Referenzwert fir
den 100 %-Wert der Freisetzungsuntersuchungen und fur die Bestimmung der Einschlussrate die

Massenbilanz-Methode verwendet.
4.2.3.2 FITC-Dextran

4.2.3.21 Massenbilanzmethode
Die Massenbilanzmethode ergibt fir FITC-Dextran, je nach Rezeptur, Einschlussraten zwischen 35
und 80 % (Abbildung 4-32).
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Abbildung 4-32:  Einschlussrate von FITC-Dextran bei unterschiedlichen Saccharosegehalten
und Substitutionsgraden; Bestimmung mit Massenbilanzmethode
(n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)

Es zeigt sich bezuglich der Abhangigkeit der Einschlussrate vom Saccharosegehalt ein Trend: Je
mehr Saccharose im System enthalten ist, desto weniger FITC-Dextran kann in den PEG-

Uberstanden und den Waschwasserfraktionen nachgewiesen werden. Somit liegt die Vermutung
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nahe, dass mehr FITC-Dextran in die Mikropartikel eingelagert wird. Dass Saccharose keinen
Einfluss auf die Fluoreszenz hat, wurde durch die Vermessung der PEG-Uberstinde bzw.
Waschwasserfraktionen der unbeladenen Mikropartikel gezeigt. Weiterhin ist deutlich zu erkennen,

dass die Einschlussrate scheinbar unabhéngig vom Substitutionsgrad des HES-Derivates ist.

4.2.3.2.2 Alpha-Amylase-Methode
In Analogie zur Bestimmung der Lysozymstabilitat wird auch fir FITC-Dextran ein Stabilitatstest
in der verwendeten Alpha-Amylase-Losung in Carbonatpuffer pH 9,6 durchgefiihrt. Abbildung

4-33 zeigt die Konzentration von FITC-Dextran nach 48 h in diesem Medium.
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Abbildung 4-33:  Stabilitat von FITC-Dextran gegentiber Alpha-Amylase in Carbonatpuffer
pH 9,6 nach 48 h (n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)

Die Konzentration nach 48 h schwankt im geringfligig um den Sollwert von 10 pg/ml. Damit kann
davon ausgegangen werden, dass FITC-Dextran gegeniiber Alpha-Amylase in Carbonatpuffer im
getesteten Zeitraum stabil ist.

Die Bestimmung der Einschlussrate mit der Alpha-Amylase-Methode ergibt die in Abbildung 4-34
dargestellten Ergebnisse. Die Einschlussrate der saccharosefreien Mikropartikel liegt bei etwa 30 %

und damit in etwa im gleichen Bereich wie bei der Bestimmung durch die Massenbilanzmethode.
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Die Einschlussraten der saccharosehaltigen Mikropartikel liegen zwischen 30 und 37 %. Hier ist der
Trend einer steigenden Einschlussrate mit zunehmender Saccharosekonzentration nicht zu
verzeichnen. Der Grund dafiir muss in weiterfuhrenden Untersuchungen noch geklért werden. Die
Einschlussraten sind somit sowohl unabhdngig vom Saccharosegehalt als auch vom
Substitutionsgrad der Hydroxyethylstérke.

Die Ergebnisse dieser Methode werden fir die Festlegung des 100 %-Wertes flr die

Freisetzungsuntersuchungen von FITC-Dextran verwendet.
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Abbildung 4-34:  Einschlussrate von FITC-Dextran bei unterschiedlichen Saccharosegehalten
und Substitutionsgraden; Bestimmung mit Alpha-Amylase-Methode

(n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)

In Analogie zu den mit Lysozym beladenene Mikropartikeln ist auch hier anhand dieser Daten die
Berechnung der Beladung mit FITC-Dextran pro Gramm Mikropartikel mdglich. Diese ist, wie in
Kapitel 4.2.3.1.1 bereits beschrieben, fiir die saccharosehaltigen Mikropartikel erwartungsgeman
geringer. Mit steigendem Saccharosegehalt nimmt die Beladung pro Gramm Mikropartikel

erwartungsgeman ab (Tabelle 4-5).
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Tabelle 4-5: Beladung mit FITC-Dextran pro Gramm Mikropartikel-Endprodukt

Beladung mit FITC-Dextran [ug] prolg Standardabweichung

Charge

Mikropartikel [ng]
1,5 FITC 0%Saccharose 1020,7 24,0
7,8_FITC_0%Saccharose 976,7 34,4
1,5 FITC 5%Saccharose 436,1 18,3
7,8_FITC 5%Saccharose 449,2 7,4
1,5 FITC_10%Saccharose 262,6 32,9
7,8_FITC _10%Saccharose 301,3 16,5
1,5 FITC 15%Saccharose 206,7 4.9
7,8_FITC_15%Saccharose 198,9 8,8

4.2.4 Freisetzung

Mikropartikel mussen bestimmten Anforderungen an die Freisetzungskinetik und die
Freisetzungsdauer genugen. Aus diesem Grund ist es unerldsslich, Freisetzungsuntersuchnungen
des Wirkstoffs aus der Hydrogelmatrix durchzufiihren. In diesem Versuch soll die Freisetzung von
Fluoreszenz-Lysozym und FITC-Dextran in Abhangigkeit von der Zeit untersucht und durch zwei

verschiedene Auswertungsmethoden analysiert werden.

Die Freisetzung erfolgt sowohl in Phosphatpuffer pH 7 als auch in Humanserum pH 7. Damit soll
der Einfluss von in Humanserum enthaltenen gelgeriistabbauenden Enzymen auf die Freisetzung
untersucht werden. Es ist zu erwarten, dass die Freisetzung in Humanserum durch die zusétzlich zur

Diffusion stattfindende enzymatische Erosion schneller ablauft als in Phosphatpuffer.

Zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse und zur Analyse der Freisetzungskinetik werden im
Folgenden die Freisetzungskurven in drei verschiedenen Darstellungsarten gezeigt. Zum einen wird
der kumulierte freigesetzte Anteil Wirkstoff gegen die Zeit aufgetragen, um den tatsachlichen
Verlauf der Freisetzung beobachten zu konnen. Zum anderen wird der kumulierte freigesetzte
Anteil Wirkstoff gegen die Wurzel Zeit aufgetragen (Quadratwurzelgesetz nach Higuchi, siehe
Kapitel 2.5.1), um die Geschwindigkeit der Freisetzung der verschiedenen Mikropartikel-Chargen

vergleichen und bewerten zu kdnnen. Weiterhin wird der Logarithmus des kumuliert freigesetzten
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Anteils des Wirkstoffs gegen den Logarithmus der Zeit aufgetragen (Power Law, siehe Kapitel

2.5.2), um die Freisetzungskinetik analysieren zu kénnen.
4.24.1  Freisetzung von f-Lysozym in Phosphatpuffer pH 7

Die Freisetzung von Fluoreszenz-Lysozym in Phosphatpuffer pH 7 ist in Abbildung 4-35
dargestellt.
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Abbildung 4-35:  Kumulative Freisetzung von Fluoreszenz-Lysozym in Phosphatpuffer pH 7 in

Abhangigkeit von der Zeit (n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)

Nach einer initialen Lysozym-Freisetzung in den ersten 48 h wird Lysozym ab diesem Zeitpunkt
gleichméRig freigesetzt. In Tabelle 4-6 sind die Freisetzungsraten pro Tag aus 1 Gramm
Mikropartikel in Phosphatpuffer pH 7 mit der zugehorigen Beladungsrate pro 1 Gramm
Mikropartikel dargestellt.
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Tabelle 4-6: Beladung [g] mit Lysozym pro 1 g Mikropartikel und durchschnittliche Freiset-
zungsraten [pg] in Phosphatpuffer pH 7 pro 24 h jeweils pro 1 g Mikropartikel

nach der inititalen Freisetzung von 48 h

] Freisetzungsrate pro
Beladung [ug] pro  Standardabweichung

Charge ] ] 24hfuglauslg
1 g Mikropartikel der Beladung [ug] ) ]
Mikropartikel
DS 1,5-0 % Saccharose 2591 486 8,76
DS 7,8-0 % Saccharose 2241 316 6,12
DS 1,5-10 % Saccharose 709 11 2,52
DS 7,8-10 % Saccharose 757 38 2,64

In der Literatur sind fur die Freisetzung von Proteinen aus Hydrogelen, in die keine Dextranase
eingebettet ist, sehr geringe Freisetzungsraten beschrieben (Meyvis et al., 2001). Diese kénnen
durch die hier erhaltenen Freisetzungsdaten bestatigt werden: Nach 456 h werden aus den
saccharosefreien Mikropartikeln ca. 3,4% +£1,2% (DS 1,5) bzw. 2,7% £0,5% (DS 7,8) des
eingebetteten Lysozyms freigesetzt. Dieser Unterschied im Freisetzungsverhalten wird jedoch erst
nach ca. 150 h deutlich. Eine mdgliche Erklarung dafir ist, dass zuerst das Fluoreszenz-Lysozym
von der Oberflache der Mikropartikel und aus den oberen Schichten freigesetzt wird. Ist dieser Teil
des Lysozyms in Losung gegangen, ist die Diffusionsstrecke fiir das Protein langer und der Grad
der Vernetzung des Gelgerdsts ist fiir die Geschwindigkeit der Freisetzung verantwortlich.

Aus den saccharosehaltigen Mikropartikeln werden nach 456 Stunden 4,6 % + 0,3 % (DS 1,5) bzw.
3,9% +0,2% (DS 7,8) Fluoreszenz-Lysozym freigesetzt. Hier ist von Anfang an ein geringer
Einfluss der Substitutionsgrade zu erkennen, der jedoch hauptséchlich durch die unterschiedlich
hohe Anfangsfreisetzung zustande kommt.

Tragt man die kumulativ freigesetzte Menge gegen die Wurzel der Zeit auf, ergeben sich die in
Abbildung 4-36 dargestellten Freisetzungskurven. Die dazugehérigen Geradengleichungen und
BestimmtheitsmaRe sind in Tabelle 4-7 aufgefuhrt. Die Bestimmtheitsmalie deuten mit Werten

zwischen 0,94 und 0,97 auf eine nahezu ideale Freisetzung nach dem Higuchi-Gesetz hin.

Die saccharosehaltigen Mikropartikel mit dem niedrigeren Substitutionsgrad weisen eine etwas

groRere Steigung auf, d.h. sie setzen Fluoreszenz-Lysozym geringfiigig schneller frei. Die
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saccharosefreien Mikropartikel mit einem DS von 1,5 setzen Lysozym etwa eineinhalb Mal so
schnell frei wie die Mikropartikel mit einem DS von 7,8, so dass bei diesen Mikropartikeln ein
deutlicher Unterschied bzgl. der Freisetzungsgeschwindigkeiten zu erkennen ist. Vergleicht man die
saccharosehaltigen und die saccharosefreien Mikropartikel miteinander, fallt auf, dass es — anders
als aus Abbildung 4-35 erwartet — nicht zu einer deutlich schnelleren Freisetzung des Fluoreszenz-
Lysozyms aus den saccharosehaltigen Mikropartikeln kommt. Die Steigungen der Geraden

unterscheiden sich nur minimal voneinander.

Durch Extrapolation der Geraden durch die y-Achse kann der aufgelagerte Lysozym-Anteil, der
initial freigesetzt wird, ermittelt werden. Dieser Wert entspricht dem y-Achsenabschnitt der
Higuchi-Gleichung (Tabelle 4-7). Die dabei erhaltenen negativen Initialfreisetzungen fir die
saccharosefreien Mikropartikel sind rechnerisch bedingt. Die initiale Freisetzung hat auf die
Freisetzungskinetik keinen Einfluss, er ist lediglich fur die Gesamtmenge an freigesetztem Lysozym
bedeutend.

Tabelle 4-7: Higuchi-Gleichungen und Bestimmtheitsmalie der Freisetzung von Fluoreszenz-
Lysozym in Phosphatpuffer pH 7

Charge Higuchi-Gleichung r?
DS_1,5 0 % Saccharose "\\A/'t =0,2042-+/t —0,876 0,9666
M'[
DS_7,8 0 % Saccharose Vil 0,1519-+/t —0,441 0,9635
DS_1,5 10 % Saccharose I'\\/l/'t =0,190-+/t +0,782 0,9668
DS_1,5 10 % Saccharose I\'\//Ilt =0,174-/t +0,548 0,9447

o0
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Abbildung 4-36:  Kumulative Freisetzung von Fluoreszenz-Lysozym in Phosphatpuffer pH 7 in
Abhéangigkeit von der Wurzel der Zeit (nach Higuchi)
(n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)

Die Betrachtung der Freisetzungsdaten nach dem Power Law ergibt ein &hnliches Bild wie bereits
mit der Auftragung nach Higuchi gezeigt wird. Die logarithmische Auftragung des freigesetzten
Wirkstoff-Anteils gegen den Logarithmus der Zeit ergibt auch hier einen linearen Zusammenhang
mit Bestimmtheitsmallen zwischen 0,92 und 0,98. Der Exponent n (Steigung der Geraden) liegt bei
den saccharosefreien Mikropartikeln zwischen 0,5 und 1, was auf eine Kombination aus diffusions-
und quellungs- oder erosionsgesteuerter Freisetzung hindeutet. Betrachtet man die Exponenten n
der saccharosefreien Mikropartikel, wird auch hier die schnellere Freisetzung aus den niedrig
substituierten Mikropartikeln deutlich. Anders verhélt es sich dagegen bei den saccharosehaltigen
Mikropartikeln. Diese haben einen Exponenten von n < 0,5, was auf eine verlangsamte bzw.
behinderte Fick’sche Diffusion hindeutet. Die absolut freigesetzten Mengen dagegen sind bei den
saccharosehaltigen Mikropartikeln deutlich grofier, was, wie bereits beschrieben, durch die
unterschiedlich hohe Anfangsfreisetzung zustande kommt.
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Tabelle 4-8: Power Law und BestimmtheitsmaRe der Freisetzung von Fluoreszenz-Lysozym in
Phosphatpuffer pH 7

