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1. Einleitung und Zielsetzung

1.1 Bioverfiigbarkeit peroraler Applikationsformen

Fir die Entwicklung von Arzneiformen ist die Bioverfligbarkeit ein zentraler
biopharmazeutischer Parameter. Die Bioverfiigbarkeit ist definiert als ,,Ausmaf und
Geschwindigkeit, mit der der Wirkstoff aus der Zubereitung resorbiert wird und am Ort der
Wirkung vorliegt” [1, 2] und hat damit einen erheblichen Einfluss auf die Wirksamkeit eines

Arzneimittels.

In der pharmazeutischen Praxis sind insbesondere feste perorale Darreichungsformen
aufgrund ihrer Vorteile fiir den Patienten (leichte Dosierung und Einnahme sowie gute

Compliance) und Hersteller (geringer Produktionsaufwand, gute Haltbarkeit) weit verbreitet.

Biopharmazeutisches Klassifizierungssystem (BCS)

Die Bioverfuigbarkeit aus festen, peroralen Arzneiformen wird maRgeblich durch die
Resorption (Resorptionsquote und -geschwindigkeit) des Arzneistoffes beeinflusst. Die
Resorption und somit die Bioverfligbarkeit werden zum einen durch die Fahigkeit des
Wirkstoffes, Intestinalmembranen (z. B. im Gastrointestinaltrakt) zu permeieren, und zum
anderen durch die L6slichkeit des Wirkstoffes bestimmt. Auf dieser Basis wurde von der
amerikanischen Food and Drug Administration (FDA) ein System etabliert, das Wirkstoffe
anhand dieser KenngroRen klassifiziert. Das Biopharmazeutische Klassifizierungssystem

unterteilt Wirkstoffe anhand der Kriterien Loslichkeit und Permeabilitat in vier Klassen: [3]

Tabelle 1.1.1: Biopharmazeutisches Klassifizierungssystem [2, 3]

Klasse Loslichkeit Permeabilitat Resorption kontrolliert durch
Klasse 1 hohe Léslichkeit hohe Permeabilitat evtl. durch Magenentleerung
Klasse 2 niedrige Loslichkeit | hohe Permeabilitat Wirkstoffauflosung

Klasse 3 hohe Lo6slichkeit niedrige Permeabilitat | unabhangig von Freisetzung
Klasse 4 niedrige Loslichkeit | niedrige Permeabilitat | Freisetzung / Permeabilitat

Seite | 6



Eine hohe Loéslichkeit liegt demnach vor, wenn sich die maximale therapeutische Einzeldosis
in 250 ml oder weniger wassrigem Medium im pH-Bereich von 1 bis 7,5 |6st. Sobald eine
grofRere Menge an Losemittel bendtigt wird, gilt die Loslichkeit als niedrig. Ein Wirkstoff gilt
als hochpermeabel, wenn die Absorption im Menschen mindestens 90 % der verabreichten
Dosis erreicht (Stoffbilanz oder im Vergleich zur einer intravends verabreichten

Referenzdosis).

Bei Wirkstoffen der Klasse 1 sind keine Bioverfligbarkeitsprobleme zu erwarten, Wirkstoffe

der Klasse 4 gelten als besonders problematisch.

Bei Wirkstoffen der BCS Klasse 2 ist nach diesem System allein deren Loslichkeit limitierend
flir die Bioverflgbarkeit. Etwa 10 % der aktuell verfligbaren Wirkstoffe und schatzungsweise
40 % der Wirkstoffneuentwicklungen (New Chemical Entities, NCEs) sind schwer |8slich. [4]
Dabei sind diese Wirkstoffe teilweise noch deutlich schlechter 16slich als in der Definition des

BCS festgelegt ist, und sie sind haufig zusatzlich schlecht in organischen Medien |6slich.

1.2 Losungsstrategien fiir schwerlosliche Wirkstoffe

1.2.1 Spezifische Ansdtze zur Erh6hung der Loslichkeit

Wirkstoffe der BCS Klasse 2 sind schwer |6slich, jedoch gut membranpermeabel. Somit ist in
diesen Fallen die Loslichkeit in wassrigen Medien der limitierende Faktor fir deren
Resorption und Bioverfiigbarkeit. Eine Uberwindung der begrenzten Léslichkeit fiihrt zu

einer entsprechenden Verbesserung der Bioverfligbarkeit.

In der pharmazeutischen Praxis sind zahlreiche chemische und technologische Methoden zur
Verbesserung der Loslichkeit etabliert. Dazu gehéren u. a. die chemische Modifikation des
Wirkstoffmolekdils, die Verwendung I6sungsvermittelnder Hilfsstoffe (Cosolventien,
Komplexbildung oder Solubilisation in Mizellen oder Liposomen), die Modifikation des
physikalischen Zustandes des Wirkstoffes (z. B. Uberfiihrung in den amorphen Zustand durch

Sprihtrocknung oder Lyophilisation). [5]

Die Verwendung von Cosolventien findet bzw. fand z. B. bei Injektionslésungen der in dieser

Arbeit verwendeten Modellsubstanzen, Nifedipin und Piroxicam, Anwendung. (Nifedipin:
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Adalat® pro infusione mit Ethanol und Macrogol 400, Piroxicam: Clinit® mit Ethanol und

Propylenglycol (nicht mehr im Markt)). [6]

Alle genannten Verfahren sind mit Nachteilen behaftet und aufgrund der Anhangigkeit von
physikochemischen Eigenschaften der Substanz limitiert. [7] So kann die chemische
Modifikation oder Komplexbildung auch pharmakologische und biopharmazeutische
Eigenschaften beeinflussen, amorphe Substanzen zeigen naturgemal die Neigung zur
Rekristallisation unter Veranderung der Loslichkeitseigenschaften und der Bioverfiigbarkeit,
so dass der Stabilitat Gber die Laufzeit des Produktes bei amorphen Substanzen besondere

Aufmerksamkeit gewidmet werden muss.

Werden Losemittel verwendet, wie z. B. Cosolventien oder wie zur Sprih- und
Gefriertrocknung, muss deren Vertraglichkeit beachtet werden bzw. die Abwesenheit von
Losemittelresten im Endprodukt nachgewiesen werden (,,Residual Solvents“). [8] Die
Vertraglichkeit der verwendeten Hilfsstoffe ist auch bei den zur Solubilisation verwendeten

Tensiden zu beachten.

Einige der Verfahren, wie z. B. die chemische Modifikation oder die Komplexbildung, sind
wiederum wirkstoffspezifisch und damit nur einem begrenzten Teil der schwerl6slichen
Substanzen zuganglich. Bei Anwendung dieser Malinahmen zur Entwicklung eines
Generikums eines etablierten Wirkstoffes sind weiterhin, aufgrund der Veranderung des

Wirkstoffmolekdls, ggf. regulatorische Auflagen zu beachten.

1.2.2 Reduktion der PartikelgréBe als universeller Ansatz zur Erh6hung der
Loslichkeit

Alle oben genannten Methoden zur Verbesserung von Loslichkeit und / oder
Lésungsgeschwindigkeit setzen bestimmte Eigenschaften der schwerldslichen Wirkstoffe
voraus oder sind aufgrund der verwendeten Hilfsstoffe eingeschrankt einsetzbar. [9] Durch
Reduktion der PartikelgrofSe und die damit verbundenen Effekte, wie z. B. die VergrofSerung
der Oberflache, konnen in einem universellen Ansatz sowohl die Loslichkeit als auch die
Losungsgeschwindigkeit beeinflusst werden. Aufgrund der extrem geringen Loslichkeit vieler
neuer Substanzen reicht Mikronisierung oftmals nicht, um eine ausreichende

Bioverfligbarkeit zu erreichen, so dass eine Nanonisierung erforderlich wird. [10]
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Loslichkeit und Losungsgeschwindigkeit

Wie bereits erwahnt, ist die Bioverfligbarkeit definiert als ,Ausmald und Geschwindigkeit, mit
der der Wirkstoff aus der Zubereitung resorbiert wird und am Ort der Wirkung vorliegt”.
Neben einer generellen Erhdhung der Loslichkeit bzw. Sattigungsloslichkeit (,,AusmaR®), ist
bei Wirkstoffen der BCS Klasse 2, die schwer |6slich, aber gut membranpermeabel sind, die
Losungsgeschwindigkeit (,,Geschwindigkeit” in obiger Definition) der limitierende Schritt der
Resorption. Bei diesen Substanzen ist die Losungsgeschwindigkeit niedriger als die
Resorptionsgeschwindigkeit, so dass eine Erh6hung dieser einen entscheidenden Einfluss auf

die Bioverfugbarkeit hat. [11-13]

Die maximale Loslichkeit (Sattigungsloslichkeit ¢s) ist die maximale Masse eines Stoffes, die
in einer definierten Menge eines Losemittels bei einer bestimmten Temperatur unter
Normaldruck gelost werden kann (Sattigungskonzentration). Diese ist von der chemischen
Natur beider Komponenten sowie von Temperatur, pH-Wert (Elektrolyte), Zustandsform
(kristallin/amorph) und PartikelgroRe abhangig. Entsprechend der Ostwald-Beziehung haben

kleinere Partikel eine hohere Sattigungsloslichkeit als groRere Partikel.