Charge Power Law r?
M,
DS 1,5 0% Saccharose Ig v =0,7751-1gt-1,523 0,9221
M,
DS_7,8 0% Saccharose Ig M =0,6210-1g t—1,205 0,9368
M,
DS_1,5 10% Saccharose Ig v =0,3678-1g t—0,299 0,9847
M,
DS_1,5 10% Saccharose Ig M =0,4025-1g t—0,439 0,9662
0.8
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Abbildung 4-37:  Logarithmus des kumulativ freigesetzten Fluoreszenz-Lysozymanteils in
Abhéangigkeit vom Logarithmus der Zeit (in Phosphatpuffer pH 7)
(n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)

Die geringere Freisetzungsgeschwindigkeit der saccharosehaltigen Mikropartikel kann mit der
starken Aggregation dieser Mikropartikel erklart werden (vgl. Kapitel 4.2.2). Durch diese

Aggregate, die sich auch in waéssriger Losung nicht trennen, wird die freie Oberflache der
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Mikropartikel, welche mit dem Freisetzungsmedium in Kontakt kommt, kleiner als bei den
saccharosefreien Mikropartikeln, die einzeln vorliegen. Diese relative Oberflachenverkleinerung
fuhrt zu einer verlangsamten Freisetzung. Weiterhin spielen die Wechselwirkungen zwischen
Saccharose und Lysozym eine bedeutende Rolle. Lysozym und Saccharose bilden starke
Wasserstoffbriicken miteinander aus (Suihko et al., 2005; Allison et al., 1999; Tzannis &
Prestrelski, 1998; Mosharraf et al., 2006), welche man sich beim Einsatz von Saccharose als
Kryoprotektor zur Vermeidung der Proteindenaturierung zunutze macht. Dadurch kommt es zu
einer geringeren molekularen Beweglichkeit des Proteins, was die erniedrigte Freisetzungs-
geschwindigkeit erklart. Dies erklart auch, dass die Initialfreisetzung der saccharosehaltigen
Mikropartikel hoher ausféllt als die der saccharosefreien: In der die Mikropartikel umhillenden
Saccharoseschicht ist durch die Wasserstoffbriicken-Bindung vermehrt Lysozym enthalten. Lost
sich ein Teil der Saccharose beim Erstkontakt mit Wasser, wird das Lysozym aus der Zuckerschicht
schlagartig freigesetzt und es kommt zu einer Initialfreisetzung. Das weitere Lysozym aus dem
Inneren der Mikropartikel wird anschlieRend, wie oben bereits beschrieben, durch die verminderte
molekulare Beweglichkeit von Lysozym nur verzogert aus dem Gelgerust freigesetzt.

4.24.2  Freisetzung von f-Lysozym in Humanserum

In Abbildung 4-38 ist die Freisetzung von Lysozym in Abhéangigkeit von der Zeit dargestellt. Die
initial  freigesetzte Menge Fluoreszenz-Lysozym liegt je nach Substitutionsgrad und
Saccharosegehalt zwischen 4,9% £0,9% und 8,4 % 0,9 % und ist ausschlaggebend fur den
weiteren Kurvenverlauf; ab ca. 24 h ist der Verlauf aller Kurven nahezu identisch. Nach einer
Freisetzungsdauer von 22 Tagen liegen die freigesetzten Anteile zwischen 7,1 % + 1,2 % und
11,4 % 1,3 %. Es ist eine hohe initiale Freisetzung innerhalb einer sehr kurzen Zeit (hier: 24-48 h)

zu erkennen.
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Abbildung 4-38:  Kumulative Freisetzung von Fluoreszenz-Lysozym in Humanserum in

Abhéangigkeit von der Zeit (n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)

Nach dieser initialen Freisetzung wird Lysozym aus den Mikropartikeln nahezu linear freigesetzt.
Die Freisetzungsrate pro Tag aus 1 g Mikropartikeln und die jeweils zugehorige Beladung pro 1 g
Mikropartikel ist in Tabelle 4-9 zusammengefasst.

Tabelle 4-9: Beladung [g] mit Lysozym pro 1 g Mikropartikel und durchschnittliche Freiset-
zungsraten [pg] in Humanserum pro 24 h jeweils pro g Mikropartikel nach der
inititalen Freisetzung von 48 h

_ Freisetzungsrate pro
Beladung [ug] pro  Standardabweichung

Charge . ] 24h[uglauslg
1 g Mikropartikel der Beladung [ug] ] )
Mikropartikel
DS 1,5-0 % Saccharose 2591 486 3,36
DS 7,8-0 % Saccharose 2241 316 2,88
DS 1,5-10 % Saccharose 709 11 0,57
DS 7,8-10 % Saccharose 757 38 0,65
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Damit unterscheidet sich das Freisetzungsprofil von Lysozym in Humanserum sehr stark von dem
in Phosphatpuffer. Diese Schlussfolgerung lai3t sich bestéatigen, indem die kumulativ freigesetzte
Lysozymmenge wiederum gegen die Wurzel der Zeit aufgetragen wird (Abbildung 4-39). Tabelle

4-10 zeigt die zugehdorigen Higuchi-Gleichungen und Bestimmtheitsmalie.

Es ist ersichtlich, dass die Steigungen und damit die Freisetzungsgeschwindigkeiten bei allen vier
Chargen um einen Wert von 0,1 schwanken und damit nahezu gleich sind. Bei den saccharosefreien
Mikropartikelchargen zeigt sich ein geringfugiger Unterschied bzgl. der Geschwindigkeiten: Die
saccharosefreien Mikropartikel setzen das Lysozym geringfiigig schneller frei, was wiederum durch
die Wasserstoffbriicken-Bindung von Lysozym und Saccharose in den saccharosehaltigen
Mikropartikeln zu erklaren ist. Die endgultig freigesetzte Lysozymmenge ist allein vom Ausmal
der initialen Freisetzung abhdngig und nahezu unabh&ngig vom Substitutionsgrad und dem

Saccharosegehalt

Tabelle 4-10:  Higuchi-Gleichungen und Bestimmtheitsmalie der Freisetzung von Fluoreszenz-

Lysozym in Humanserum

Charge Higuchi-Gleichung r
DS_1,5 0% Saccharose I'\\/I/I; =0,166- Jt +8,034 0,9348
DS_7,8 0% Saccharose '\I\//ll; =0,124-/t + 4,616 0,957
DS_1,5 10% Saccharose |\'\//|I; =0,096-+/t + 6,608 0,8813
DS 1,5 10% Saccharose '\I\//II‘ =0,122- \E+ 5,671 0,9495

o0
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Abbildung 4-39:  Kumulative Freisetzung von Fluoreszenz-Lysozym in Humanserum in
Abhéangigkeit von der Wurzel der Zeit
(n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)

Betrachtet man die nach dem Power Law ausgewerteten Freisetzungskurven anhand von Abbildung
4-40 und Tabelle 4-11, wird deutlich, dass die Bestimmtheitsmal’e mit Werten zwischen 0,97 und
0,99 sehr nahe an 1 liegen, d. h. die Kurvenanpassung an dieses Rechenmodell sehr gut geeignet ist.
Die Freisetzungsgeschwindigkeit ist mit Exponentenwerten von 0,076 bis 0,119 allerdings
unerwartet niedrig. Die Vermutung, dass die Freisetzung in Humanserum durch die enthaltenen
Enzyme und damit die Erosion des Hydrogelgeristes deutlich schneller stattfindet als in
Phosphatpuffer pH 7, kann nicht bestatigt werden. Auch hier ist der Trend zu beobachten, dass
Lysozym aus saccharosehaltigen Mikropartikeln geringfligig langsamer freigesetzt wird.
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Tabelle 4-11:  Power Law und Bestimmtheitsmafe der Freisetzung von Fluoreszenz-Lysozym in

Humanserum
Charge Power Law r?
DS_1,5 0% Saccharose Ig '\I\jlt =0,098-1g t+0,793 0,9889
DS_7,8 0% Saccharose Ig '\I\zlt =0,119-1g t+0,530 0,996
DS_1,5 10% Saccharose Ig I\'\;t =0,076-1g t+0,727 0,9726
DS_1,5 10% Saccharose Ig % =0,099-1g t+0,640 0,9786
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Abbildung 4-40:  Logarithmus des kumulativ freigesetzten Fluoreszenz-Lysozymanteils in Human-
serum in Abhangigkeit vom Logarithmus der Zeit

(n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)

Eine mdgliche Erklarung fur diese Beobachtung kdnnte eine Komplexbildung von Lysozym mit im
Humanserum enthaltenen Globulinen sein, auf die im Kapitel 4.2.5 noch néher eingegangen wird.

Es ist vorstellbar, dass mit der Zeit Globuline in die gequollene Hydrogelmatrix eindringen, sich
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dort mit dem Lysozym verbinden und es so zur Ausbildung eines Proteinkomplexes mit einem
deutlich erhohten Molekulargewicht und damit Molekildurchmesser kommt. Dadurch wird die
Diffusionsgeschwindigkeit des Komplexes innerhalb des Netzwerks herabgesetzt.

Betrachtet man die Freisetzungsdaten von Lysozym in Phosphatpuffer pH 7 und in Humanserum im
direkten Vergleich wird Klar, dass die absolut freigesetzte Menge Lysozym in Humanserum groier
ist. Dies ist hauptsachlich mit der unterschiedlich hohen Initialfreisetzung zu erklaren. Allerdings ist
die Freisetzungsgeschwindigkeit in Humanserum deutlich geringer. Beim Vergleich der Steigungen
aus dem Quadratwurzelgesetz nach Higuchi (im Weiteren als muig bezeichnet) in Phosphatpuffer
pH 7 und Humanserum wird der Unterschied deutlich: Wéhrend die muig in Phosphatpuffer pH 7
zwischen 0,152 und 0,204 liegen, sind die myig in Humanserum mit Werten zwischen 0,096 und
0,166 deutlich geringer.

4.2.4.3  Freisetzung von FITC-Dextran in Phosphatpuffer pH 7

In Abbildung 4-41 ist die kumulativ freigesetzte FITC-Dextranmenge Uber der Zeit aufgetragen.
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Abbildung 4-41:  Kumulative Freisetzung von FITC-Dextran in Phosphatpuffer pH 7 in
Abhéangigkeit von der Zeit (n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)

Eine deutliche Abhéngigkeit der Freisetzungsgeschwindigkeit vom Saccharosegehalt ist nicht zu

erkennen.
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Es kommt bei allen 8 Chargen zu einer gleichméRigen Freisetzung nahezu ohne eine gréRere initiale
Freisetzung. Weiterhin ist deutlich zu erkennen, dass FITC-Dextran aus Mikropartikeln mit
geringerem Vernetzungsgrad deutlich schneller freigesetzt wird als aus jenen, die einen hoheren
Vernetzungsgrad aufweisen. Somit &hnelt die Freisetzung von FITC-Dextran in Phosphatpuffer
pH 7 dem Freisetzungsprofil von Fluoreszenz-Lysozym (siehe Kapitel 4.2.4.1) in Phosphatpuffer
pH 7.

Auch hier ist ab einem Zeitpunkt von 48 h die Freisetzung nahezu linear. Tabelle 4-12 fasst die
Beladung [pg] und die Freisetzungsraten [ug] pro Tag von jeweils 1 g Mikropartikel nach der
initialen Freisetzung von 48 h zusammen. Je hoher der Saccharosegehalt, desto kleiner ist
erwartungsgemal die Beladung pro 1 g Mikropartikel-Endprodukt und desto kleiner sind auch die
Freisetzungsraten pro 24 h.

Tabelle 4-12:  Beladung [ug] mit FITC-Dextran und durchschnittliche Freisetzungsraten [pg] in
Phosphatpuffer pH 7 pro 24 h jeweils pro 1 g Mikropartikel nach der inititalen
Freisetzung von 48 h

) Freisetzungsrate
Beladung [pg] pro  Standardabweichung
Charge pro 24 h [ug] aus

1 g Mikropartikel der Beladun
J P 9 [l 1 g Mikropartikel

DS 1,5-FITC-0 % Saccharose 1020,7 24,0 12,96
DS 7,8-FITC-0 % Saccharose 976,7 34,4 9,96
DS 1,5-FITC-5 % Saccharose 436,1 18,3 5,55
DS 7,8-FITC-5 % Saccharose 4492 7,4 3,92
DS 1,5-FITC-10 % Saccharose 262,6 32,9 3,44
DS 7,8-FITC-10 % Saccharose 301,3 16,5 2,70
DS 1,5-FITC-15 % Saccharose 206,7 4,9 2,70
DS 7,8-FITC-15 % Saccharose 198,9 8,8 1,77

Abbildung 4-42 zeigt den freigesetzten FITC-Dextran-Anteil gegen die Wurzel der Zeit und Tabelle
4-13 fasst die zugehorigen Higuchi-Gleichungen und BestimmtheitsmaRe zusammen.
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Tabelle 4-13:

in Phosphatpuffer pH 7

Charge

Higuchi-Gleichungen und Bestimmtheitsmalie der Freisetzung von FITC-Dextran

Higuchi-Gleichung

DS 1,5 0 % Saccharose

% =1,962-/t +10,76 0,9875
Mt
DS 7,8 _0 % Saccharose M =1,537- Jt+ 7,24 0,9904
MI
DS_1,5 5 % Saccharose i 1,858/t +6,09 0,9969
DS_7,8 5 % Saccharose I\'\:‘ =1,257-/t +3,86 0,9967
DS_1,5 10 % Saccharose % = 2,000/t +10,06 0,9958
Mt
DS _7,8 10 % Saccharose i 1,294/t +3,17 0,997
MI
DS 1,5 15 % Saccharose v =1,946- \/f +9,68 0,9959
DS_7,8_15 % Saccharose I\'\:t =1,275-/t +5,23 0,998
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Abbildung 4-42:  Kumulative Freisetzung von FITC-Dextran in Phosphatpuffer pH 7 in
Abhéangigkeit von der Wurzel der Zeit
(n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)

Die Freisetzungsgeschwindigkeiten der Mikropartikel mit einem DS von 1,5 und dem DS von 7,8
unterscheiden sich, unabhéngig vom Saccharosegehalt, um ca. das 1,5-fache. Das heif3t, dass FITC-
Dextran aus einem niedriger vernetzten Gelgerist ca. 1,5-mal so schnell freigesetzt wird wie aus
dem hoher vernetzten Gelgerust. Vergleicht man die Steigungen der Geraden der Mikropartikel mit
unterschiedlichem Saccharosegehalt, wird ersichtlich, dass die Mikropartikel das FITC-Dextran
gleich schnell freisetzen und dass die Saccharosekonzentration offenbar keinen Einfluss auf die
Freisetzungsgeschwindigkeit von FITC-Dextran hat. Dies deutet darauf hin, dass FITC-Dextran, im
Gegensatz zu Lysozym, offenbar keine merkliche Wasserstoffbriickenbindung mit Saccharose
eingeht.

Bei der Betrachtung der in Abbildung 4-43 dargestellten Freisetzung nach dem Power Law und der
zugehorigen Tabelle 4-14 ist zu erkennen, dass die Power Law-Exponenten sich in einem Bereich
von 0,33 bis 0,39 bewegen. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass alle Mikropartikel das
FITC-Dextran durch den gleichen Mechanismus freisetzen.
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Power Law und Bestimmtheitsmalie der Freisetzung von FITC-Dextran in Phos-

Tabelle 4-14:
phatpuffer pH 7
Charge Power Law r?
Mt
DS_1,5 0 % Saccharose Ig M 0,340-1g t+0,817 0,9983
Mt
DS_7,8 0 % Saccharose Ig Mo 0,355-1g t+0,660 0,9975
MI
DS_1,5 5 % Saccharose Ig M 0,377-1g t+0,654 0,9982
Mt
DS_7,8_5 % Saccharose Ig M 0,377-1g t+0,480 0,9968
Mt
DS_1,5 10 % Saccharose Ig Mo 0,333-1g t+0,828 0,9976
MI
DS_7,8_10 % Saccharose Ig I 0,393-1g t+0,438 0,9972
Mt
DS_1,5 15 % Saccharose Ig M 0,330-1g t+0,827 0,9969
Mt
DS 7,8 15 % Saccharose Ig I 0,336-1g t+0,608 0,9917
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Abbildung 4-43:  Logarithmus des kumulativ freigesetzten FITC-Dextran-Anteils in
Phosphatpuffer pH 7 in Abhangigkeit vom Logarithmus der Zeit
(n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)

Die unterschiedlich substituierten Mikropartikelchargen unterscheiden sich dahingehend, dass aus
den Mikropartikeln mit niedrigerem Substitutionsgrad FITC-Dextran schneller freigesetzt wird
(durch muig zu erkennen) und durch die unterschiedlich hohe Anfangsfreisetzung auch mehr FITC-
Dextran freigesetzt wird. Die Exponenten des Power Law von 0,33 bis 0,39 deuten auf eine leicht
behinderte Fick’sche Diffusion hin, bei der sich der Quellungszustand der Matrix offenbar kaum

verandert. Moglicherweise ist die Fick sche Diffusion behindert.
4.2.4.4  Freisetzung von FITC-Dextran in Humanserum

Abbildung 4-44 zeigt die Freisetzung von FITC-Dextran in Humanserum. Die Freisetzung erfolgt
gleichméRig und ohne einen Burst release. Nach 500 Stunden sind ca. 70 % des FITC-Dextrans aus
den niedriger substituierten Mikropartikeln freigesetzt worden, jedoch nur ca. 45 % aus den
Mikropartikeln mit dem hoéheren Substitutionsgrad.

127



Ergebnisse und Diskussion

80

= 70 0}

(E >

5 60 |

e

@) i

e 50

LL

.é 40 -

c

<30

(0]

B 20

> i

8 ——-DS _7,8_0%Saccharose

= 10 =—-DS_1,5 5%Saccharose -&—DS_7,8_5%Saccharose

f—: —=DS_1,5 10%Saccharose -4—DS_7,8_10%Saccharose
0 -+DS_1,5 15%Saccharose -#—DS_7,8_15%Saccharose

T T T T T
0 100 200 300 400 500 600
Zeit [h]

Abbildung 4-44:  Kumulative Freisetzung von FITC-Dextran in Humanserum in Abhangigkeit von
der Zeit (n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)

Die geringer vernetzten Mikropartikel geben das FITC-Dextran auch hier mit einem Faktor von ca.
1,5 schneller frei als die hoher vernetzten Mikropartikel, was sowohl in Abbildung 4-44 als auch in
Tabelle 4-15 deutlich zu sehen ist.

In Analogie zur FITC-Dextran-Freisetzung in Phosphatpuffer werden die Beladung [pg] und die
Freisetzungsrate pro 24 h [ug] gegeniibergestellt (Tabelle 4-17). Es ist auch hier mit zunehmendem
Saccharoseanteil eine sinkende Freisetzungsrate pro 24 h zu erkennen.

Tabelle 4-15:  Beladung [pg] mit FITC-Dextran und durchschnittliche Freisetzungsraten [ug] in
Humanserum pro 24 h jeweils pro 1 g Mikropartikel nach der inititalen Freiset-
zung von 48 h

] Freisetzungsrate
Beladung [ug] pro Standardabweichung

Charge ) } pro 24 h [ug] aus
1 g Mikropartikel der Beladung [jug] ) )
1 g Mikropartikel
DS 1,5-FITC-0 % Saccharose 1020,7 24,0 29,16
DS 7,8-FITC-0 % Saccharose 976,7 34,4 19,56
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Beladung [pg] pro

Charge

1 g Mikropartikel

Standardabweichung

der Beladung [ug]

Freisetzungsrate

pro 24 h [ug] aus
1 g Mikropartikel

DS 1,5-FITC-5 % Saccharose
DS 7,8-FITC-5 % Saccharose
DS 1,5-FITC-10 % Saccharose
DS 7,8-FITC-10 % Saccharose
DS 1,5-FITC-15 % Saccharose

DS 7,8-FITC-15 % Saccharose

436,1
449,2
262,6
301,3
206,7

198,9

18,3
7,4
32,9
16,5
4,9

8,8

12,24
8,38
7,68
5,06
6,36

3,77

Vergleicht man nun beispielsweise die Freisetzung von FITC-Dextran in Phosphatpuffer mit der in

Humanserum zum Zeitpunkt t = 500 Stunden, erh&lt man einen mittleren freigesetzten Anteil von
30 bis 53 % in Phosphatpuffer pH 7, wohingegen nach dieser Zeit im Mittel 40 bis 75 % FITC-

Dextran in Humanserum freigesetzt werden. Der Grund fir dieses Phdnomen beruht auf dem

Vorhandensein von zusétzlich im Humanserum vorhandenen hydrogelgerist-abbauenden Enzymen.

Es ist auch hier wiederum keine Abhéngigkeit des Freisetzungsverhaltens vom Saccharosegehalt zu

erkennen; die Steigungen der Geraden (Abbildung 4-45) mit unterschiedlichem Saccharosegehalt

sind nahezu gleich.

Tabelle 4-16:  Higuchi-Gleichungen und Bestimmtheitsmalie der Freisetzung von FITC-Dextran

in Humanserum

Charge

Higuchi-Gleichung

DS 1,5 0 % Saccharose

DS _7,8 0 % Saccharose

DS_1,5 5 % Saccharose

DS _7,8 5 % Saccharose

Mt

—3151-4/t —2,81
M. vt
M, —=2197 -4/t —3,09
M,
M, —3130-/t —4,25
M.,
||\\/|/It = 2,050/t — 4,86

o0

0,9974

0,9824

0,9971

0,9794
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Charge

Higuchi-Gleichung

DS 1,5 10 % Saccharose

DS _7,8 10 % Saccharose

DS 1,5 15 % Saccharose

DS_7,8 15 % Saccharose

<

M—t =3,346 -/t — 0,34 0,9977
% 18961 457 0,9884
"\\/l/lt =3,467 -/t —3,38 0,9990
I\'\:t = 2133/t —4,36 0,9852
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Abbildung 4-45:
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Wurzel Zeit [h*?]

Kumulative Freisetzung von FITC-Dextran in Humanserum in Abhangigkeit von

der Wurzel der Zeit (n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)

Trégt man den Logarithmus des freigesetzten FITC-Dextrananteils gegen den Logarithmus der Zeit

auf, ergeben sich die in Abbildung 4-46 und Tabelle 4-17 dargestellten Ergebnisse.
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Tabelle 4-17:  Power Law und Bestimmtheitsmafe der Freisetzung von FITC-Dextran in

Humanserum
Charge Power Law r?
DS_1,5 0 % Saccharose Ig ::t =0,539-1gt+0,373 0,9945
DS_7,8 0 % Saccharose lg % =0,513-1gt+ 0,254 0,9783
DS 1,5 5 % Saccharose Ig '\I\//II‘ =0,603-1g t + 0,207 0,9973
DS _7,8_5 % Saccharose Ig :/I/It =0,587-1gt+0,012 0,9884
DS_1,5 10 % Saccharose Ig :/I/It =0,532-1gt+0,444 0,9985
DS_7,8_10 % Saccharose Ig I\I\:t =0,636-1gt+0,133 0,9993
DS 1,5 15 % Saccharose Ig I\'\//Ilt =0,569-1gt+0,346 0,9990
DS _7,8_15 % Saccharose Ig :\\/I/It =0,588-1gt+0,043 0,9951

0
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Abbildung 4-46:  Logarithmus des kumulativ freigesetzten FITC-Dextran-Anteils in Humanserum
in Abhangigkeit vom Logarithmus der Zeit

(n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)

Auch hier zeigt sich, dass mehr FITC-Dextran aus den niedriger substituierten Mikropartikeln
freigesetzt wird. Der Saccharosegehalt hat keine Auswirkungen auf die Freisetzung. Die
Exponenten n, die sich aus dem Power Law ergeben, liegen mit Werten zwischen 0,51 und 0,64
sehr nahe an 0,5 und damit an einer Fick’schen Diffusion, was auch wiederum unabhangig vom
Saccharosegehalt ist. Da die Exponenten z. T. groRer als 0,5 sind, ist offensichtlich, dass auch die

Erosion an der Freisetzung beteiligt ist.

4.2.5 Verhalten von Lysozym gegenuber Bestandteilen des Humanserums

Zur weiteren Abklarung der atypischen Freisetzungskurven von Lysozym in Humanserum (siehe
Kapitel 4.2.4.2) wird das Verhalten von Lysozym in Humanserum (berprift, indem
lichtmikroskopische Bilder angefertigt und eine Gelpermeations-Chromatographie (GPC)
durchgefithrt werden. Dies dient der Uberpriifung, ob und in welchem AusmaR Lysozym mit
Bestandteilen des Humanserums interagiert und ob die unerwarteten Ergebnisse des

Freisetzungsversuchs von Lysozym in Humanserum damit erkl&art werden konnen.
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Zur Uberprifung einer moglichen Komplexbildung von Lysozym mit Globulinen oder Albumin,
werden die Proben wie in Kapitel 3.4.6 beschrieben vorbereitet. Auffallig dabei ist, dass bereits
wéhrend der Herstellung der Lésung von 5 mg/ml Lysozym in 1/10 verdinntem Humanserum
sofort ein weiller Niederschlag ausfallt (Abbildung 4-47). Diese L6sung wird anschlieffend
lichtmikroskopisch untersucht. Dabei zeigt sich das in Abbildung 4-48 dargestellte Ergebnis. Bei
dem entstehenden Niederschlag handelt es sich um unregelmafig geformte Aggregate mit einer
Grolke von 5 — 100 um. Dieser Niederschlag ist nicht reversibel.
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Abbildung 4-47: Abbildung 4-48:
Klare, leicht opaleszierende Verdiinnung des ~ Mikroskopische Aufnahme der spontan
Humanserums (links), klare Lésung von gebildeten Aggregate der Lésung von 5 mg/mi
Lysozym (Mitte) und Niederschlagsbildung Lysozym in Humanserum

von Lysozym in Humanserum (rechts)

Der entstandenen Niederschlag wird bei der — fir den Lauf Uber die Chromatographie-Séaule
notwendigen — Filtration der Losung durch einen Sterilfilter mit einer Porengroe von 0,22 um
vollstandig abgetrennt, das Filtrat ist klar. Aus diesem Grund ist fur dieses gebildete Aggregat und
fur das Protein, mit dem der Komplex gebildet wird, kein Peak im Gelpermeations-

Chromatogramm zu erwarten.

Die Chromatogramme aller drei Losungen werden zur besseren Veranschaulichung tbereinander

gelegt und dabei wird das in Abbildung 4-49 dargestellte Chromatogramm erhalten.
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Abbildung 4-49:  Gelpermeations-Chromatogramm der untersuchten Proteinlésungen

Um das Verhalten von Lysozym gegeniiber Humanserum einschétzen zu koénnen, ist es wichtig,
dessen Zusammensetzung und die isoelektrischen Punkte der Bestandteile zu kennen. Humanserum
ist der flissige Anteil des Blutes und setzt sich zusammen aus 91 % Wasser, 2 % einer Mischung
aus Elektrolyten, Nahrstoffen und Hormonen und 7 % Proteinen. Die Proteinfraktion setzt sich wie
in Tabelle 4-18 beschrieben zusammen und weist die angegebenen isoelektrischen Punkte auf:

Tabelle 4-18:  Ubersicht der Proteine im Humanserum mit Angabe der isoelektrischen Punkte

Protein Anteil an der Proteinfraktion (%) Isoelektrischer Punkt Quelle
Albumin 63 47-438 Wieland et al., 1953
al1-Globuline 3
02-Globuline 7 Roche Lexikon
58> 73 Medizin, 2003
B-Globuline 9 Huang et al., 2006
y-Globuline 17
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Mit Hilfe dieser Kenntnis, der Kalibriergeraden (vgl. Abbildung 3-6) und geméall den Angaben von
PAA Laboratories (2009) konnen alle Peaks den entsprechenden Protein-Fraktionen zugeordnet
werden. Diese sind in Tabelle 4-19 zusammengefasst.