C 2y -V
In-===L
Cso TrRT

Gleichung 1.2.2.A: Ostwald-Beziehung

cs = Sdttigungskonzentration feiner Partikel mit dem Radius r
cso= Sdttigungskonzentration relativ grober Partikel

vy = Grenzfléchenspannung

V = Molvolumen

r = Radius

R = allgemeine Gaskonstante

T = absolute Temperatur

Eine schlechte Sattigungsloslichkeit ist normalerweise mit einer geringen
Losungsgeschwindigkeit verbunden. Bei einem Losevorgang bildet sich zunadchst eine diinne
Schicht des Losemittels um das zu |6sende Partikel, in welcher eine gesattigte Konzentration

der zu l6senden Substanz vorliegt (Nernstsche Diffusionsschicht). Aus dieser gelangen die
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geldsten Molekile durch Diffusion in das umgebende Medium. Bei vielen schwerldslichen
Substanzen ist dieser Diffusionsprozess der geschwindigkeitsbestimmende Schritt. Die
Losungsgeschwindigkeit eines solchen diffusionsgesteuerten Losevorgangs wird durch die
Noyes-Whitney-Gleichung beschrieben. In dieser ist die Losungsgeschwindigkeit dm/dt

direkt mit der Sattigungsloslichkeit c¢s verknipft.

dm D-A
= 5 (es—cy)

Gleichung 1.2.2.B: Noyes-Whitney-Gleichung [14, 15]

m = Masse der in Losung gehenden Substanz

t = Zeit

D = Diffusionskonstante

A = spezifische Oberfldche des Wirkstoffes

h = Dicke der Nernstschen Diffusionsschicht (Diffusionsdistanz)
¢s = Sdttigungskonzentration (Léslichkeit) des Wirkstoffes

¢t = Konzentration des Wirkstoffes im Umgebungsmedium zum Zeitpunkt t

Bei Vorliegen einer geringen Sattigungsloslichkeit ¢cs wird der Konzentrationsgradient (¢cs — c:)

rasch klein und die Lésungsgeschwindigkeit sinkt.

Aufgrund des proportionalen Zusammenhangs zwischen der Oberflache A des
Partikelkollektivs und der Losungsgeschwindigkeit kann durch Reduktion der PartikelgroRRe
und der damit verbundenen Erhohung der Oberflache A die Lésungsgeschwindigkeit dm/dt
erhoht werden. [16]

Folgende Abbildung zeigt sehr eindriicklich das Verhaltnis von Partikeloberflache zu

PartikelgroRe.
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Surface area versus particle size
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Abb. 1.2.2: Verdnderung der Partikeloberflache in Relation zur PartikelgroRe [17]

Bei Reduktion der PartikelgroRe bis in den Nanometerbereich kommen dartiber hinaus durch
Verdanderung der Sattigungsloslichkeit ¢s und der Dicke der Nernstschen Diffusionsschicht

weitere Effekte zur Geltung.

Die Kelvin-Gleichung beschreibt den Dampfdruck kleiner Fllissigkeitstropfen in der Gasphase
als Funktion des Radius der Tropfen bzw. deren Kriimmung und kann tbertragen werden auf

den Losungsdruck eines kleinen Partikels in FlUssigkeit.

lnﬁ= 2y -Mr
Peo rRTp

Gleichung 1.2.2.C: Kelvin-Gleichung [18, 19]

P, = Dampf- bzw. Lésungsdruck liber einem Tropfen bzw. Partikel mit dem Radius r

Po. = Dampf- bzw. Lésungsdruck (iber einem Tropfen bzw. Partikel mit unendlichem Radius
vy = Grenzfléichenspannung

M, = molare Masse

r = Radius der Tropfen bzw. Partikel

R = allgemeine Gaskonstante

T = absolute Temperatur

p = spezifische Dichte der Tropfen bzw. Partikel
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Es wird deutlich, dass der Dampf- bzw. Lésungsdruck tiber einem sehr kleinen Partikel
deutlich ansteigt. Dies gilt flir Partikel kleiner 1 um, insbesondere aber fiir Partikel kleiner als

200 nm. [20]

Die Sattigungsloslichkeit wird im Allgemeinen als stoffspezifische Konstante (zu |6sender
Stoff und Lésemittel) angesehen, die allein von der Temperatur abhangig ist. Dies gilt jedoch
nicht fir nanopartikuldre Systeme. Durch die Erh6hung des Losungsdruckes tiber Partikeln
kleiner als 1 um verschiebt sich das Gleichgewicht von Losung und Rekristallisation einer
gesattigten Losung zugunsten der in Losung gehenden Partikel. Dies hat zur Folge, dass die

Sattigungsloslichkeit nanopartikularer Systeme ansteigt. [18, 21, 22]

Entsprechend der Noyes-Whitney-Gleichung bewirkt demnach bei nanopartikuléren
Systemen neben der VergréBerung der Oberflache A auch eine Erhéhung der
Sattigungsloslichkeit ¢, Giber die Erhéhung des Konzentrationsgradienten (cs — c:) eine

Erhohung der Losungsgeschwindigkeit.

Mit der Dicke der Nernstschen Diffusionsschicht (Diffusionsdistanz) wird ein weiterer
Parameter der Noyes-Whitney-Gleichung durch Nanonisierung beeinflusst. Entsprechend
der Prandtl-Gleichung wird die Dicke der Nernstschen Diffusionsschicht mit abnehmender

PartikelgroRe kleiner.
1 1
hy= k(Lz—Vz)

Gleichung 1.2.2.D: Prandtl-Gleichung [18]

hy = Dicke der Diffusionsschicht (hydrodynamische Schicht)
k = Konstante
L = Ldnge der Oberfliche in Strémungsrichtung

V = Geschwindigkeit der umgebenden Strémung

Aus einer Reduktion der Dicke der Nernstschen Diffusionsschicht resultiert ein steileres
Konzentrationsgefalle in der Grenzschicht und entsprechend der Noyes-Whitney-Gleichung

eine erhohte Losungsgeschwindigkeit. [23]
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Durch Reduktion der PartikelgréBe kénnen somit drei Parameter der Noyes-Whitney-
Gleichung beeinflusst werden. Neben der VergrolRerung der Oberflache A, die generell durch
Zerkleinerungsoperationen erreicht wird, bewirkt eine PartikelgréBenreduktion bis in den
Nanometerbereich zusatzlich eine Erhdhung der Sattigungsloslichkeit ¢s sowie eine
Verkleinerung der Dicke der Nernstschen Diffusionsschicht hy. Die Reduktion der
PartikelgroRe bewirkt Gber alle Parameter entsprechend der Noyes-Whitney-Gleichung eine

Erhohung der Losungsgeschwindigkeit. [20, 24]

In vielen Einsatzgebieten, wie z. B. der Behandlung von Krebs, Entziindungserkrankungen
etc., haben sich in den vergangenen Jahren Therapien etabliert, in denen Nanopartikel
eingesetzt werden. [25-27] Nanopartikuldre Systeme bieten den Vorteil einer erhéhten
Loslichkeit und Bioverfiigbarkeit von Substanzen der BCS Klasse Il (und V). [28, 29]
Wirkstoffnanosuspensionen kdnnen fast universell angewendet werden, z. B. oral [30, 31],
parenteral [32, 33], ophthalmisch [34, 35], pulmonal [36], transdermal [37] oder topisch
[38].

1.2.3 Herstellung von Nanosuspensionen
1.2.3.1 Allgemeine Methoden zur Herstellung von Nanosuspensionen

Zur Herstellung von Nanosuspensionen werden grundsatzlich aufbauende Verfahren,

,Bottom-Up“, und abbauende Verfahren, ,Top-Down*, unterschieden. [39]

Bei der Bottom-Up-Technik werden, auf molekularer Ebene beginnend, aus in Losung

befindlichen einzelnen Molekiilen durch Assoziation von Molekiilen feste Partikel aufgebaut.
Bei der Prazipitationstechnik, einer sehr alten chemisch-pharmazeutischen Technologie
(Lateinisch: via humidum paratum) [40], wird durch Uberschreiten der Sattigungsléslichkeit
der geloste Stoff kolloidal ausgefillt. [41-44] Die entstehenden Partikel missen anschliefend
durch Tenside oder Polymere stabilisiert werden, um zu verhindern, dass sie weiterwachsen.
Das Produkt kann auch lyophilisiert werden, um PartikelgréRenwachstum zu verhindern.

[45]

Ein Vorteil der Prazipitationstechnik ist, dass eine verhaltnismaRig einfache Ausriistung

ausreicht. [46]
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Andererseits ist diese Technologie limitiert, da sie fiir Stoffe, fiir die es kein geeignetes
Losemittel (wassrig oder organisch) gibt, nicht anwendbar ist. Weiterhin muss das Losemittel
mit zumindest einem Nicht-Losemittel mischbar sein. Die Losemittelriickstande missen
aufwendig entfernt werden, um ein Produkt in pharmazeutischer Qualitat zu erhalten
(Residual solvents). SchlieBlich bleibt die Problematik der Konservierung der Partikelgro3e

sowie der Eigenschaften der Partikel (z. B. amorpher Partikel). [18, 45, 47, 48]

Innerhalb der Top-Down-Technologien, bei denen, ausgehend von einem makropartikularen

Pulver, durch Energieeintrag eine PartikelgréBenreduktion durchgefiihrt wird, werden

grundsatzlich zwei Verfahren unterschieden:

- Hochdruckhomogenisation (HPH)

- Mahlung mit Kugelmihlen

Innerhalb der Hochdruckhomogenisation werden auf wassriger Basis die Microfluidizer®-

Technologie und die Kolben-Spalt-Technologie unterschieden.

1.2.3.2 Hochdruckhomogenisation (HPH)

In wassrigen Medien kann Hochdruckhomogenisation mit der Microfluidizer®-Technologie
oder mit Kolben-Spalt-Homogenisatoren erfolgen. Letztere wird seit den 1990er Jahren zur
Herstellung tensidstabilisierter Wirkstoffnanosuspensionen eingesetzt. [49-53] Die
erreichbare Partikelgroenreduktion wird, abgesehen von stoffspezifischen Eigenschaften,
durch die Leistungsdichte (Kraft pro Volumen (Watt/m3)) bestimmt. Ein MaR fir die Kraft ist

der Homogenisierdruck.

Das Prinzip der Microfluidizer®- (Jet-Stream-) Technologie basiert auf zwei Stromen von
Flissigkeiten bzw. Suspensionen, die mit hoher Geschwindigkeit frontal aufeinandertreffen
und auf diese Weise eine PartikelgroRenreduktion bewirken. Das zerkleinerungswirksame

Prinzip ist der interpartikulare Aufprall mit hoher kinetischer Energie. [54, 55]

Oftmals bleiben die erreichbaren Homogenisierdriicke (Leistungsdichte) unterhalb der mit
Kolben-Spalt-Homogenisatoren erreichbaren, wodurch zahlreiche Homogenisierzyklen (bis
zu 100) und somit ein hoher Zeitaufwand erforderlich werden. Weiterhin besteht die

Moglichkeit, dass die durchschnittliche PartikelgrRe bei harten, kristallinen Substanzen im
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unteren Mikrometer-Bereich verbleibt, so dass nicht alle Vorzlige von Nanopartikeln zum

Tragen kommen. [18]

Die PartikelgroBenreduktion in Kolben-Spalt-Homogenisatoren beruht auf einem anderen
Prinzip. Die Flissigkeit bzw. Suspension wird hier mit hohem Druck und hoher
Geschwindigkeit durch einen engen Spalt gepresst. In der turbulenten dispersen Phase

kommt es durch Prall- und Scherwirkungen, sowie durch Kavitation, zur Zerkleinerung.

Die zu homogenisierende Fliissigkeit wird, hier am Beispiel des fiir diese Arbeit verwendeten
APV LAB 40 (APV Homogenizer Systems; Technischer Support durch GEA Niro Soavi
Deutschland GmbH), in einem Zylinder (E) vorgelegt und mittels einer
Hochdruckkolbenpumpe durch einen Spalt am Ende des Zylinders gepresst (siehe Abb.
1.2.3.2.A). Der Spalt wird durch Ventil (A) und Ventilsitz (B) gebildet. Das unhomogenisierte
Gut erreicht den Ventilsitz (B) mit hohem Druck und geringer Geschwindigkeit. Wenn das
Gut durch den Spalt (D) flieBt, dessen Weite regulierbar ist, kommt es zu einem schnellen
Anstieg der FlieRgeschwindigkeit. Bei dem fiir diese Arbeit verwendeten LAB 40 hat der
Zylinder einen Durchmesser von 3 cm, wahrend der Spalt, abhdangig vom eingestellten Druck,
3 -25 um weit ist. [18, 56] Diese Verkleinerung um den Faktor 120.000 fiihrt zu sehr hohen
Stromungsgeschwindigkeiten von 200-300 m/s [18, 56] und einem Abfall des statischen

Druckes. Das homogenisierte Produkt (F) gelangt in den Produktbehalter und steht fiir den

nachsten Produktionszyklus zur Verfligung.

Abb. 1.2.3.2.A: Schematische Darstellung des funktionellen Bereiches bei APVLAB40 [57]
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Der intensive Energietibergang durch die hohe Stromungsgeschwindigkeit lasst turbulente
Mischschichten entstehen, in denen es durch Prall- und Scherkréafte zur

PartikelgroRenreduktion kommt.

Die Prallkrdifte treten insbesondere beim Verlassen des Homogenisierspaltes auf, wo die
stark beschleunigten Partikel auf den sog. Anprallring treffen. Dazu kommen interpartikulare

Kollisionen.

Scherkrdfte entstehen durch die aufgrund der hohen Stromungsgeschwindigkeiten
auftretenden Geschwindigkeitsgradienten zwischen den Fluidebenen und werden auf die
dispergierten Partikel Gbertragen. Die durch die hohe kinetische Energie aufgebrachte

Schubspannung kann zur Deformation oder zum Bruch der Partikel fihren.

Ein weiteres Zerkleinerungsprinzip ist die Kavitation, die durch den Abfall des statischen
Druckes entsteht. Dem zugrunde liegen die Kontinuitatsbedingung (Gleichung 1.2.3.2.A) und

das Gesetz von Bernoulli (Gleichung 1.2.3.2.B).
Al - vl = Az - vz

Gleichung 1.2.3.2.A: Kontinuitatsbedingung (Massenerhaltungssatz)

A = Querschnitt

v = Strémungsgeschwindigkeit

UZ
[ + p = const.

Gleichung 1.2.3.2.B: Bernoulli-Gleichung [58]

p = Dichte
v = Geschwindigkeit

p = (statischer) Druck

2
wobei: p % =dynamischer Druck
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Aus der Kontinuitatsbedingung geht hervor, dass die Verjlingung eines Rohrquerschnittes zu

einer proportionalen Zunahme der Stromungsgeschwindigkeit flihrt. Siehe Abb. 1.2.3.2.B.

Das Gesetz von Bernoulli besagt, dass, unter Vernachlassigung der Schwerkraft, die Summe
aus statischem und dynamischem Druck konstant ist. Daraus kann abgeleitet werden, dass in
einem stromenden inkompressiblen Fluid (Gas, Flissigkeit) ein Geschwindigkeitsanstieg von
einem Druckabfall begleitet ist. Im Spalt steigen durch Verkleinerung des Durchmessers
(A1>Ay) die Stromungsgeschwindigkeit (V1 < V2) und der dynamische Druck drastisch an,
gleichzeitig fallt folglich der statische Druck (P1 > P3). Fallt der statische Druck unterhalb des
Dampfdruckes der stromenden Flissigkeit bei gegebener Temperatur, siedet diese,
Gasblasen entstehen. Sobald die Flissigkeit den Spalt wieder verlasst, normalisieren sich die
Druckbedingungen. Der dynamische Druck sinkt, der statische Druck steigt, die Gasblasen
implodieren. Dieses Phanomen wird als Kavitation bezeichnet. Energiereiche Druckwellen,
erzeugt durch Entstehung und Implosion der Gasblasen, fiihren, neben den o. g. Prall- und

Schereffekten, zur PartikelgroRenreduktion. [18] [21, 50, 59]

Bei Verwendung von nichtwassrigen Medien, deren Dampfdruck geringer als der von Wasser
ist, kommt es, abhdngig von den physikalischen Eigenschaften des Mediums, ggf. nur
geringfligig oder gar nicht zu Kavitation. [60] In diesem Fall bewirken nur die durch die

turbulente Stromung auftretenden Krafte eine PartikelgroRenreduktion, so dass diese

weniger effektiv ist.

Abb. 1.2.3.2.B: Schematische Darstellung der Situation im Spalt [57]

Vor- und Nachteile der Hochdruckhomogenisation

Generell zeichnet sich die Hochdruckhomogenisation durch, z. B. im Vergleich zur Mahlung
mit Kugelmiuhlen, relativ kurze Produktionszeiten und -kosten aus. Damit verbunden sind
auch Vorteile in der Produktqualitdt. Durch die kurzen Produktionszeiten verringern sich die
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Gefahr der mikrobiologischen Kontamination und der thermischen Belastung des Produktes.
Ein weiterer Vorteil ist die geringe Belastung mit Materialabrieb, welcher bei
Kugelmahlverfahren vor Einsatz von Hartpolymeren haufig beschrieben wurde. Trotz des
Einsatzes von produktberihrenden Teilen aus Stahl wurde von Krause et al. auch bei
langeren Produktionszeiten und unter Verwendung von Suspensionen harter Partikel nur
eine geringe Schwermetallkonzentration <1 ppm nachgewiesen. [61] Da diese Technologie in
der pharmazeutischen Industrie, z. B. bei der Herstellung von Fettemulsionen zur
parenteralen Erndhrung, bereits etabliert ist, ist qualifizierbare und validierbare Ausriistung
verfligbar. Abhangig von der Anzahl der erforderlichen Homogenisierzyklen kann diese
Technologie aufgrund der effektiven PartikelgréBenreduktion und des relativ einfachen

Prozesses einen kostenglinstigen Ansatz zur Herstellung von Nanopartikeln darstellen.