Tabelle 4-19:  Zuordnung der Gelpermeations-Chromatogramm-Peaks zu den entsprechenden

Proteinfraktionen

Elutionsvolumen (ml) 8,46 9 bis 12,70 -12,72 13,93 -13,96 21,11-21,14
Proteinfraktion Globulin-
l?entamere und Globulin-Monomere Albumin Lysozym
tibergeordnete
Strukturen

Auffallig ist, dass alle Peaks, bis auf denjenigen bei einem Elutionsvolumen von 8,46 ml,
erwartungsgemal Ubereinstimmen. Wahrend der Peak bei 8,46 ml im untersuchten reinen
Humanserum auftritt, fehlt er in der Mischung aus Lysozym und Humanserum. In der Literatur
finden sich mehrere Hinweise darauf, dass Lysozym mit Immunglobulinen des Blutes Komplexe
bildet (Virella, 1975; Sharon & Eshdan, 1974; Finkle et al., 1973; Oldfield, 2001). Globuline
(insbes. ay und y-Globuline) weisen einen hohen Glykoprotein-Anteil in den Kohlehydrat-
seitenketten der Globuline auf (Clamp & Johnson, 1971; Buddecke, 1971). Dieser besteht
hauptséachlich aus N-Acetyl-d-Glucosamin-Resten, an welchen sich Lysozym anlagert und mit
diesen Komplexe bildet. Nach Finkle et al. (1973) geschieht dies vorrangig mit IgG (Untergruppe
der y-Globuline).

Durch diese Komplexbildung kann die sehr geringe Freisetzungsgeschwindigkeit von Lysozym in
Humanserum erklart werden: Bedingt durch die GroRe der Komplexe aus Lysozym und Globulinen,
die nach dem Eindringen des Humanserums in die Gelmatrix in den Zwischenrdumen der
Hydrogelmatrix gebildet werden, ist die Diffusionsgeschwindigkeit gegeniliber reinem Lysozym

stark herabgesetzt und die Freisetzungsgeschwindigkeit ist geringer.

4.2.6 Netzwerk-Maschenweite

Bei der Abschatzung der Netzwerk-Maschenweite kann davon ausgegangen werden, dass — bei
konstanter Proteinfreisetzung aus den Mikropartikeln — die Hohlrdume innerhalb des Netzwerks

mindestens so groR sein mussen wie das Protein selbst, vorausgesetzt, die Erosion des Hydrogels ist
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von untergeordneter Bedeutung. Waren die Zwischenrdume zwischen den Polymerketten kleiner,
wirde sich das Netzwerk um das Protein herum ausbilden und das Protein ware fest eingeschlossen,
so dass keine Freisetzung stattfinden wirde. Erst durch grofiere Zwischenrdume im Netzwerk als
der Proteindurchmesser selbst kann das Protein ungehindert diffundieren. Voraussetzung fir diese
Annahme ist, dass wahrend des Untersuchungszeitraumes keine nennenswerte Erosion des

Hydrogel-Gerdistes stattfindet.

Setzt man alle in Kapitel 3.4.7 aufgefiihrten notwendigen Parameter in die Gleichung von Einstein-
Stokes ein, erhélt man fir Lysozym einen hydrodynamischen Durchmesser von 4,12 nm.

4.2.7 Diffusionskoeffizient von Lysozym im Hydrogel

Zur Berechnung des Diffusionskoeffizienten von Lysozym in Hydrogelen wird u. a. der Radius der
Mikropartikel bendtigt. Da nur die Partikelgroienmessung von saccharosefreien Mikropartikeln
sinnvoll erscheint (siehe Kapitel 4.2.2), wird hier exemplarisch nur der Diffusionskoeffizient der
saccharosefreien Systeme beider unterschiedlich substituierter Mikropartikelchargen sowohl in
Phosphatpuffer als auch in Humanserum gezeigt.

Da der initial freigesetzte Anteil des Lysozyms nicht durch Diffusion aus den Mikropartikeln
freigesetzt wird (Franssen et al., 1999; Zhang & Chu, 2002), wird dieser von der freigesetzten

Lysozymmenge abgezogen. Berechnet wird dieser initiale Anteil aus dem Power Law.

Die in Tabelle 4-20 und Tabelle 4-21 aufgefiihrten Werte werden in die Gleichung nach Baker et
al., 1974 (vgl. Kapitel 3.4.8) eingesetzt und fir die Berechnung des Diffusionskoeffizienten Dy,

verwendet.
Tabelle 4-20:  Beispiele fir Werte und Ergebnisse zur Berechnung der Diffusionskoeffizienten von
Lysozym in Phosphatpuffer pH 7
Radius Initial- Mg M; Zeit M abzigl. Dn, D
(um) freiset- (%) (%) (h) Initialfrei- (Lm?/h) (m?fs)
zung (%) setzung (%)
DS 1,5 11,9 0,00602 67,18 3,42 458 3,414 1,577E-04  4,381E-20
DS 7,8 8,7 0,01677 75,67 2,67 458 2,653 4,003E-05 1,112E-20
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Tabelle 4-21:  Beispiele fur Werte und Ergebnisse zur Berechnung der scheinbaren Diffusionsko-

effizienten von Lysozym in Humanserum bzw. dessen Komplexe

Radius Initial- My M Zeit M, abztigl. Dn, Dm
(Lm) freiset- (%) (%) (h) Initialfrei- (um?/h) (m?/s)
zung (%) setzung (%0)
DS1,5 11,9 6,26 67,18 11,1745 430 4,915 3,481E-04  9,669E-20
DS7.8 8,7 3,42 75,67 17,0234 430 3,603 7,865E-05  2,185E-20

Um die scheinbaren Diffusionskoeffizienten von Lysozym in Humanserum und die
Diffusionskoeffizienten in Phosphatpuffer pH 7 besser miteinander vergleichen zu kénnen, werden
dafiir die Messwerte zu etwa gleichen Zeitpunkten miteinander verglichen. In diesem Fall werden
exemplarisch die 458 h-Messung (Humanserum) bzw. 430 h-Messungen (Phosphatpuffer)
miteinander verglichen (siehe Tabelle 4-20 und Tabelle 4-21). Betrachtet man dabei die
Diffusionskoeffizienten der unterschiedlich substituierten HES-HEMA-Typen, fallt auf, dass in
beiden Medien der Diffusionskoeffizient bei einem DS von 1,5 etwa 4- bis 5-mal groRer ist als bei

einem DS von 7,8.

Vergleicht man die Diffusionskoeffizienten der jeweils gleich substituierten Mikropartikel in den
unterschiedlichen Medien Phosphatpuffer und Humanserum, so ist auffallig, dass der Dy, in
Humanserum bei beiden Substitutionsgraden etwa doppelt so hoch ist wie in Phosphatpuffer. Diese
beiden Ergebnisse bestatigen die Ergebnisse der Freisetzungsversuche: Sowohl der
Substitutionsgrad der Hydrogelmatrix als auch das Freisetzungsmedium haben einen starken

Einfluss auf das Freisetzungsverhalten, insbesondere die Freisetzungsgeschwindigkeit.

Berechnet man die Diffusionskoeffizienten zu allen Zeitpunkten, so erhélt man das in Abbildung
4-50 dargestellte Ergebnis. Interessant daran ist, dass die Diffusionskoeffizienten in Humanserum

stetig abnehmen, wohingegen die Diffusionskoeffizienten in Phosphatpuffer ansteigen.
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Abbildung 4-50: Diffusionskoeffizienten von Lysozym in Hydrogelen mit unterschiedlichen
Substitutionsgraden in Humanserum und Phosphatpuffer pH 7 in Abhangig
keit von der Zeit (n = 3)

Der Anstieg der Diffusionskoeffizienten in Phosphatpuffer pH 7 kann mit der Quellung der
Hydrogelmatrix durch das wassrige Medium erklért werden. Durch die Quellung wird der Abstand
zwischen den Polymerketten vergroRert und das Protein kann schneller aus der Matrix heraus

diffundieren.

Die sinkenden Diffusionkoeffizienten in Humanserum lassen sich mit den Erkenntnissen der
Gelpermeation-Chromatographie erklaren (vgl. Kapitel 4.2.5). Beim Kontakt der Mikropartikel mit
Humanserum beginnt der Partikel zu quellen. Durch die Aufweitung der Polymerketten ist es
maoglich, dass auch Globuline in die duReren Schichten der Mikropartikel eindringen und mit
Lysozymmolekiilen im Inneren der gequollenen Mikropartikelmatrix Komplexe bilden. Diese
Komplexe sind deutlich groRBer als Lysozym selbst, es kommt zu einer Abnahme der
Diffusionsgeschwindigkeit, da sich groRe Molekdile durch die sterische Hinderung nur langsam aus

dem Hydrogel-Netzwerk herausbewegen kdnnen.
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Die Berechnung von Diffusionskoeffizienten von FITC-Dextran im Hydrogelnetzwerk ist nicht
maoglich, da keine Literaturdaten zu dessen Diffusionskoeffizient in wassrigen Losungen vorhanden
sind.
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5 Abschlussdiskussion

In der vorliegenden Arbeit werden verschiedene Einfliisse auf das wassrige Zweiphasensystem aus
Polyethylenglykol 8 000 und Hydroxyethylstarke 130/0,4 untersucht. Dazu zahlen die Temperatur-
und pH-Abhéngigkeit des Zweiphasensystems, die Verteilung von Kryoprotektoren und Proteinen
zwischen den Phasen und deren gegenseitige Beeinflussung. Weiterhin werden Mikropartikel auf
der Grundlage dieses Zweiphasensystems hergestellt und im Hinblick auf die Partikelgroiie, die

Einschlussrate und das Freisetzungsprofil charakterisiert.

Die Entstehung von waéssrigen Zweiphasensystemen beruht u. a. auf Entropie-Effekten und dem
Phédnomen der Verdrangungsflockung, welche in Kapitel 2.1.1.3 genau beschrieben sind. Die
beiden fir ein solches System eingesetzten Polymere sollten unterschiedliche Polaritaten besitzen.
Die in dieser Arbeit eingesetzte Hydroxyethylstarke ist — bedingt durch die grolRe Anzahl
Hydroxylgruppen im Molekil — deutlich hydrophiler als Polyethylenglykol, das durch den Ether-
Sauerstoff in seiner linearen Struktur und nur einer endstandigen Hydroxylgruppe den weniger
polaren Partner darstellt. Diese verschiedenen Polaritdaten fuhren zu einer unterschiedlichen
Solvatation der beiden beteiligten Polymermolekiile, was eine Phasenseparation ermdglicht. Die
dabei entstehenden Phasen enthalten jeweils eines der beiden Polymere in einer sehr hohen
Konzentration und zusétzlich — bedingt durch die Solvatation der Polymere — das jeweils andere
Polymer in einer sehr niedrigen Konzentration. Es stellt sich ein Konzentrationsgleichgewicht

zwischen den Phasen ein; die Phasen sind mit beiden Polymeren geséttigt.

Die Kenntnis des Verhaltens von wassrigen Zweiphasensystemen gegeniber physikalischen und
chemischen Einflissen ist sowohl fiir die Proteinseparierung — fur die diese Systeme ursprunglich
entwickelt wurden — als auch fur die Mikropartikelherstellung von groRer Bedeutung. Wahrend
beispielsweise der Einfluss von Salzen, des pH-Wertes und der Temperatur auf die Verteilung von
Proteinen in Zweiphasensystemen zur Proteinaufreinigung bereits ausfiihrlich untersucht wurde und
in der Literatur gut dokumentiert ist, findet man im Hinblick auf die Nutzung von
Zweiphasensystemen zur Mikropartikelherstellung zu den o. g. Einflussfaktoren jedoch nur wenige
Daten. Aus diesem Grund sollen das komplexe Thema der Zweiphasensysteme selbst und mogliche
Einflussfaktoren auf diese Systeme im Hinblick auf die Mikropartikelherstellung in der

vorliegenden Arbeit ndher untersucht werden.

Der Einfluss der Temperatur stellt einen wichtigen Parameter fir die Arbeit mit Zweiphasen-

systemen dar. Durch die Veranderung der Temperatur ist in vielen Fallen eine Prozesssteuerung
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mdoglich, da die Lage der Binodalkurven — abhangig von den gewahlten Polymeren — verschoben
werden kann. Die dadurch bedingte verédnderte Zusammensetzung der beiden Phasen fiihrt aufgrund
der Konzentrationsédnderungen der Polymere in den Phasen zu einer verénderten Affinitat der
Proteine zu einer der beiden Phasen. Dadurch kann eine Steuerung der Proteinanreicherung in einer
der beiden Phasen erzwungen werden. In der Literatur finden sich Daten zur
Temperaturabhangigkeit von wéssrigen Zweiphasensystemen: Beispielsweise verschieben sich in
einem ATPS aus PEG und Polyacrylsdure die Binodalkurven mit steigenden Temperaturen (20 °C,
30 °C und 40 °C) nach links (Saravanan et al., 2006), d. h. zu niedrigeren Konzentrationen. Das
bedeutet, dass mit zunehmender Temperatur eine Phasentrennung beginstigt wird und sich das
Zweiphasengebiet somit vergroRert. Dieses Phdnomen wird ebenfalls fiir ein ATPS aus PEG und
NaCl (Cheluget etal., 1994) und aus PEG und Citrat (Jayapal et al., 2007) beschrieben. Eine
Erklarungsmdglichkeit dafur ist eine durch erhéhte Temperatur bedingte gro3ere Beweglichkeit der
Polymerketten und die damit verbundene hohere Interaktionsmoglichkeit der Polymere sowie die
geringere Solvatation von PEG. Andererseits beschreiben Guan et al. (1994) fir ein PEG/Dextran-
System mit steigender Temperatur eine Verschiebung der Binodalkurve nach rechts, was auf einen
vergroRerten Einphasenbereich durch die bessere Ldslichkeit der Polymere bei héherer Temperatur
hinweist. Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse bestatigen keines dieser beiden
Phéanomene. Die Lage der Binodalkurve aus HES und PEG ist im untersuchten Temperaturbereich
von 10 °C bis 40 °C temperaturunabhéngig. In der Literatur werden solche temperaturunabhangigen
Systeme ebenfalls beschrieben. Beispielsweise fanden Oliveira et al. (2001) fur ein
Zweiphasensystem aus PEG und einem heteropolysaccharidreichen Cashew-Baumharz sowie auch
Diamond & Hsu (1992) fur ein Zweiphasensystem aus Dextran und Methylcellulose keine
Beeinflussung der Lage der Binodalkurve durch die Temperatur. Dies zeigt, dass die
Temperaturabhangigkeit eines wassrigen Zweiphasensystems fir jedes System charakteristisch ist
und eine Vorhersage dariber nur dann mdglich ist, wenn die temperaturbedingte Verdnderung des

Solvatationsausmalies der Polymere quantitativ bekannt ist.