Es ist zu beachten, dass die Eigenschaften des eingesetzten APl das Ergebnis z. B. hinsichtlich
der erreichbaren PartikelgroRRe, Kristallinitdt und Porositdt beeinflussen kénnen. [62] Ein
wesentlicher Nachteil ist, dass eine Vorbehandlung erforderlich ist, um Mikropartikel zu

erhalten, bevor die eigentliche Homogenisation begonnen werden kann. [17]

1.2.3.3 Mahlung mit Kugelmiihlen

Grundsatzlich werden Trocken- und Nassmahlverfahren unterschieden. Wahrend
Trockenmahlverfahren aufgrund der erreichbaren PartikelgroRen vorwiegend zur
Mikronisation eingesetzt werden, eignen sich Nassmahlverfahren, insbesondere
Kugelmuihlen, zur Herstellung von Nanopartikeln mit einer zugleich geringeren

PartikelgroRenverteilung. [63]

Klassische Nassmahlverfahren, wie Kollidmihlen nach dem Rotor-Stator-Prinzip (Netzsch),
bei denen Partikel durch einzeln oder kombiniert wirkende Druck-, Scher- und Reibkrafte in
einem einstellbaren Ringspalt zwischen Stator und Rotor zerkleinert werden, sind dabei nur

bedingt zur Herstellung von Nanopartikeln verwendbar. [60]

Kugelmihlen werden verbreitet in verschiedenen Bereichen zur PartikelgroBenreduktion
eingesetzt und sind in der Lage, bei ausreichender Mahlzeit Nanosuspensionen zu liefern.

(60, 64-66]
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Kugelmihlen bestehen aus einer Mahlkammer, in welche die Mahlkugeln und das Mahlgut
eingefillt werden. Der zu zerkleinernde Stoff, das eigentliche Mahlgut, wird dazu in der
Regel in einer Tensidldsung suspendiert und im Folgenden als ,,Mahlgut” bezeichnet.
Mahlkugeln und Mahlgut werden in Bewegung gesetzt und bewirken durch Reibung und
Prallkrafte eine PartikelgroRenreduktion des Mahlgutes.

Man unterscheidet Mihlen, bei denen der gesamte Mahlraum in eine rotierende oder auch
komplexere Bewegung versetzt wird, von sogenannten Rihrwerkskugelmiihlen mit
statischem Mahlraum, bei denen verschiedene Vorrichtungen (Riihrwerke), wie z. B.
rotierende Stifte oder Lochscheiben, fiir die Bewegung von Mahlkugeln und Mahlgut sorgen.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde u. a. eine Riihrwerkskugelmuihle Biihler PML-2 (Biihler AG,
Uzwil, Schweiz) verwendet. Rihrwerkskugelmihlen kénnen sowohl kontinuierlich als auch
diskontinuierlich betrieben werden. Im kontinuierlichen Modus (Batchmodus) ist der
Mahlbehalter geschlossen, das Mahlgut wird eine definierte Zeit behandelt, bevor der
Prozess gestoppt wird, um z. B. eine In-Prozess-Kontrolle durchzufiihren. Im
diskontinuierlichen Modus (Passagenmodus) dagegen wird das Mahlgut durch die Bewegung
des Rihrwerkes durch die und aus der Mahlkammer beférdert, so dass sich Passagen

ergeben. Die Dauer einer Passage ist von der Geschwindigkeit des Rilhrwerkes abhangig.

Abb. 1.2.3.3.A: Schematische Darstellung der Mahlkammer der Bihler PML-2 (Bihler AG)

[67] Das Mahlgut wird von links durch die Mahlkammer nach rechts beférdert (Pfeile).

Eine auf das Minimum reduzierte Variante einer Rilhrwerkskugelmiihle stellen die einfachen

Systeme aus Becherglas, Mahlkugeln und Magnetrihrer (,,Becherglasmihlen®) dar, die in

Seite | 19



dieser Arbeit zur Untersuchung von Rezepturen in nichtwassrigen Medien verwendet
wurden. In diesem Fall werden die Mahlkugeln durch einen ausreichend starken
Magnetriihrer in einem kontinuierlichen Betrieb in Bewegung gesetzt. Dieser einfache
Versuchsaufbau ermoglicht die Verwendung kleinster Mengen und ist damit hervorragend

flir grundlegende Untersuchungen geeignet.

Die Zerkleinerung des Mahlgutes ergibt sich bei beiden Varianten aus der eingebrachten
Mahlenergie, welche durch Reibungs- und Prallkrafte (interpartikular, mit und zwischen den
Mahlkugeln sowie der Mahlkammer) Gbertragen wird. Die Mahlenergie, und damit die
Stressintensitat, kann durch die Zeit des Mahlvorganges und die Geschwindigkeit, mit der
das Mahlgut und die Mahlkugeln bewegt werden, gesteuert werden. [68-71]

Auch (ber die Dichte der verwendeten Mahlkugeln kann Einfluss genommen werden. Je
hoher die Dichte der Mahlkugeln, desto hoher der Energieeintrag. [72] Dies wurde im
Rahmen der Arbeit nicht genutzt, da ausschlieBlich mit Mahlkugeln aus Yttriumoxid-
stabilisiertem Zirkoniumoxid (YSZ - yttria stabilized zirconia) gearbeitet wurde.

Dariber hinaus beeinflussen zahlreiche weitere Parameter das Mahlergebnis.

Insbesondere bei Verwendung der ,Becherglasmiihlen” ist die Viskositat des Systems aus
Mahlkugeln und Mahlgut zu beachten. Je hoher die Viskositat ist, desto hoher ist der Anteil
der eingebrachten Energie, die zur Bewegung des Systems aufgewendet werden muss.
Dadurch wird die kinetische Energie, und damit die zerkleinerungswirksame Mahlenergie, bis
hin zum vollstandigen Verbrach der Mahlenergie reduziert. [69, 70, 73]

Bei Becherglasmuihlen ist zu bericksichtigen, dass es, abhangig von der Viskositat, zur
Ausbildung von Schichten kommen kann, in denen sich Mahlkugeln und Mahlgut in
unterschiedlichen Geschwindigkeiten bewegen und somit einen unterschiedlichen
Energieeintrag erfahren. [72]

Es ist eine ausreichende Konzentration an zu zerkleinernden Partikeln im Mahlgut
erforderlich, um sicherzustellen, dass die einbrachte Mahlenergie effizient tGbertragen
werden kann. Bei zu geringer Konzentration und somit groBen Abstdnden zwischen den zu
zerkleinernden Partikeln kommt es vermehrt zu Interaktionen zwischen den Mahlkugeln und
einem damit verbundenen Verlust an Mahlenergie.

Andererseits kann eine hohe Konzentration eine erhdhte Viskositdt und einen Verlust von

Mahlenergie bewirken. [69-71]
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Ebenso haben die Mahlkugeln einen entscheidenden Einfluss. Das Ergebnis kann durch die
Menge und GroRe der verwendeten Mahlkugeln beeinflusst werden.

Je groRer die Menge der verwendeten Mahlkugeln, desto hoher die Frequenz von Kontakten
mit dem Mahlgut und desto hoher sind die Energieeffizienz und die Mahl-Rate ((m2/g)/min),
welche sich als Erhohung der spezifischen Oberflache pro Kontaktzeit definiert. [71]

In entsprechender Weise wirkt sich die GroRe der verwendeten Mahlkugeln aus. Durch die
Durchmesser der verwendeten Mahlkugeln ergibt sich bei gegebenem Volumen eine
unterschiedliche Anzahl an Mahlkugeln. Eine héhere Anzahl an Mahlkugeln erhoht die
Anzahl an Kontakten mit dem Mahlgut und damit die Haufigkeit von Stressevents.

Andererseits fihren groRere Mahlkugeln zu einem héheren Energieeintrag pro Kontakt. [72]

Abhangig vom eingesetzten Kugelmaterial (Mahlkugeln oder Perlen) kdnnen Substanzen
verschiedener Harte gemahlen werden. Fir pharmazeutische Produkte werden
Ublicherweise Mahlkugeln aus mit Yttriumoxid stabilisiertem Zirkoniumoxid (YSZ - yttria

stabilized zirconia) eingesetzt, da diese besonders abriebfest sind.

Mahlkugeln sind in GrofRen von 0,2 mm bis 120 mm verfiigbar. Fiir diese Arbeit wurden
Yttriumoxid-stabilisierte Zirkoniumoxid-Kugeln von 0,2 mm, 0,25-0,35 mm und 0,4-0,6 mm

eingesetzt.

Vor- und Nachteile der Mahlung mit Kugelmihlen

Rihrwerkskugelmiihlen werden weit verbreitet im Labor- und Industriemalistab eingesetzt.
Fir die Produktentwicklung eignen sich besonders Systeme, die sowohl einen
diskontinuierlichen als auch einen kontinuierlichen Modus erméglichen. So kénnen
Ergebnisse aus Laborversuchen (diskontinuierlicher Modus) nach Umbau des Gerates in den
kontinuierlichen Modus direkt fir den Industrie-MafRstab verwendet werden. Ein
aufwendiges und teures Scaling-Up entfallt.

Generell handelt es sich um eine einfache und kostenglinstige Technologie, die auch im
grofleren Produktionsmalstab eingesetzt werden kann.

Eines der bedeutendsten Probleme dieser Technologie ist potenzieller Abrieb von

Mabhlperlen und Mahlraum, der das Produkt kontaminieren kann. Dieses Problem ist seit
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Langem bekannt. Schon im Jahre 1996 wurde von Buchman et al. tiber die Bildung von Glas-
Mikropartikeln bei Verwendung glaserner Mahlkugeln berichtet. [74] Auch bei Verwendung
von Stahl konnten Schwermetalle im Produkt nachgewiesen werden. [4] Generell ist das
Ausmald potenziellen Abriebs von der Feststoffkonzentration im Mahlgut, der Harte des
Mahlgutes und der damit verbundenen erforderlichen Mahldauer sowie der Harte der
verwendeten Mahlkugeln abhdngig. [60] Aus diesem Grunde werden fir pharmazeutische
Produkte hauptsachlich besonders abriebfeste Kugeln aus mit Yttriumoxid stabilisiertem
Zirkoniumoxid (YSZ - yttria stabilized zirconia) [75] oder hartem Polystyren [76] eingesetzt. Es
bleibt jedoch potenzieller Abrieb aus dem Mahlraum, der in der Regel aus Keramik oder
Edelstahl, ggf. speziell behandelt, besteht.

Abhangig von der Harte des Mahlgutes sind oftmals lange Prozesszeiten (Stunden bis Tage)
zum Erreichen der gewlinschten PartikelgroRe erforderlich. Mit einer langen Prozesszeit
verbunden ist dabei das Risiko einer mikrobiellen Kontamination. Abhangig von der
erforderlichen Prozesszeit ist somit eine Konservierung, zumindest jedoch ein mikrobielles
Monitoring, erforderlich.

Weiterhin sind hinsichtlich der Prozesszeit die thermische und mechanische Belastung des
Produktes zu beachten. Abhdngig vom Mahlgut ist die Moglichkeit einer
Strukturumwandlung in Betracht zu ziehen.

Und schlief8lich bleibt das Problem der Trennung von Mahlgut und Mahlkugeln.
Insbesondere bei Verwendung besonders kleiner Mahlkugeln (z. B. 0,2 mm-0,6 mm), wie in
dieser Arbeit, ist es diffizil und zeitaufwendig, die hergestellte Nanosuspension von den

Mahlkugeln zu trennen. Im Falle einer aseptischen Fertigung wiirde dies weiter erschwert.

1.2.3.4 Herstellung von Nanosuspensionen mittels Hochdruckhomogenisation und
Mahlung mit Kugelmiihlen (Top-Down-Verfahren)

Die angestrebte PartikelgroRenreduktion wird durch den Energieeintrag in das System
erreicht. Die eingetragene Energie wird dabei zum einen zur Verformung bzw. zum Bruch der
Partikel und zum anderen zur Oberflachenvergréflerung des Systems eingesetzt. Der Effekt
der eingebrachten mechanischen Zerkleinerungsarbeit hangt stark von den individuellen
Eigenschaften des Zerkleinerungsgutes ab, wie z. B. seiner Harte, Elastizitat bzw. Sprodigkeit,
Porositat, Kristallinitat, Kristallform, Polymorphie oder der Dichte. Dieser individuelle

Zerkleinerungswiderstand ergibt sich aus der Ordnung bzw. Unordnung des strukturellen
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Aufbaus der Substanz. Bei besonders plastischen Stoffen wird durch die Krafteinwirkung
zunichst eine Verformung erzielt, erst bei Uberschreiten einer individuellen Bruchspannung
kommt es zur Zerstorung des Partikels. Die meisten pharmazeutischen Wirkstoffe, wie auch
die in dieser Arbeit verwendeten, liegen vorwiegend kristallin vor und zeigen aufgrund ihrer
Sprodigkeit eine relativ geringe plastische Verformbarkeit. Kristallgitterfehler, Hohlrdume
oder Fremdeinschlisse stellen Schwachstellen dar und begiinstigen eine Zerkleinerung. Mit
steigendem Zerkleinerungsgrad (siehe Gleichung 1.2.3.4) und der sich vergroRernden
Oberflache steigt der Bedarf an einzusetzender Zerkleinerungsarbeit, auch weil die Dichte
der Schwachstellen fortlaufend abnimmt.

z="=2

X1

Gleichung 1.2.3.4: Definition Zerkleinerungsgrad [2]

7= Zerkleinerungsgrad
Xo = Partikeldurchmesser vor der Zerkleinerung

X1 = Partikeldurchmesser nach der Zerkleinerung

Durch die OberflachenvergroBerung und die durch Reduktion der Schwachstellen
zunehmende Bruchspannung nahert sich das System seiner Grenzdispersitat, der unter den
gewahlten Bedingungen (gerate- und stoffspezifisch) minimal erreichbaren PartikelgroRe,

an. [73, 77]

Neben den stoffspezifischen Eigenschaften hat auch die PartikelgréRe des Ausgangmaterials
einen erheblichen Einfluss auf die minimal erreichbare PartikelgrofRe und die
Reproduzierbarkeit des Prozesses. Je kleiner die Partikel des Ausgangsmaterials, desto
weniger Zerkleinerungsenergie wird bendétigt. Eine schwankende Qualitat hinsichtlich der
PartikelgroRenverteilung des Ausgangsmaterials beeinflusst, insbesondere bei Materialien

mit grolSer Kristallharte, die Reproduzierbarkeit der Zerkleinerung erheblich. [74]

Die weiteren Bestandteile der Rezeptur, insbesondere die eingesetzten Tenside, sind von
entscheidender Bedeutung fiir das Ergebnis. Aufgrund der PartikelgréRenreduktion kommt
es mit zunehmender Oberflache zu einem starken Wachstum der Grenzflachenenergie. Das

System ist bestrebt, die Oberflache und somit die Grenzflachenspannung zu reduzieren, es

Seite | 23



kommt sofort nach Ende des Zerkleinerungsprozesses zu Agglomeration. Durch geeignete
Tenside in geeigneter Konzentration kann die Grenzflachenspannung bzw.
Grenzflachenenergie reduziert und Agglomeration verhindert werden. Die Tenside besetzen
die neu entstandenen Grenzflachen, reduzieren die Grenzflaichenspannung und stabilisieren
das System, Agglomeration wird verhindert. Welches Tensid geeignet ist und dessen
optimale Konzentration, lasst sich kaum theoretisch vorhersagen und muss fiir jedes
Ausgangsmaterial empirisch ermittelt werden (Rezepturscreening). Entscheidend ist eine
hohe Affinitat des Tensides zur neu geschaffenen Oberflache. Hier spielen
Oberflacheneigenschaften wie Hydrophobizitidt, Benetzbarkeit oder auch funktionelle
Gruppen eine Rolle. [78] Aber auch grundlegende Prinzipien, wie die Entscheidung fiir
sterische oder elektrostatische Stabilisierung, miissen bedacht werden [52, 79]. Oftmals
erweist sich die Kombination von sterischer und elektrostatischer Stabilisierung als optimal.
[60] Neben den technologischen Anforderungen muss auch das Anwendungsgebiet des
Produktes beachtet werden. Ist eine parenterale Anwendung vorgesehen, kommt nur eine
begrenzte Auswahl an Tensiden, wie z. B. Poloxamer 188, Tween 80 etc., infrage. [60] Diese

wurden daher im Rahmen dieser Arbeit bevorzugt verwendet.

Neben der Rezeptur aus Ausgangsmaterial und Tensiden nehmen schlieRlich die gewahlten
Prozessparameter Einfluss auf das Ergebnis. Insbesondere der Energieeintrag in das System,
aber auch die Anzahl der Zyklen und die Prozesstemperatur, beeinflussen das Produkt. Hier
ist zu beachten, dass der grofSte Teil der eingesetzten Energie nicht der eigentlichen

Oberflachenarbeit zugutekommt, sondern {iber plastische Verformungsvorgange in Warme

umgewandelt wird. Aus diesem Grund ist ggf. eine Kiihlung der Prozesskammer erforderlich.