Die in dieser Arbeit gezeigte Temperaturunabhangigkeit des Zweiphasensystems aus HES und PEG
lasst somit keine Prozesssteuerung durch Variation der Temperatur zu. Andererseits wirkt sich diese
Unempfindlichkeit gegenuber Temperatureinflissen bei der Arbeit mit Zweiphasensystemen und
bei der Herstellung von Mikropartikeln auch positiv aus: Die Prozesse kénnen als robust gegenuber
Temperaturschwankungen angesehen werden und somit innerhalo des untersuchten

Temperaturbereichs ohne engmaschige Temperaturkontrolle erfolgen.
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Wassrige Zweiphasensysteme werden in der Biochemie hdufig fir die Reinigung von Proteinen
genutzt. Die Kenntnis des Verhaltens des ATPS bei verschiedenen pH-Werten ist daher essentiell.
Wirde das System bereits durch Loéslichkeitsverdnderung oder Phasenvolumenverschiebungen auf
pH-Veranderungen reagieren, waren alle weiteren Prozessschritte, wie zum Beispiel die Zugabe und
die anschlieBende Verteilung von Proteinen, unkontrollierbar. Venancio et al. (1993) beschreiben
beispielsweise fiir ein System aus Hydroxypropylstarke und PEG eine Abhangigkeit der Verteilung
von Proteinen in den beiden Phasen vom pH-Wert. Dies zeigt, dass es durch Variation des pH-
Wertes moglich ist, pH-abhéngig l6sliche oder pH-sensible Proteine im untersuchten wassrigen
Zweiphasensystem aus HES und PEG zu verarbeiten und die Proteinverteilung gezielt zu
beeinflussen. Weiterhin Dbeschreiben Oliveira et al. (2001) neben der bereits erwahnten
Unabhangigkeit der Binodalkurven von der Temperatur weiterhin eine Unabhangigkeit des ATPS
aus PEG und Cashew-Baumharz vom pH-Wert. Dies kann in dieser Arbeit fur das ATPS aus HES
und PEG bestatigt werden. Im untersuchten Bereich von pH1-6 zeigen sich weder
makroskopische Verdanderungen, noch wird das Phasen-Volumen-Verhéltnis verschoben. Beim
Mischen der HES- und der PEG-LGdsungen in einem Verhaltnis, das auch fur die Mikropartikel-
herstellung genutzt wird (43 Teile einer 4 %igen HES-L6sung und 57 Teile einer 30 %igen PEG-
Losung), schwankt der Anteil der separierten HES-Phase am Gesamtsystem bei allen untersuchten
pH-Werten um einen Wert von 2,7 % (V/V). Das System ist demzufolge als stabil gegentiber pH-

Einfllissen anzusehen.

In der vorliegenden Arbeit wird das wassrige Zweiphasensystem aus HES und PEG als Grundlage
fiir die Herstellung protein- und FITC-Dextran-beladener Mikropartikel genutzt. Proteine kommen
haufig als gefriergetrocknete Produkte in den Handel. Wie in Kapitel 2.4 bereits ausfihrlich
beschrieben, sind zum Schutz von Proteinen Kryo- und/oder Lyoprotektoren zuzusetzen, um deren
native Struktur aufrechtzuerhalten. Betrachtet man den Herstellungsvorgang der Mikropartikel,
wird die Bedeutung der Verteilung von Kryoprotektoren ersichtlich. Um sicherzustellen, dass das
Protein in den Mikropartikeln optimal geschitzt ist, muss sich ein Teil der Kryoprotektoren in der
HES-Phase des Zweiphasensystems verteilen. Im Falle einer ausschlie3lichen Anreicherung in der
PEG-Phase wirde kein Stabilisator in den Mikropartikeln zur Verfigung stehen, da die PEG-Phase
nach der Polymerisation der HES-Tropfchen zu HES-Mikropartikeln vollstandig abgetrennt wird.
Aus diesem Grund werden Verteilungskoeffizienten von flnf verschiedenen Kryoprotektoren
(Saccharose, Trehalose, Glycin, Mannitol, Glucose) in einem ATPS aus 10 T PEG 8000, 10 T
HES 130/0,4 und 80T Wasser ermittelt. Dies wird zundchst (ber die Bestimmung der

Trocknungsrickstande und die Dichte der mit Kryoprotektoren angereicherten Phasen durchgefihrt
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und diese Ergebnisse anschliefend durch Bestimmung der Verteilungskoeffizienten dreier
ausgewahlter radioaktiv markierter Kryoprotektoren (Saccharose, Trehalose und Glycin) Gberpruft.
Es ergeben sich mit zunehmender Konzentration der Kryoprotektoren steigende
Trocknungsriickstands- und Dichtekoeffizienten von PEG/HES, was auf eine Anreicherung in der
PEG-Phase hindeutet. Bei der Evaluierung dieser Daten mit Hilfe der durch radioaktiv markierte
Kryoprotektoren bestimmten Verteilungskoeffizienten kann diese Annahme jedoch nicht bestétigt
werden. Die Verteilungskoeffizienten erweisen sich als unabh&ngig von der Konzentration der
Kryoprotektoren im System. Diese widerspriichlichen Ergebnisse lassen vermuten, dass sich mit
steigender Konzentration der Kryoprotektoren durch Erhéhung der Hydrophilie der PEG-Phase ein
immer grolierer Anteil HES in der PEG-Phase 16st. Dadurch steigen sowohl die Dichte als auch der
Trocknungsverlust der PEG-Phase tberproportional an.

In der Literatur finden sich einige Daten zur Verteilung von Glycin in wassrigen Zweiphasen-
systemen. Tintinger et al. (1997) fanden in einem ATPS aus PEG und Dextran eine leichte
Anreicherung von Glycin in der Dextranphase (Kgiycin =0,6 bis 0,8), was mit einer hoheren
Polaritat von Dextran im Vergleich zu HES und damit einer Anreicherung der polaren Aminosaure
Glycin in der Dextranphase zu erkldren ist. Van Berlo et al. (2000) untersuchten ein ATPS aus
PEG 2000 bzw. PEG 4000 und Salz und ermittelten, abhangig von der Kettenlange des Polymers,
Verteilungskoeffizienten von 0,43 bzw. 0,69. Dabei steigt der Verteilungskoeffizient mit
zunehmender PEG-Kettenlange, d. h., es kommt zu einer Abnahme der Glycin-Konzentration in der
unteren, salzreichen Phase. Das in dieser Arbeit verwendete hohermolekulare PEG 8 000 und das
im Vergleich zu Dextran weniger polare HES l&asst eine weniger stark ausgepragte Anreicherung
von Glycin in der HES-Phase und damit einen héheren Verteilungskoeffizienten vermuten, der
tatsachlich auch mit einem Wert von ca. 1 ermittelt werden kann.

Zur Verteilung von Zuckern in wassrigen Zweiphasensystemen finden sich in der Literatur keine
Daten. Die hier bestimmten Verteilungskoeffizienten von Saccharose und Trehalose liegen
geringfligig Uber einem Wert von 1, d. h., es kommt zu einer leichten Anreicherung in der PEG-
Phase. Offensichtlich ist dieser Vorgang Entropie-gesteuert: durch die geringere MolekdilgréRe von
PEG im Vergleich zu HES sind in der PEG-Phase pro Volumeneinheit mehr PEG-Molekile
enthalten als HES-Molekile pro Volumeneinheit in der HES-Phase. Hierdurch kommt es, da
ansonsten keine spezifischen Wechselwirkungen auftreten, aus entropischen Griinden zu einer

geringfligigen Anreicherung der Zucker in der PEG-Phase.

143



Abschlussdiskussion

Die Verteilung der Kryoprotektoren in beiden Phasen zeigt die Eignung der Stoffe flir den Einsatz
beim Gefriertrocknungsvorgang: Da bei der Mikropartikelherstellung die PEG-Phase vollstandig
von den HES-HEMA-Mikropartikeln abgetrennt wird, ist eine Verteilung der Stoffe in der HES-
Phase zwingend notwenig. Die eingesetzten Konzentrationen von Saccharose, einem haufig
verwendeten und kostenginstigen Kryoprotektor, liegen mit 0—-7 % (m/m) in einem flr die
Gefriertrocknung ublichen Konzentrationsbereich. Die hierbei erhaltenen Ergebnisse weisen bzgl.
der Herstellung von Mikropartikeln den Vorteil auf, dass die Verteilung der Kryoprotektoren von

deren Einsatzkonzentration unabhéngig ist.

Dass diese Ergebnisse auch nach Zugabe des Modellproteins Lysozym nicht verandert werden,
kann in einem weiteren Versuch gezeigt werden. Dazu wird der Einfluss von Lysozym auf die
Verteilungskoeffizienten von Saccharose, Trehalose und Glycin im verwendeten ATPS aus 10 T
HES, 10 T PEG und 80 T Wasser und in einem an die Mikropartikel-Herstellung angepassten ATPS
aus 1,72 T HES, 17,2 T PEG und 81 T Wasser untersucht. Es kdnnen auch hier eine gleichmaRige
Verteilung von Glycin in beiden Phasen und eine leichte Anreicherung von Trehalose und
Saccharose in der PEG-Phase beobachtet werden. Weiterhin ist kein Unterschied der
Verteilungskoeffizienten von Kryoprotektoren zwischen lysozymhaltigen und lysozymfreien
Systemen zu erkennen. Lediglich das Verhaltnis von PEG zu HES scheint sich auf die Verteilung
der Kryoprotektoren geringfiigig auszuwirken. Im ATPS aus gleichen Teilen HES und PEG liegen
die Verteilungskoeffizienten von Saccharose und Trehalose mit einem Wert von etwa 1,1 ungefahr
8 % unter den Verteilungskoeffizienten von etwa 1,2 im System aus 1 T HES und 10 T PEG.
Vermutlich hat die Erhéhung der Mischungsentropie durch Trehalose und Saccharose in einem
System mit erhhtem PEG-Anteil starkere Auswirkungen auf die Verteilung der beiden Zucker, da
durch die beiden Zucker in einem System mit erhohtem PEG-Anteil in der PEG-Phase pro
Volumeneinheit mehr PEG-Molekile vorhanden sind und somit die Erhéhung der Entropie der
PEG-Phase starker zum Tragen kommt. Ob diese Ergebnisse auch fir andere Proteine als das
verwendete Modelprotein Lysozym zutreffen, miilite allerdings in weiteren Arbeiten Uberpruft

werden.

Diese Ergebnisse implizieren die Notwendigkeit der Uberpriifung einer Beeinflussung des
Verteilungskoeffizienten von Lysozym durch Kryoprotektoren. In einem ATPS, dessen
Konzentrationsverhéltnisse an die Mikropartikelherstellung angepasst sind, ergibt sich eine starke
Anreicherung von Lysozym in der HES-Phase, die sowohl durch fluorimetrische Messungen von
fluoreszenzmarkiertem Lysozym als auch durch einen lysozymspezifischen ELISA ermittelt werden
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kann. Dies ist fiir die Mikropartikelherstellung von groRem Vorteil. Die ELISA-Ergebnisse
implizieren weiterhin durch die hohe Spezifitdt des ELISAs fur natives Protein die Eignung des
gewahlten ATPS fir die Prozessierung von Lysozym. Die Anreicherung von Lysozym in der HES-
Phase betragt im saccharosefreien System mit einem Verteilungskoeffizienten von 0,017-0,018
etwa das 60-fache, in den saccharosehaltigen Systemen mit einem Verteilungskoeffizienten von
0,024-0,035 etwa das 30- bis 40-fache im Vergleich zur PEG-Phase.

Die Anreicherung von Lysozym in der HES-Phase tbertrifft die vorhandenen Literaturdaten bei
Weitem. So fanden Shanbhag & Axelsson (1975) einen VKyysozym VONn 0,56 und Johansson (1974)
einen VK{ysozym VON 0,79 in einem ATPS aus Dextran und PEG. Dieser signifikante Unterschied der
Literaturdaten zu den in dieser Arbeit erhaltenen Verteilungskoeffizienten um mindestens eine
Zehnerpotenz kann mit der geringeren Polaritat von HES im Vergleich zu Dextran erklart werden.
Lysozym als relativ unpolares Protein besitzt somit eine deutlich héhere Affinitat zu HES als zu
Dextran. Es kann somit davon ausgegangen werden, dass das ATPS aus HES und PEG fur die
Verarbeitung unpolarer Proteine vorteilhafter ist als ein ATPS aus Dextran und PEG. Durch die
starke Anreicherung von Lysozym in der HES-Phase ist dessen effektive Einbettung in

Mikropartikel moglich.