Sowohl durch Hochdruckhomogenisation als auch durch Mahlung mit Kugelmiihlen wird
neben der PartikelgroBenreduktion typischerweise auch eine homogenere
PartikelgroRenverteilung erreicht. [78] Dies bringt einen entscheidenden Vorteil fur die
Langzeitstabilitat mit sich, da so PartikelgroRenwachstum durch Ostwald-Reifung verringert
wird. Siehe Kapitel 1.2.2 und Gleichung 1.2.2.A. Kleinere Partikel haben demnach eine
hohere Sattigungsloslichkeit als groBere Partikel. Bedingt durch die hohere Loslichkeit
kleinerer Partikel ist die Konzentration der gesattigten Losung in der Umgebung kleinerer
Partikel groBer als die in der Umgebung gréBerer Partikel. Dadurch entsteht ein

Konzentrationsgradient zwischen der Umgebung kleinerer und der Umgebung grofRerer
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Partikel, der dazu fiihrt, dass gel6stes Material vom kleineren zum gréReren Partikel
diffundiert. Dies fiihrt wiederum dazu, dass die Lésung in der Umgebung des kleineren
Partikels nicht mehr gesattigt ist und neues Material in Losung geht, wodurch das Partikel
weiter an GroRe verliert. Auf der anderen Seite wird die Sattigungsloslichkeit in der
Umgebung des groReren Partikels Gberschritten, so dass Material prazipitiert und das

Partikel weiterwachst. [78]

Ostwald-Reifung fiihrt somit zu einem Verschwinden kleinerer Partikel unter gleichzeitigem
Wachstum groRerer Partikel und dadurch zu einer unerwiinschten Verschiebung der

PartikelgroRenverteilung.

Eine Homogenisierung der PartikelgroRenverteilung reduziert den Effekt der Ostwald-

Reifung und erhoht somit die physikalische Stabilitat einer feindispersen Suspension.

1.3 Charakterisierung von Nanosuspensionen

Verschiedene Eigenschaften wie PartikelgroBe und PartikelgroRenverteilung, Morphologie
der Partikel, Kristallinitdt und Oberflaicheneigenschaften spielen bei der Anwendung der
Wirkstoffnanopartikel eine Rolle hinsichtlich der Biodistribution, Aufnahme in die Zellen,
allgemeinen Verfligbarkeit bzw. Effizienz der Wirkung und Toxizitat in vivo. Daher ist es
bedeutend, die richtigen Techniken zur Charakterisierung der Wirkstoffnanopartikel zu

verwenden. [23, 80-83]

1.3.1 PartikelgroBencharakterisierung

Im Rahmen dieser Arbeit, die neben den Mechanismen der Herstellung von
Wirkstoffnanosuspensionen deren verbesserte Bioverfligbarkeit durch verbesserte
Auflosungs- und Freisetzungseigenschaften untersuchen sollte, ist die PartikelgréfSe und
PartikelgroRenverteilung die bedeutendste Eigenschaft. Durch Reduktion der PartikelgréRe
in den Nanometerbereich wird, wie in Kapitel 1.2.2 beschrieben, eine schnellere Auflésung

und bessere Bioverfligbarkeit erwartet.

Zur PartikelgréRencharakterisierung wurden verschiedene optische Verfahren, wie

Laserdiffraktometrie (LD), Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) und Lichtmikroskopie,
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eingesetzt. Aufgrund der unterschiedlichen Messprinzipien unterschieden sich die

Ergebnisse, die aus diesen Verfahren erhalten werden.

Obwohl dreidimensionale Partikel analysiert werden, wird als Ergebnis lblicherweise eine
einzelne Zahl, die in der Analysenroutine leichter zu bewerten ist, angegeben. Es missen
folgende Besonderheiten berlicksichtigt werden, um die Ergebnisse richtig bewerten zu
konnen. Nur eine Kugel kann hinsichtlich ihrer Gr6Re mit einer einzelnen Langenangabe
(Durchmesser) exakt beschrieben werden. Nicht kugelférmige Partikel konnen dagegen nur
indirekt, z. B. durch ihr Gewicht, das Volumen oder ihre Oberflache, eindeutig charakterisiert
werden. Uber diese Werte l4sst sich der Durchmesser einer dquivalenten Kugel berechnen,
was jedoch zunehmend unpraziser wird, je weiter das tatsachliche Partikel von der idealen

Kugelform abweicht.

Auch eine mikroskopische Untersuchung, bei der einzelne Mal3e ermittelt werden, gibt keine
exakte Auskunft Giber die tatsachliche GrolRe und Form des Partikels, da die Objekte nur

zweidimensional analysiert werden.

Jede Methode zur PartikelgroBenanalyse misst andere Eigenschaften und liefert somit
unterschiedliche Ergebnisse (Gewicht, Oberflache, Volumen, LingenmaRe). Um vergleichen
zu kénnen, muss der identische Parameter bzw. eine standardisierte GréRe verglichen

werden.

Die Ermittlung einer volumenbasierten PartikelgroBenverteilung (Volumen der dquivalenten
Kugeln) ist eine geeignete Methode. Das Ergebnis besteht aus zwei Komponenten: dem
Volumen der dquivalenten Kugeln der vorhandenen Partikel (PartikelgréBen) und deren
Anzahl im Kollektiv. Beides gemeinsam ergibt die PartikelgroBenverteilung. Fir die
Bewertung ist die BezugsgréfSe (Anzahl der Partikel einer bestimmten GroRRenklasse oder

deren Volumens) entscheidend.

Da die Male des Partikels bei der Umrechnung in Volumen bzw. Gewicht in dritter Potenz in
die Berechnung eingehen (unter Annahme kugelférmiger Partikel: Volumen der Kugel =
4/3m(r)3), haben wenige groRe Partikel einen Gberproportionalen Einfluss bei Bestimmung

der Partikelgrofien tber die Volumen.
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Im Falle einer Intensitatsverteilung (wie bei der PCS) wirkt der Einfluss groRRer Partikel sich
noch gravierender aus. Die Intensitat des Streulichtes steht gar in sechster Potenz im

Verhaltnis zum Durchmesser (Rayleigh-Naherung). [84]

Um ein Ergebnis einer PartikelgroBenanalyse richtig bewerten zu kdnnen, missen also
immer die Art der Messung und das ausgegebene Ergebnis im Zusammenhang betrachtet

werden.

1.3.2 Laserdiffraktometrie (LD)

Das Messprinzip der Laserdiffraktometrie (LD) basiert auf der Streuung eingestrahlten
Lichtes durch die zu untersuchenden Partikel und nutzt, dass der erzeugte Beugungswinkel
umgekehrt proportional zur PartikelgroRe ist. Auf Basis der entstehenden Streumuster wird
der arithmetische Mittelwert des Volumens einer Kugel bestimmt, die einen zu den

untersuchten Partikeln dquivalenten Durchmesser hat.

Das fur diese Arbeit verwendete Messsystem ,,Mastersizer 2000“ (Malvern Instruments
GmbH, Herrenberg, Germany) besteht aus Dispergiermodul (Aufbereitung der Probe und
Beforderung zur und durch die optische Einheit), Messinstrument und Computer zur
Datenverarbeitung. Im Messinstrument befinden sich die Laserlichtquelle, die Messzelle und
die Detektoren. Beim Mastersizer 2000 kommen zwei Lichtquellen mit definierten
Wellenlangen zum Einsatz. Neben dem Rotlicht He-Ne Laser (A= 633 nm) ist eine blaue LED
(A= 466 nm) vorhanden. Durch die Verwendung der zusatzlichen blauen LED erweitert sich
der Messbereich nach Herstellerangaben auf 0,02-2000 pum. (Nur mit rotem Licht 0,4-2000
um). Als Detektor kommt eine Schicht lichtempfindlichen Silikons zum Einsatz. Der Detektor
im Mastersizer 2000 besteht aus 52 einzelnen Detektoren, die so platziert sind, dass der
gesamte Bereich des gestreuten Lichts erfasst wird. Neben den Hauptdetektoren auf der
Brennebene (180°) gibt es eine Anzahl weiterer Detektoren um diesen herum, welche die

grofleren Winkel erfassen.

Zur Messung wird definiertes Laserlicht auf die in einem transparenten Medium
suspendierten Partikel eingestrahlt. Abhangig von GréRe und Form der Partikel streuen diese
das Licht mit individuellen Mustern. Jede PartikelgrofSe hat ein charakteristisches

Streulichtmuster, das mit einem Fingerabdruck vergleichbar ist. Das Streumuster ist die
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Summe von Beugung, Brechung, Reflektion, Absorption und Rickstrahlung. Es entstehen
radialsymmetrische Beugungsmuster, die sog. Fraunhoferschen Beugungsdiagramme (siehe
Abb. 1.3.2). Anordnung und Intensitat der Fraunhoferschen Ringe ergeben sich aus der
GroRe der bestrahlten Partikel. Kleine Partikel beugen aufgrund der groReren
Oberflachenkrimmung das Licht unter einem groReren Winkel als groRere Partikel. Der
erzeugte Beugungswinkel ist umgekehrt proportional zur PartikelgréRe. [85] Das komplexe
Streulichtmuster wird von Detektoren, die in geeigneten Winkeln angebracht sind, erfasst

und zur Berechnung der PartikelgroBen bzw. PartikelgroBenverteilung genutzt.

large particle e ‘ small particle

Beugungsmuster grolRes Partikel Beugungsmuster kleines Partikel

Abb. 1.3.2: Fraunhofersche Beugungsdiagramme: Beugungsmuster von Laserlicht in

Durchlassrichtung fur zwei verschiedene PartikelgroRen. [86]

Aufgrund der typischerweise verschiedenen PartikelgrofRen in einer Probe entstehen
komplexe Beugungsmuster, die sich aus den Beugungsdiagrammen aller erfassten Partikel in

Abhangigkeit von ihren Durchmessern sowie der Haufigkeit zusammensetzen.

Zur Berechnung der PartikelgrofRe aus dem Streulichtmuster werden verschiedene Modelle
angewendet. Die Fraunhofer-Theorie beschreibt das Streumuster von massiven, opaken und
scheibenférmigen Partikeln und bericksichtigt die optischen Eigenschaften der Partikel
nicht, wahrend die Mie-Theorie die Streuung spharischer Partikel beschreibt und mit der
Absorption auRerdem die optischen Eigenschaften der Partikel beriicksichtigt. Die Mie-
Theorie ist genauer, setzt jedoch die Kenntnis einiger Substanzeigenschaften wie
Lichtabsorption der untersuchten Partikel (imaginarer Brechungsindex) und des

Brechungsindexes von Partikel und Dispersionsmedium voraus. [87, 88]

Die Mie-Formel beschreibt alle Phdnomene, die auftreten, wenn Licht auf ein Partikel trifft:
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I(w) = E'/Lkz A*[JIF W + [Ky W' +[Ko W]* +[Ks WP + | k® A%(m-1)° We/ 81T2J*‘
Fraunhofer Term Rayleigh Term

Gleichung 1.3.2: Mie-Formel (vereinfacht) [89]

| = Gesamtintensitdt des gestreuten Lichts

E = einfallendes Licht pro Flédche

k/K = Konstanten

J1 = Besselfunktion

m = komplexer Brechungsindex = > realer und imagindrer Brechungsindex
W = Beugungswinkel

A = Partikelradius

Der reale Brechungsindex ist erforderlich, um die tatsachliche Lichtbrechung durch die
untersuchten Partikel vorherzusagen. Der imaginare Brechungsindex beschreibt die
Absorption durch die Partikel (Absorptionsteil des Brechungsindex). Die Absorption beruht
auf der molekularen Struktur der Partikel, insbesondere auf vorhandenen Chromophoren.
Entsprechend I1SO 13320 hat auch die physische Natur der Partikel, wie z. B. eine raue

Oberflache oder eine komplexe interne Struktur, einen Einfluss auf die Absorption. [90]

Die hohere Genauigkeit der Mie-Theorie beruht auf der Beriicksichtigung der optischen
Eigenschaften der untersuchten Partikel. Abhangig vom Material sinkt das Streuvermogen
der Partikel mit abnehmender Partikelgrée. [91] Ohne Berlicksichtigung der tatsachlichen
optischen Eigenschaften, wie bei Verwendung der Fraunhofer-Theorie, werden kleine
Partikel zu wenig bericksichtigt. Bei Verwendung der Mie-Theorie wird das mit
abnehmender PartikelgrofRe sinkende Streuvermoégen durch Beriicksichtigung des
Brechungsindexes, der relativen Transparenz und des Extinktionsvermogens der Partikel

korrekt in die Berechnungen einbezogen.

Bei relativ grolRen Partikeln, die 5-6-mal groRer als die Wellenlange des zur Messung
verwendeten Laserlichts, also mindestens 3-4 um grof$ sind und somit einen kleinen
Beugungswinkel erzeugen, wird der Einfluss des Raleigh-Terms in der Mie-Formel (siehe

Gleichung 1.3.2) vernachlassigbar klein, so dass auf diesen und damit auf die Kenntnis des
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Brechungsindexes verzichtet werden kann (Fraunhofer-Theorie). Fir alle Partikel <3 um
sollte die Mie-Theorie angewendet werden. Die ISO 13320 empfiehlt sogar ein Partikel-
Wellenlangenverhaltnis von 40 A und somit fiir alle Partikel <25-50 um die Anwendung der

Mie-Theorie. [90]

Der Messbereich liegt zwischen 80 um bis 2000 um. [50, 92] Von Malvern, dem Hersteller
des ,Mastersizer 2000“, wird ein Messbereich von 0,02-2000 um angegeben; die ISO 13320

empfiehlt Laserdiffraktometrie fir einen Messbereich von 0,1-3000 um. [90]

Die Laserdiffraktometrie berechnet eine volumenbasierte PartikelgroBenverteilung und gibt
den arithmetischen Mittelwert des Volumens der dquivalenten Kugeln als Ergebnis an. Diese
entspricht, eine konstante Dichte vorausgesetzt, dem arithmetischen Mittelwert des
Gewichts der dquivalenten Kugeln. Bei der Analyse nach Fraunhofer wird die
Oberflachenverteilung bestimmt (nicht im Rahmen dieser Arbeit angewendet).
Typischerweise werden die LD 50, 90, 95 und 99 %-Werte als Ergebnis ausgegeben. Diese
bezeichnen den prozentualen Anteil an Partikeln im Kollektiv unterhalb der angegebenen
GroRe in Mikrometern. Die LD 90, 95 und 99 %-Werte eignen sich dabei gut, um die

Anwesenheit bzw. den Abbau groRer Partikel anzuzeigen. [59]

Vorteile der Laserdiffraktometrie sind: schnelle Messung, hohe Reproduzierbarkeit, nicht-
destruktive Methode, hohe Auflésung, keine Kalibrierung erforderlich, Equipment ist

validierbar.

Die Probenaufbereitung sollte wohliiberlegt und reproduzierbar erfolgen. Da die Probe aus
Agglomeraten von Primarpartikeln bestehen kann, welche durch das Dispergieren auf die
richtige Konzentration zerteilt werden, sollten die Dispergierbedingungen
(Ruhrergeschwindigkeit und Ultraschall) reproduzierbar gewahlt werden. Dabei muss
sichergestellt werden, dass die Probe sich im Dispergiermedium nicht auflést. Dies ist an
einer sinkenden Lichtschwachungsziffer (Obscuration) zu erkennen. Das Dispergiermedium
muss frei von Unreinheiten, Partikeln und Luftblasen sein. Die Einhaltung eines vom Gerat
vorgegebenen Konzentrationsbereiches ist entscheidend. Bei ausreichend geringer
Konzentration verhalt sich die Triibung linear zur Konzentration, das Lambert-Beersche

Gesetz hat Gliltigkeit. Ab einer gewissen Konzentration verliert das Lambert-Beersche Gesetz
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seine Gliltigkeit, da die Partikel so nah beieinander sind, dass die Streuung eines Partikels

durch benachbarte weitergestreut wird. [93]

1.3.3 Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS)

Das Prinzip der Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) basiert auf der Streuung des
Lichtes durch die zu untersuchenden Partikel in Kombination mit deren Bewegung im
Dispersionsmedium aufgrund der Brownschen Molekularbewegung (dynamisches
Laserstreulichtverfahren). Auf Basis der fluktuierenden Intensitat der Streumuster wird die
Brownsche Molekularbewegung und tiber diese der Durchmesser einer Kugel bestimmt, die

mit derselben Geschwindigkeit diffundiert wie die gemessenen Partikel.

Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete ,Zetasizer Nano-ZS“ (Malvern Instruments,
Herrenberg Germany) besteht aus den folgenden Komponenten: Der Laser (633 nm Laser
(rot) oder 532 nm Laser (griin)) liefert definiertes, kohdrentes Licht, mit dem die Probe in der
Messzelle (Kiivette) illuminiert wird. Der Detektor wandelt die gemessene Lichtstreuung in
ein elektrisches Signal um. Ein Dampfer passt die Intensitat des Lasers und damit die des
Streulichtes den Eigenschaften der Probe (Konzentration, PartikelgroRe) an. Ein Korrelator
vergleicht die Intensitaten des Streulichts zu verschiedenen Zeitpunkten und liefert mit der
Autokorrelation die wesentliche Information dieses Messprinzips. Ein PC mit entsprechender
Software dient zur Berechnung der PartikelgrofRen bzw. PartikelgroRenverteilung aus dem
Signal des Korrelators. Der Messbereich fiir die Geratekonfiguration mit dem sogenannten

,Backscatter”-Detektor (im Winkel von 173°) betragt 0,6 nm bis 6 um. [84, 94]

Zur Messung wird koharentes Laserlicht auf die suspendierten Partikel eingestrahlt. Die
Partikel streuen das Licht mit, von der PartikelgroRRe abhangigen, individuellen Mustern in
alle Richtungen. Das Streumuster ist die Summe von Beugung, Brechung, Reflektion,
Absorption und Rickstrahlung. Erfasst man das Streulicht der Partikel der Probe, erhalt man

ein sogenanntes Speckle-Muster, in dem helle und dunkle Bereiche zu erkennen sind.
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Abb. 1.3.3.A: Speckle-Muster [84] Abb. 1.3.3.B: Entstehung Speckle-Muster [94]

Die hellen und dunklen Bereiche im Speckle-Muster entstehen durch Interferenzen der
Lichtwellen. Uberlagern sich die Phasen der Streulichtwellen konstruktiv oder treffen sie
direkt auf den Schirm, entstehen helle Flecken (B), |6schen sie sich durch destruktive

Uberlagerung aus, entstehen dunkle Flecken (A). Siehe Abb. 1.3.3.A.