Vergleicht man die Verteilungskoeffizienten im saccharosefreien System mit denen im saccharose-
haltigen System, fallt auf, dass der Lysozym-Verteilungskoeffizient — zumindest in dem
Konzentrationsbereich, der flr einen kryoprotektiven Effekt genutzt wird (> 5 % Saccharose) —
unabhédngig vom Saccharosegehalt ist. Dies deutet darauf hin, dass Saccharose in der Lage ist, die
Polaritat des Systems zu erhéhen, so dass Lysozym als eher unpolares Protein eine geringere
Affinitdt zur HES-Phase aufweist als im saccharosefreien System. Eine weitere Erklarungs-
moglichkeit liefern Vlugt-Wensink et al. (2007): Die Autoren berichten am Beispiel eines ATPS
aus Dextran und PEG (ber eine Konformationsanderung von humanem Wachstumshormon als
Modellprotein durch Saccharose, wodurch das Protein hydrophober wird. Dadurch halt es sich

bevorzugt in der hydrophoberen PEG-Phase auf und die Konzentration in der HES-Phase sinkt.

Die Bestimmung der Verteilung von Lysozym zwischen den beiden Phasen ist somit sowohl
fluorimetrisch als auch durch ELISA erfolgreich mdglich. Einzig der durch beide Methoden
wiedergefundene summierte Lysozymanteil in beiden Phasen ist nicht zufrieden stellend. Diese
Tatsache kann Auswirkungen auf die quantitative Ermittlung der Lysozymverteilungskoeffizienten
haben, da dieses Phanomen bei der Errechnung des Quotienten rechnerisch nicht bericksichtigt

werden kann. Betrachtet man diese Ergebnisse im Zusammenhang mit der in der Literatur
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beschriebenen Agglomerationsneigung von Lysozym ab einer Konzentration von 0,01 % (Hussein,
2007), der Prazipitationsneigung von Lysozym in PEG-L6sungen (Atha et al., 1981) und der
schlechten Loslichkeit von Proteinen in Polysaccharidlésungen (Laurent, 1963), liegt es nahe, dass
durch den Einsatz einer 0,22 %igen Stammlésung und die damit verbundene Anlagerung von
Lysozym-Agglomeraten an Kunststoffen und der Phasengrenzflache tberproportional viel Lysozym

verloren geht. Dennoch sind die erhaltenen Daten sehr gut reproduzierbar.

Die Vermutung der Agglomerationsneigung von Lysozym kann durch Betrachtung fluoreszenz-
mikroskopischer Aufnahmen des wassrigen Zweiphasensystems und der Mikropartikel erhartet
werden. Auf den Bildern sind Agglomerate von Lysozym sowohl im wassrigen Zweiphasensystem
als auch auf Mikropartikeln zu erkennen. Vergleicht man dagegen die Bilder der lysozymbeladenen
Mikropartikel mit denen der mit FITC-Dextran beladenen Mikropartikel, ist festzustellen, dass
FITC-Dextran diese Agglomerationsneigung nicht zeigt und gleichméafig verteilt vorliegt. Das in
diesem Ausmal unerwartete Ergebnis der Agglomerationsneigung von Lysozym deutet darauf hin,
dass die gleichmé&Rige Verteilung von Lysozym - ein hdufig auch von anderen Autoren
verwendetes Modellprotein — nicht ohne weiteres moglich ist.

Die durch Betrachtung der fluoreszenzmikroskopischen Bilder des wassrigen Zweiphasensystems
und der Mikropartikel entstehende Vermutung, Lysozym werde durch seine Grenzflachenaktivitat
ausschlielich auf der Tropfen- bzw. Partikeloberfliche aufgelagert, kann durch
Freisetzungsuntersuchungen von Lysozym aus Mikropartikeln entkréftet werden. Die Freisetzung
von Lysozym erfolgt im untersuchten Zeitraum gleichmél3ig, worauf an spéterer Stelle noch im

Einzelnen eingegangen wird.

Fur den Vergleich von Freisetzungsdaten ist es sinnvoll, sowohl einen Geschwindigkeitsvergleich
der Mikropartikelchargen mit Hilfe des Quadratwurzelgesetzes nach Higuchi als auch eine
mechanistische Interpretation der Ergebnisse mit Hilfe des Power Laws durchzufiihren. Die dazu
berechneten Power Law-Exponenten liegen entweder um einem Wert von 0,5, was auf eine
Fick’sche Diffusion hindeutet oder man erhélt einen Power Law-Exponenten von 1. Hier ist eine
quellungs- bzw. erosionsgesteuerte Freisetzung wahrscheinlich. Erhélt man Power Law-Exponenten
zwischen 0,5 und 1, deutet dies auf eine Freisetzung hin, an der sowohl die Fick sche Diffusion als
auch der Quellungs- und Erosionsvorgang beteiligt sind. Die genauen Mechanismen und

Literaturangaben zu diesem Thema finden sich in Kapitel 2.6.2.
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Da die in der vorliegenden Arbeit verwendete HES dem in anderen Arbeiten verwendeten Dextran
in gewisser Weise ahnlich ist, werden diese Freisetzungsdaten bevorzugt zum Vergleich mit den in
dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen herangezogen. Chen et al. (2005) berichten Uber die
Freisetzung von BMP 2 in PBS-Puffer aus einem Dextran-Gelatine-Hydrogel. Dabei wird das
Protein nach einer Reaktion 1.Ordnung bzw. durch reine Diffusion freisetzt. Weiterhin
untersuchten die Autoren (Chen et al., 2006) ein &hnliches System, bei dem BMP 2 aus Dextran-
Mikropartikeln ebenfalls durch Diffusion freigesetzt wird. Auch Hennink et al. (1996) beschreiben
die diffusionskontrollierte Freisetzung von Lysozym, IgG und BSA aus Dextran-Hydrogelen nach
dem Quadratwurzelgesetz nach Higuchi, wobei die Freisetzungsgeschwindigkeit erwartungsgeman
von der ProteingroRe abhangt. Franssen et al. (1999) hingegen provozieren eine Freisetzung
0. Ordnung von IgG aus Dextran-Mikropartikeln, indem sie wahrend der Mikropartikel-Herstellung
neben dem Wirkstoff auch Dextranase einbetten, die durch den Kontakt mit Wasser aktiviert wird
und das Hydrogelgerist abbaut, so dass 1gG unabhédngig von seiner Konzentration und damit nach
einer Reaktion 0. Ordnung freigesetzt wird. Van Dijk-Wolthuis et al. (1997 a) bestimmten fir ihre
Freisetzungsdaten auch den Power Law-Exponenten und fanden fiir die Freisetzung von IgG aus
Dextran-Hydrogelen in PBS-Puffer Power Law-Exponenten von 0,46 bis 1,30. Die dabei
verwendeten Substitutionsgrade des Dextrans sind mit den in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Substitutionsgraden der HES vergleichbar. Dabei weisen die untersuchten Dextran-Hydrogele mit
dem hdochsten Substitutionsgrad und dem hoéchsten Wassergehalt die kleinsten Power Law-
Exponenten auf, wahrend die Hydrogele mit dem niedrigsten Wassergehalt und dem niedrigsten
Substitutionsgrad den hdchsten Power Law-Exponenten aufweisen. Daraus ist zu schlieRen, dass
nur sehr stark hydratisierte Hydrogele (90 % Wassergehalt) eine Fick'sche Diffusion von 1gG
erlauben (Power Law-Exponent = 0,5), was vermutlich an einer dadurch bedingten ausreichenden
Beweglichkeit des Proteins liegt. Weniger stark hydratisierte Hydrogele (70 - 80 % Wassergehalt)
setzen das Protein bevorzugt durch eine Kombination aus Erosion und Diffusion oder ausschlielich
durch Erosion frei (n = 0,71 bis 1,30).

Diese Literaturdaten von Dextran-Mikropartikeln kénnen fir die Beurteilung der in dieser Arbeit
erhaltenen Power Law-Exponenten der HES-HEMA-Mikropartikel herangezogen werden. In dieser
Arbeit werden Lysozym und FITC-Dextran aus den Mikropartikeln jeweils sowohl in
Phosphatpuffer pH 7 als auch in Humanserum freigesetzt, der kumulativ freigesetzte Anteil gegen
die Zeit ermittelt und die Power Law-Exponenten berechnet. Im Weiteren sollen die
Freisetzungsergebnisse von Lysozym und FITC-Dextran in den verschiedenen Freisetzungsmedien

einzeln diskutiert werden.
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Die Freisetzung von Lysozym aus saccharosefreien Mikropartikeln in Phosphatpuffer pH 7 weist
einen Power Law-Exponenten von 0,78 bzw. 0,62 (DS 1,5 bzw. 7,8) auf, was auf eine Kombination
aus diffusionsgesteuerter Freisetzung und eine Erosion des Hydrogelgerlstes hindeutet. Im
Gegensatz dazu sind die Power Law-Exponenten flr die Freisetzung von Lysozym in Phosphat-
puffer pH 7 fir saccharosehaltige Mikropartikel mit Werten von 0,37 und 0,40 (DS 1,5 bzw. 7,8)
deutlich Kleiner. Dies weist auf eine verlangsamte Fick’sche Diffusion hin, die vermutlich durch
eine Saccharose-induzierte Aggregatbildung der Mikropartikel und damit die Verkleinerung der
effektiv fur die Freisetzung zur Verfugung stehenden Oberflache bewirkt wird. Weiterhin spielen
Wechselwirkungen zwischen Saccharose und Lysozym eine bedeutende Rolle. Lysozym und
Saccharose bilden starke Wasserstoffbriicken miteinander aus (Suihko et al., 2005; Allison et al.,
1999; Tzannis & Prestrelski, 1998; Mosharraf et al., 2006). Dadurch kommt es zu einer verringerten

molekularen Beweglichkeit des Proteins, was die niedrigere Freisetzungsgeschwindigkeit erkléart.

Die Freisetzung von Lysozym in Humanserum verldauft unerwartet: Die Freisetzungskurven weisen
eine starke initiale Freisetzung auf, gefolgt von einer Phase, in der kaum noch Lysozym freigesetzt
wird. Die Power Law-Exponenten liegen mit Werten zwischen 0,076 und 0,119 deutlich unter den
aus Literaturdaten erwarteten typischen Werten fir eine Freisetzung. Es kommt — im Gegensatz zur
Freisetzung in Phosphatpuffer — schlielRlich zu sinkenden Diffusionskoeffizienten tber der Zeit. Die
daraufhin durchgefihrte Gelpermeations-Chromatographie von Lysozym in Humanserum legt die
Vermutung nahe, dass Lysozym mit Bestandteilen des Humanserums Komplexe bildet
(Virella, 1975; Sharon & Eshdan, 1974; Finkle et al.,, 1973; Oldfield, 2001) und so die
Diffusionsgeschwindigkeit aufgrund der gestiegenen GroRe der Komplexe abnimmt. Die
Freisetzung von Lysozym in Humanserum darf somit nicht in den direkten Vergleich der
Freisetzungskinetiken der einzelnen Mikropartikel-Chargen einbezogen werden, da hier die

Freisetzung durch die vermutete Komplexbildung mit Serumproteinen stark behindert ist.

Die Freisetzung von FITC-Dextran in Humanserum weist Power Law-Exponenten von 0,5 bis 0,6
auf. Dies deutet auf eine nahezu ideale Fick'sche Diffusion als Freisetzungsmechanismus hin,
obgleich auch die Erosion des Hydrogels eine Rolle spielt, da einige Exponenten Uber 0,5 liegen.
Die Freisetzung von FITC-Dextran in Phosphatpuffer ist hingegen durch die Abwesenheit von
Enzymen und die dadurch fehlende Erosion leicht behindert. Mit Werten von 0,3 bis 0,4 wird der
Power Law-Exponent von 0,5 fur eine Fick’sche Diffusion jedoch nahezu erreicht. Damit wird die
Erwartung erfullt, dass FITC-Dextran in Humanserum durch die an der Erosion beteiligten Enzyme
deutlich schneller freigesetzt wird als in Phosphatpuffer. Sowohl bei der Freisetzung von FITC-
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Dextran in Phosphatpuffer als auch in Humanserum wirkt sich der Saccharosegehalt der
Mikropartikel nicht auf den Freisetzungsmechanismus aus. Weiterhin ist mit steigender Saccharose-
konzentration kein Trend zu hoheren oder niedrigeren Freisetzungsgeschwindigkeiten zu erkennen.
Beziiglich des Saccharosegehaltes der Mikropartikel l&sst sich kein Unterschied beziglich der
Freisetzungsgeschwindigkeit von FITC-Dextran zwischen saccharosefreien und saccharosehaltigen
Mikropartikeln erkennen. Diese Unabhangigkeit von der Saccharosekonzentration hat den Vorteil,
dass bei einer Anderung der Saccharosekonzentration in der Mikropartikelrezeptur weder mit einem
verénderten Freisetzungsmechnismus noch mit einer verénderten Freisetzungsgeschwindigkeit zu

rechnen ist.

Die Freisetzungsdaten von Lysozym und FITC-Dextran zeigen, dass es mdglich ist, nach
Einbettung von Wirkstoffen in HES-HEMA-Mikropartikel eine Freisetzungskinetik dieser Stoffe zu
erhalten, die nahezu ideal dem Fick”schen Gesetz folgt und durch die meisten der ermittelten Power
Law-Exponenten von ca. 0,5 belegt werden kann. Sind im Freisetzungsmedium, wie z. B. im
Humanserum, zusétzlich Enzyme vorhanden, wird die Freisetzung zunehmend auch durch die
Erosion beeinflusst und die Power Law-Exponenten tendieren zu Werten > 0,5. Dies sollte bei der
Formulierung von Mikropartikel-Rezepturen bedacht werden: Je hoher der Substitutionsgrad des
Gelgerustes ist, desto mehr wird die Erosion erschwert. Es ware also denkbar, der zwangslaufig
durch Enzyme im menschlichen Korper stattfindenden erosionsbedingten schnelleren Freisetzung
aus den Mikropartikeln entgegenzuwirken, indem hdoher substituierte Gelgeriiste Anwendung

finden.

Die bisherige Diskussion bezieht sich auf die mechanistische Interpretation der Freisetzungs-
untersuchungen mit Hilfe des Power Law-Exponenten. Eine andere Betrachtungsweise der
Ergebnisse ist der Vergleich der Freisetzungsgeschwindigkeiten von Mikropartikeln mit unter-
schiedlichen Substitutionsgraden. Dazu eignet sich der Vergleich der Power Law-Exponenten nicht,
da in diesem Fall aufgrund der doppelt logarithmischen Auftragung die Unterschiede der einzelnen
Freisetzungskurven nivelliert werden. Somit werden die Power Law-Exponenten nur zur
Mechanismusfindung eingesetzt. Fiur die Diskussion der Freisetzungsgeschwindigkeiten
unterschiedlich substituierter Mikropartikel werden hingegen die Steigungen aus den Geraden-
gleichungen des Quadratwurzelgesetzes nach Higuchi (im Weiteren als myig bezeichnet) heran-
gezogen. Bei dieser Auswertungsweise wird der kumuliert freigesetzte Anteil gegen die Wurzel der

Zeit aufgetragen und die Steigung der Geraden (myig) berechnet (siehe Kapitel 2.6.2).
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Bei der Freisetzung von Lysozym sowohl aus saccharosefreien als auch aus saccharosehaltigen
Mikropartikeln in Phosphatpuffer pH 7 liegt die my;q der niedriger substituierten Mikropartikel mit
einem Wert von 0,20 %-h®° bzw. 0,19 %:-h®° (0 % bzw. 10 % Saccharose) erwartungsgeman
deutlich tiber dem der hoher substituierten Mikropartikel mit 0,15 bzw. 0,17 %-h®° (0 % bzw.
10 % Saccharose). Das gleiche Phdnomen zeigt sich bei der Freisetzung von FITC-Dextran in
Phosphatpuffer: Vergleicht man hier ebenfalls die my;gq der niedriger substituierten mit denen der
hoher substituierten Polymergrundgeriiste, so erhalt man mit Werten von 1,26-1,54 % h™®° (0 % -
15 % Saccharose) fur die hoher substituierten Mikropartikel eine deutlich langsamere Freisetzung
als aus den niedriger substituierten Mikropartikel mit myig — Werten von 1,86-2,00 %-h"° (0 % -
15 % Saccharose). In Humanserum beobachtet man das gleiche Freisetzungsverhalten von FITC-
Dextran mit my; — Werten von 3,13-3,47 % h®° (0% - 15 % Saccharose) fiir die niedriger
vernetzten Mikropartikel und myig — Werten von 1,90-2,20 % h%° (0 % - 15 % Saccharose) fir die
hoher vernetzten Mikropartikel. Weiterhin zeigen die Steigungen der Geradengleichungen nach
Higuchi auch hier eine deutlich schnellere Freisetzung von FITC-Dextran in Humanserum als in
Phosphatpuffer, bedingt durch die im Humanserum zusatzlich enthaltenen Enzyme und der damit
erhdhten Erosionsrate. Auf den Vergleich der unterschiedlichen Substitutionsgrade im Falle der
Lysozymfreisetzung in Humanserum wird hier aufgrund der bereits beschriebenen Komplexbildung

von Lysozym mit Serumproteinen verzichtet.

Der Vergleich der Freisetzungsgeschwindigkeiten aus Mikropartikeln mit unterschiedlichen
Substitutionsgraden zeigt, dass Wirkstoffe aus weniger vernetzten Gelgerlsten deutlich schneller
freigesetzt werden, da die Maschenweite groier ist. Die Mobilitat des Wirkstoffs im Gelgerist ist
dadurch hoher und damit die Diffusion in den gequollenen Gelbereichen erleichtert. Bei hoher
substituierten Gelgeristen ist das Maschenwerk dichter, die Mobilitat des Wirkstoffs erschwert und
damit die Diffusionsgeschwindigkeit aufgrund sterischer Effekte behindert. Diesen Effekt kann man
sich jedoch bei der Formulierung von Mikropartikelrezepturen zunutze machen: Ist eine langsame
Freisetzungsgeschwindigkeit und damit eine lange Freisetzungsdauer des Wirkstoffs erwiinscht,
sind hoher substituierte Polymere einzusetzen. Ist hingegen eine hohe Freisetzungsgeschwindigkeit
erwinscht, sind Polymere mit niedrigem Substitutionsgrad auszuwahlen. Die Prozess- und damit

Freisetzungssteuerung ist hier sehr einfach méglich.

Bei der Betrachtung der Freisetzungsdaten fallt auf, dass sich Lysozym und FITC-Dextran
unterschiedlich verhalten: Die Freisetzungsgeschwindigkeit und die pro Zeiteinheit freigesetzte
Menge ist bei FITC-Dextran deutlich hoher als bei Lysozym. Dies kann sowohl mit der
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MolekiilgroRe der beiden Modellsubstanzen als auch dem strukturellen Aufbau der Hydrogelmatrix
erklart werden. Die Hydrogelmatrix besitzt eine porenhaltige, schwammartige Struktur, die in
Abbildung 5-1 durch eine TEM-Aufnahme einer gefriergetrockneten HES-Hydrogelmatrix
verdeutlicht wird.

Es ist anzunehmen, dass sich FITC-Dextran aufgrund seiner Gréf3e fast ausschlieBlich in die Hohl-
rdume der Hydrogelmatrix einlagert, jedoch nicht in die Gelmatrix selbst (Abbildung 5-2). Dadurch
kann es rasch und nahezu vollstandig durch Diffusion ohne Abbau der Gelmatrix wieder aus dem
Gelgerust freigesetzt werden. Lysozym hingegen wird als kleineres Molekul und aufgrund seiner
hoheren Affinitat zu HES offensichtlich sowohl in die Gelgertstmatrix als auch in die Hohlrdume
und Poren des Gerustes eingelagert (Abbildung 5-2). Das in den Poren eingelagerte Lysozym wird
relativ schnell durch Diffusion freigesetzt, wéhrend der in die Matrix eingebettete Teil nur durch
Erosion des Hydrogels freigesetzt werden kann, da hier kaum eine Diffusion mdglich ist. Dadurch

erklart sich, dass im Beobachtungszeitraum im Vergleich zu FITC-Dextran viel weniger Lysozym

freigesetzt wird und die Kinetik einen ausgepréagt zweiphasigen Verlauf zeigt.

® Lysozym
Il FITC-Dextran
~~ Hydrogelmatrix

Abbildung 5-1: Abbildung 5-2:
TEM-Aufnahme einer gefriergetrockneten HES- ~ Schematische Darstellung der vermuteten
Hydrogelmatrix (Scheibe, 2008) Einlagerung von Lysozym und FITC-Dextran

in die Hydrogelmatrix eines Mikropartikels
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Fur die Auswertung von Freisetzungsversuchen ist es notwendig, neben der freigesetzten
Wirkstoffmenge auch die in den Mikropartikeln eingeschlossene Wirkstoffmenge zu kennen. Ohne
die Kenntnis der Einschlussmenge wére keine sinnvolle Freisetzungsauswertung moglich: Ziel einer
Freisetzung ist schlieBlich, die eingeschlossene Wirkstoffmenge vollstdndig freizusetzen. Oft
werden diese angestrebten 100 % jedoch nicht erreicht. Dies kann u.a. an der Instabilitat des
Wirkstoffs Uber die Inkubationsdauer liegen oder weil ein Teil des Wirkstoffs durch verschiedene

Prozessschritte verloren geht.

Fur die Bestimmung der Einschlussrate gibt es verschiedene Methoden, die in Kapitel 2.2.5 genau
beschrieben werden. In der vorliegenden Arbeit wird die Einschlussrate zum Einen mit Hilfe der
Massenbilanzmethode und zum Zweiten durch die Bestimmung der eingeschlossenen Menge durch
Spaltung des Gelgerustes mit Alpha-Amylase durchgefiihrt. Dabei wird der eingeschlossene Anteil
(Einschlussrate) aus der Menge Wirkstoff berechnet, die tatsachlich in den Mikropartikeln

eingeschlossen ist und der Gesamtmenge Wirkstoff, die wahrend der Herstellung eingesetzt wurde.

Die Bestimmung der Einschlussrate der beiden Modellsubstanzen Lysozym und FITC-Dextran in
den Mikropartikeln war urspringlich fur beide Substanzen mit Hilfe der Alpha-Amylase-Methode
geplant, bei der das Hydrogelgerust durch Alpha-Amylase in Carbonatpuffer pH 9,6 aufgel6st wird
und so der vollstandig freigesetzte Wirkstoff analysiert werden kann. Jedoch ist Fluoreszenz-
Lysozym in diesem Medium instabil: Es wird bei der Inkubation der Mikropartikel zur Aufldsung
des Gelgeristes bei einem pH-Wert von 9,6 innerhalb kiirzester Zeit vollstandig abgebaut. Diese
Erkenntnis schliet die Verwendung dieser Methode aus und es muss die Massenbilanzmethode
verwendet werden. Bei der Massenbilanzmethode werden meist sehr hohe Einschlussraten erhalten:
Da hier der Anteil Wirkstoff in den Herstellungsriickstdanden gemessen und von der eingesetzten
Menge abgezogen wird, werden anderweitig verloren gegangene Anteile des Wirkstoffs nicht mit
berucksichtigt. Beispielsweise erhalten Chen et al. (2005) mit dieser Methode im Fall von BMP 2 in
Dextran/Gelatine-Mikropartikeln Einschlussraten von 83 % und Franssen et al. (1999) erreichen
Einschlussraten von 88-98 % fur 1gG in Dextran-Mikropartikeln. Die in dieser Arbeit gefundenen

Einschlussraten von ca. 70-80 % liegen somit in einem vergleichbaren Bereich.

Im Gegensatz zu den lysozymhaltigen Mikropartikeln kann bei den FITC-Dextranhaltigen
Mikropartikeln die Bestimmung der Einschlussrate mit der Alpha-Amylase-Methode durchgefihrt
werden, da FITC-Dextran in Alpha-Amylase in Carbonatpuffer pH 9,6 nachweislich stabil ist.
Hierbei werden Einschlussraten von 30-37 % bestimmt. Diese Werte sind deutlich geringer als die

durch die Massenbilanzmethode erhaltenen Ergebnisse fiir Lysozym. Der Unterschied liegt zum
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einen darin, dass Lysozym aufgrund struktureller Unterschiede und der unterschiedlichen
Stoffklassenzugehorigkeit nicht direkt mit FITC-Dextran vergleichbar ist. Zum anderen wird bei der
Alpha-Amylase-Methode die in den Mikropartikeln eingeschlossene Menge FITC-Dextran direkt
gemessen. Jegliches evtl. verloren gegangenes FITC-Dextran wird dabei — im Gegensatz zur
Massenbilanzmethode — nicht mit erfasst, so dass die Werte im Allgemeinen geringer ausfallen. Die
erhaltenen Einschlussraten von 30-37 % sind nicht vollstandig zufrieden stellend, da zwei Drittel
des eingesetzten Wirkstoffs nicht in die Mikropartikel eingeschlossen werden. Dies wirde
besonders bei hochwirksamen Proteinen ein Problem darstellen, da deren Herstellung mit hohen
Kosten verbunden ist. Betrachtet man jedoch den eingeschlossenen Anteil im Vergleich zum Anteil
der HES-HEMA-Phase am Gesamtsystem zeigt sich, dass ein sehr geringer VVolumenanteil der
HES-Phase von ca. 2,7 % immerhin ein Drittel des gesamten eingesetzten Wirkstoffs aufnehmen
kann und dieser in den Mikropartikeln eingeschlossen wird. Dies lasst die Einschlussrate von 30-

37 % flr FITC-Dextran als durchaus akzeptabel erschienen.

Die unterschiedlichen Ergebnisse zur Einschlussrate zeigen, dass die Auswahl eines geeigneten
Verfahrens zu deren Bestimmung sehr stark von der zu untersuchenden Substanz abhé&ngt und

intensive Voruntersuchungen zur Stabilitat der Modellsubstanzen zwingend notwendig sind.

Da nicht nur die Freisetzungskinetik und —geschwindigkeit von Wirkstoffen aus Mikropartikeln,
sondern auch deren GroRe von groler Bedeutung fur deren Anwendung sind, wird eine
PartikelgréRenanalyse der hergestellten Mikropartikel durchgefuhrt. Nach Audran et al. (2003) und
Balasse et al. (2008) eignen sich Mikropartikel mit einer GrofRe ab 10 um zur parenteralen
Applikation, ohne von den Monozyten des Bauchfells internalisiert und damit unwirksam gemacht
zu werden. Die in dieser Arbeit durch Laserbeugung ermittelte PartikelgrolRe der saccharosefreien
Mikropartikel betrdgt im Mittel 10-15pum. Im Bezug auf die GroRe sind die hergestellten

saccharosefreien Mikropartikel fur die parenterale Applikation geeignet.

Bei den saccharosehaltigen Mikropartikeln ist die Bestimmung der PartikelgréRe nicht méglich, da
es bei deren Herstellung zu einer Aggregatbildung kommt. Diese Aggregate lassen sich in Wasser
weder durch Ruhren noch durch Ultraschall desagglomerieren. Erklarbar ist dieses Verhalten
dadurch, dass die PEG-Phase durch Saccharose deutlich hydrophiler wird und dadurch in der Lage
ist, HES besser zu solvatisieren. Dadurch ragen mehr HES-Kettenenden aus den HES-Tropfchen
heraus, die nun wiederum nicht nur in sich, sondern auch miteinander quervernetzt werden kénnen.
Dadurch kommt es zu einer Bildung unléslichen Aggregate vieler Mikropartikel miteinander. Somit
bedarf die Herstellung saccharosehaltiger Mikropartikel einer weiteren Optimierung.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sowohl die Herstellung und Charakterisierung des
wassrigen Zweiphasensystems aus Hydroxyethylstarke und Polyethylenglykol als auch die
Charakterisierung von Mikropartikeln im Rahmen dieser Arbeit gelungen sind. Es werden in Bezug
auf die Verteilung des Modellproteins Lysozym und der Kryoprotektoren Glycin, Trehalose und
Saccharose im Zweiphasensystem und deren gegenseitigen Beeinflussung neue Daten erhalten, die
auch fur andere wassrige Zweiphasensysteme bisher in der Literatur nicht zu finden sind. Weiterhin
kénnen HES-HEMA-Mikropartikel durch eine Wasser-in-Wasser-Emulsionstechnik hergestellt
werden, wobei Polyethylenglykol mit einem Molekulargewicht von 8 000 g/mol erstmalig
verwendet wird. In bisherigen Arbeiten zur Mikropartikel-Herstellung auf Grundlage des wassrigen
Zweiphasensystems aus HES und PEG wurde eine héhermolekulare PEG-Variante genutzt. Das
Gelingen der Mikropartikelherstellung auch mit einer kurzerkettigen Variante zeigt, dass die
Auswahl der PEG-Kettenlange flexibel moglich ist und somit bei der Herstellung eine grofere
Variationsvielfalt besteht. Weiterhin ware denkbar, dass evtl. durch Mischen von verschiedenen

PEG-Typen eine Prozesssteuerung und -optimierung moglich ist.

Die hergestellten Mikropartikel zeigen eine akzeptable Einschlussrate des Wirkstoffs, eine gangige
PartikelgréRe und eine gleichmélige Freisetzung der Modellsubstanzen (ber einen langen
Zeitraum. Der Einfluss von Kryoprotektoren — insbesondere Saccharose — fallt in nahezu allen
untersuchten Bereichen gering aus. Einzig auf die Verteilung von Lysozym im Zweiphasensystem
war ein signifikanter Unterschied zwischen dem saccharosefreien und dem saccharosehaltigen
System erkennbar. Im Bezug auf die Mikropartikel werden weder die Einschlussrate noch das
Freisetzungverhalten durch Saccharose verandert. Dies hat den Vorteil, dass der Einsatz von
Saccharose als Kryoprotektor beim praktischen Einsatz keinen Einfluss auf das Endprodukt hat.
Einzig die erhthte Polymerisationsneigung von HES-HEMA nach Saccharosezusatz wirkt sich
nachteilig auf das Endprodukt aus, was jedoch durch eine Rezeptur- und ProzelRoptimierung lésbar

sein sollte.

Somit sind HES-HEMA-Mikropartikel ein geeignetes Formulierungskonzept fiir die kontrollierte

Freisetzung von therapeutischen Proteinen.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit verfolgte zwei Ziele: Zum einen sollte ein wassriges Zweiphasensystem aus
Hydroxyethylstdrke und Polyethylenglykol hergestellt und charakterisiert werden. Zum anderen
sollten auf der Grundlage dieses Zweiphasensystems Mikropartikel hergestellt und ebenfalls

charakterisiert werden.

Aufgrund der Praxisrelevanz wurde als erster Schritt der Einfluss der Temperatur auf das wassrige
Zweiphasensystem untersucht. Es zeigte sich eine Unabhéngigkeit der Binodalkurven von der
Temperatur in einem Temperaturbereich zwischen 10 °C und 40 °C. Aufgrund dieser Erkenntnis
konnten alle weiteren Arbeiten — sofern sie in diesem Temperaturbereich durchgefiihrt wurden —
ohne strikte Temperaturkontrolle erfolgen. Weiterhin wurde der Einfluss des pH-Wertes auf das
Zweiphasensystem untersucht. Die Reihenuntersuchungen in einem pH-Bereich zwischen pH 1 und
6 zeigten keinerlei makroskopische Verénderungen und auch das Phasen-Volumen-Verhéltnis blieb
konstant. Durch diese beiden Versuche konnte die Robustheit des Zweiphasensystems gegenuber

Temperatur- und pH-Einfliissen nachgewiesen werden.

Weiterhin wurde das Verhalten des Zweiphasensystems gegeniiber weiteren Additiven, wie zum
Beispiel Kryoprotektoren, untersucht. Dies erfolgte tber die Bestimmung der Trocknungs-
rickstdnde und der Dichte der mit den Kryoprotektoren Saccharose, Trehalose, Glycin, Mannitol
und Glucose in verschiedenen Konzentrationen angereicherten Phasen. Dabei stieg — unabhangig
von der Konzentration der Kryoprotektoren — sowohl die Dichte als auch der Trocknungsriickstand
der PEG-Phase im Vergleich zur HES-Phase Uberproportional an. Somit ergaben sich mit

steigender Konzentration der Kryoprotektoren steigende PEG/HES-Koeffizienten.

Von besonderem Interesse war das Verteilungsverhalten von zugesetzten Stoffen (Glycin,
Trehalose und Saccharose) in Zweiphasensystemen. Das Verteilungsverhalten wird mit Hilfe von
Verteilungskoeffizienten beschrieben. Die Bestimmung der Verteilungskoeffizienten ergab im Fall
von Glycin einen Verteilungskoeffizienten von 1, was auf die gleichmaRige Verteilung in beiden
Phasen hindeutet. Trehalose und Saccharose reicherten sich geringfligig in der PEG-Phase an,
wodurch Verteilungskoeffizienten von > 1 erhalten wurden. Das Verteilungsverhalten aller drei
untersuchten Kryoprotektoren war im untersuchten Konzentrationsbereich konzentrations-

unabhangig.
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Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der Zusatz von Lysozym keinen Einfluss auf die Verteilung
der Kryoprotektoren hat. Die Verteilungskoeffizienten der lysozymhaltigen Systeme lagen mit
Werten von ca. 1 fur Glycin und Werten von > 1 fiir Trehalose und Saccharose im gleichen Bereich
wie die der lysozymfreien Systeme. Das Verhéltnis von HES und PEG im Zweiphasensystem
scheint fur die Verteilung der Stoffe von untergeordneter Bedeutung zu sein, wie durch die
Ermittlung der Verteilungskoeffizienten in zwei Systemen mit vollig unterschiedlichen
Zusamensetzungen (HES + PEG-Verhéltnis 1 + 1 bzw. 1 + 10) gezeigt werden konnte.

Da die Verteilung der Kryoprotektoren mit deren steigendem Gehalt konzentrationsunabhangig
erfolgt, kann aus den Ergebnissen der Dichte- und Trocknungsriickstandsmessungen und der
Ergebnisse der Kryoprotektorenverteilung geschlussfolgert werden, dass mit zunehmender
Konzentration der Kryoprotektoren durch die Erhéhung der Hydrophilie der PEG-Phase ein immer
groRerer Anteil HES in die PEG-Phase migriert.

Weiterhin wurde die Verteilung von Lysozym im Zweiphasensystem bestimmt. Dies geschah
sowohl qualitativ als auch quantitativ. Die qualitative Bestimmung erfolgte mit Hilfe der
Fluoreszenzmikroskopie. Dabei war festzustellen, dass sich Lysozym aufgrund seiner
Grenzflachenaktivitdt bevorzugt auf den HES-Tropfchen des waéssrigen Zweiphasensystems
auflagert. Die quantitative Lysozym-Bestimmung erfolgte sowohl mit Hilfe der Fluorimetrie fir
fluoreszenzmarkiertes HEW-Lysozym als auch mit Hilfe eines lysozymspezifischen ELISAs fur
Humanlysozym. Bei beiden Methoden zeigte sich im saccharosefreien System eine Anreicherung
von Lysozym um das 60-fache in der HES-Phase und eine Anreicherung im saccharosehaltigen
System um das 30- bis 40-fache in der HES-Phase im Vergleich zur PEG-Phase, unabhéngig vom
Saccharosegehalt. Bei der Herstellung von Mikropartikeln auf der Grundlage dieses
Zweiphasensystems wirkt sich diese starke Anreicherung in der HES-Phase auf die Einschlussrate

von mit Lysozym beladenenen Mikropartikeln positiv aus.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war die Herstellung von mit Lysozym bzw. FITC-Dextran
beladenen Mikropartikeln auf der Grundlage des Zweiphasensystems. Die Variation der
Ausgangsmaterialien durch Verwendung von PEG 8 000 anstelle von PEG 12 000 (im Rahmen des
Sonderforschungsbereichs 578 bisher verwendet) ist im Rahmen dieser Arbeit gelungen. Dabei kam
HES-HEMA mit zwei unterschiedlichen Substitutionsgraden zum Einsatz. Es wurden runde, glatte
Mikropartikel mit einem d50 von 10 bzw. 15 um (DS 1,5 bzw. 7,8) erhalten. Die Mikropartikel mit
eingebetteter Saccharose als Kryoprotektor zeigten eine starke Aggregationsneigung. Diese
Aggregate lieRen sich weder durch Ruhren noch durch Ultraschall desagglomerieren. Somit
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Zusammenfassung

bedurfen die Rezeptur, der Herstellungsvorgang und die Gefriertrocknung von saccharosehaltigen

Mikropartikeln einer Optimierung.

In Analogie zur Lysozymverteilung im wassrigen Zweiphasensystem wurde die Verteilung der
Modellwirkstoffe in den Mikropartikeln sowohl qualitativ als auch quantitativ bestimmt. Die
qualitative Bestimmung erfolgte mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie. Es zeigte sich fur Lysozym
sowohl eine gleichmé&Rig Verteilung in und auf den Mikropartikeln als auch eine zum Teil
ausgepragte Agglomerationsneigung. FITC-Dextran wies im Gegensatz dazu keinerlei

Aggregationstendenz auf, es lag gleichmaRig verteilt vor.

Die quantitative Ermittlung der eingebetteten Lysozym- und FITC-Dextran-Menge in den Mikro-
partikeln erfolgte Gber die Bestimmung der Einschlussrate (Massenbilanzmethode und Alpha-
Amylase-Methode) der Modellwirkstoffe. Es ergaben sich durch die Massenbilanzmethode
ermittelte Beladungsraten von bis zu 2,60 mg Lysozym pro 1 Gramm Mikropartikel fir
saccharosefreie Mikropartikel. Die Beladungsrate der saccharosehaltigen Mikropartikel (10 %
Saccharose) war mit Mengen von ca. 0,75 mg pro 1 Gramm Mikropartikel-Endprodukt durch die
zusétzlich enthaltene Saccharose erwartungsgemal niedriger. Fur FITC-Dextran lagen die durch die
Alpha-Amylase-Methode erhaltenen Beladungsraten pro 1 Gramm Mikropartikel zwischen 1,02 mg
(saccharosefrei) und 0,20 mg (15 % Saccharose). Die auf diese Weise ermittelten eingeschlossenen
Wirkstoffmengen von Lysozym und FITC-Dextran wurden als Referenzwert (100 %-Wert) flr die

Freisetzungsuntersuchungen verwendet.

Die Bestimmung der Freisetzungsgeschwindigkeit und -kinetik der inkorporierten Stoffe war von
besonderem Interesse. Die Freisetzung erfolgte tber einen Zeitraum von bis zu 4 Wochen. Alle
Wirkstoffe wurden gleichmaRig Uber den Freisetzungszeitraum freigesetzt. Die Freisetzungs-
ergebnisse wurden mit Hilfe der Higuchi-Gleichung und des Power Laws ausgewertet. Die
erhaltenen Power Law-Exponenten von n ~ 0,5 im Fall von Lysozym in Phosphatpuffer pH 7 bzw.
FITC-Dextran in Phosphatpuffer pH 7 und Humanserum weisen auf eine Freisetzung nach Higuchi
bzw. eine Fick’sche Diffusion hin. Der Power Law-Exponent der Freisetzung von Lysozym in
Humanserum lag mit einem Wert von etwa 0,1 deutlich unter einem erwarteten Wert von 0,5 bis 1.
Als Ursache hierfiir konnte mit Hilfe lichtmikroskopischer Aufnahmen und der Gelpermeations-
Chromatographie eine Komplexbildung zwischen Lysozym und Serum-Proteinen, insbesondere
Globulinen, ermittelt werden. Durch diese Komplexbildung erhéht sich die molare Masse, was zu

einer verlangsamten Diffusionsgeschwindigkeit fuhrte.
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Zusammenfassung

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass das untersuchte Zweiphasensystem aus HES und
PEG durch seine Robustheit gegentber dufl3eren Einflissen und sein proteinfreundliches Milieu sehr
gut fur die Prozessierung von Proteinen geeignet ist. Auf der Grundlage dieses Zweiphasensystems
lieBen sich Mikropartikel herstellen, in die Proteine eingebettet werden konnten, die (ber einen
langeren Zeitraum nach einem Fickschen Diffusionsprozess freigesetzt wurden. Nicht zuletzt durch
diese verzogerte und berechenbare Freisetzung sind HES-HEMA-Mikropartikel ein interessantes

und vielversprechendes Formulierungskonzept fiir therapeutische Proteine.
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8 Anhang

Residuenplots
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Abbildung 8-1:

Residuenplot fiir U-**C-Trehalose (Kalibrierung und zugehdrige Parameter
siehe Kapitel 3.3.3.3)
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Abbildung 8-2:

Residuenplot fir Fluoreszenz-Lysozym in der PEG-Phase im System mit 5 %

Saccharose (Kalibrierung und zugehérige Parameter siehe Kapitel 3.3.4.2.1)
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Abbildung 8-3 Residuenplot fur Fluoreszenz-Lysozym in Humanserum (Kalibrierung und

zugehorige Parameter siehe Kapitel 3.4.5.1)
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Parameter siehe Kapitel 3.4.5.2)
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