In einer Flissigkeit suspendierte Partikel unterliegen der zufélligen Brownschen
Molekularbewegung. Deren Intensitat ist abhangig von der Temperatur und der GroRe der
dispergierten Partikel. Bei gleicher Temperatur bewegen sich kleine Partikel aufgrund ihrer

geringeren Masse und Tragheit schneller als groRere (Stokes-Einstein-Gleichung 1.3.3.B).

Aufgrund der Brownschen Molekularbewegung verandert sich auch das erzeugte Speckle-
Muster standig, es scheint zu fluktuieren. Das Speckle-Muster kleiner Partikel fluktuiert
dabei aufgrund der starkeren Brownschen Molekularbewegung schneller. Durch Messung

der Frequenz der Intensitatsschwankungen werden die PartikelgrofRen bestimmt.

Die Auswertung erfolgt durch den Korrelator, der das MaR der Ahnlichkeit zweier Speckle-
Muster zu aufeinanderfolgenden Zeitpunkten bewertet. Unabhangig von der Partikelgrofie
nimmt aufgrund der zufalligen Bewegung der Partikel die Korrelation mit der Zeit ab. Dies
geschieht bei kleinen Partikeln schneller ab als bei gréReren Partikeln, da das Speckle-

Muster kleiner Partikel schneller fluktuiert.

Aus dem Korrelogramm lassen sich zahlreiche Informationen ableiten. Der Zeitpunkt, an

dem die Korrelation steil abfallt, indiziert die mittlere TeilchengroRe, die Steilheit der Kurve
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die Polydispersitat (steil = monodispers; flach = polydispers). [94] Generell findet man eine
schnelle Abnahme der Korrelation bei kleinen Partikeln, eine langsame Abnahme der
Korrelation bei grofReren Partikeln. [84] Aus der gemessenen Korrelationsfunktion wird unter
Anwendung verschiedener Algorithmen (Contin-Analyse, Kumulanten-Analyse) [88, 94] die
PartikelgroRe berechnet, indem die gemessene mit einer theoretischen Korrelationsfunktion

abgeglichen wird.
G(7) = e 2DK*t

Gleichung 1.3.3.A: Theoretische Korrelationsfunktion

G(t) = theoretische Korrelationsfunktion
T = Verzbgerungszeit
D = Diffusionskonstante

K = Betrag des Streulichtvektors

Die Geschwindigkeit, mit der die Korrelation abnimmt, steht in direktem Verhaltnis zur
Diffusionsgeschwindigkeit der Partikel und damit zu deren GroRRe. Die Verzégerungszeit t
und der Betrag des Streulichtvektors K sind gerdte- und messspezifisch und kénnen fiir eine
Messung als konstant betrachtet werden. Die verbleibende Variable D (Diffusionskonstante)
beschreibt die Diffusionsgeschwindigkeit der Partikel. Uber die Stokes-Einstein-Gleichung,
welche die Beziehung zwischen PartikelgrofRe und Diffusionsgeschwindigkeit aufgrund der

Brownschen Molekularbewegung beschreibt, kann die Partikelgrofle bestimmt werden.

kT
6mnD

Gleichung 1.3.3.B: Stoke-Einstein-Gleichung

r = Radius der dquivalenten Kugel
k = Boltzmann-Konstante

T = absolute Temperatur (in Kelvin)
n = Viskositdt

D = Diffusionskoeffizient
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Das Ergebnis ist der Durchmesser einer Kugel, die mit derselben Geschwindigkeit diffundiert

(den gleichen Diffusionskoeffizienten hat) wie die gemessenen Partikel.

Dabei handelt es sich um eine Intensitatsverteilung: Die Zuordnung der gemessenen Signale
zu PartikelgroRenklassen erfolgt anhand der Intensitdt des gemessenen Streulichtes. Die
Intensitatsverteilung kann mittels der Mie-Theorie in eine Volumenverteilung umgerechnet

werden.

Bei der Umrechnung muss beachtet werden, dass, abhangig von der BezugsgroRe,
abweichende PartikelgroBenverteilungen (d) resultieren: d(Intensitat) > d(Volumen) >
d(Anzahl). [94] Grund ist, dass bei Bestimmung der PartikelgroBen tiber die Volumen bzw.
Masse die MalRe des Partikels bei der Umrechnung in Volumen bzw. Gewicht in dritter
Potenz in die Berechnung eingehen (unter Annahme kugelformiger Partikel: Volumen der
Kugel = 4/3mt(r)3). Im Falle einer Intensitatsverteilung wirkt sich der Einfluss groRer Partikel
noch gravierender aus. Die Intensitat des Streulichtes steht in sechster Potenz im Verhdltnis

zum Durchmesser (Rayleigh-Ndherung). [84] Siehe 1.3.1.

Bei jeder Messung gibt der ,,Zetasizer Nano-ZS“ zuséatzlich zur PartikelgrofRe den
Polydispersitatsindex (PI) an. Der Pl beschreibt die Abweichung der gemessenen Korrelation
mit der zugrunde gelegten theoretischen Korrelation (s. 0.) und ist ein Mal fiir die Breite der
PartikelgroRenverteilung. Je kleiner die PartikelgroBenverteilung der Probe, desto besser die

Ubereinstimmung von theoretischer und gemessener Korrelation und desto kleiner der PI.

Bei einer monodispersen Verteilung wiirden sich theoretische und gemessene Korrelation

genau decken, so dass ein Pl von O (Null) resultiert.

Tabelle 1.3.3: Polydispersitatsindex und Bedeutung [88] [95]

Pl Bedeutung
0,03-0,06 monodispers
0,10-0,20 enge Verteilung
0,25-0,50 breite Verteilung
>0,5 breite Verteilung mit unbestimmter Form
(Ergebnis ist nicht auswertbar)
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Faktoren, welche die Brownsche Molekularbewegung beeinflussen, haben eine Auswirkung

auf das PCS-Messergebnis.

Dazu gehoren die Oberflachenstruktur der Partikel im Allgemeinen (rau oder glatt), aber
auch Faktoren, wie z. B. angelagerte Tensidmolekiile. Insbesondere bei sterischer
Stabilisierung durch Makromolekiile, wie z. B. das in dieser Arbeit verwendete Poloxamer
188, kann es eine Beeinflussung des Messergebnisses geben. [94] Ebenso kann die
Partikelform an sich mit gleichem Mechanismus einen Einfluss auf das Messergebnis haben.

Dies gilt insbesondere fiir extreme Partikelformen, wie z. B. stabférmige Partikel.

Eine konstante Temperatur ist erforderlich, da diese tiber die Viskositat das Ergebnis
beeinflusst (siehe Gleichung 1.3.3), und um Konvektionsstrome zu verhindern, welche die

Brownsche Molekularbewegung tiberlagern und das Ergebnis verfdlschen kénnen.

Die Probenaufbereitung muss reproduzierbar erfolgen, das Dispergiermedium muss frei von
Unreinheiten, Partikeln und Luftblasen sein. Es sollte gereinigtes und gefiltertes (Filter: 0,2
um) Wasser verwendet werden. Beim Befiillen der Kiivetten miissen Luftblasen vermieden
und die am Gerat vorgegebenen Fiillhohen beachtet werden. Eine zu geringe Fiillhdhe kann
dazu flihren, dass der Fillstand unterhalb des Messbereiches liegt. Bei einer zu groRen

Fillhohe kdnnen Temperaturgradienten entstehen.

Die Konzentration der Probe hat ebenfalls Einfluss auf das Ergebnis. Eine zu hohe
Konzentration fiihrt zu Mehrfachstreuung (erneute Streuung von Streulicht eines Partikels
durch das nachste Partikel). Mehrfachstreuung fihrt zu starkeren Schwankungen in der
Streulichtintensitat und Giber eine so steiler abfallende Korrelationsfunktion zur Ermittlung
eines kleineren mittleren Durchmessers. [88] Eine zu hohe Konzentration kann die freie
Diffusion der dispergierten Partikel behindern. In dieser Arbeit wurde zur Sicherstellung der
Reproduzierbarkeit der Messergebnisse nach einem festen Schema verdiinnt und diese

Verdlinnung vermessen.

Wenn die Probe verdiinnt wird, muss in Betracht gezogen werden, dass dies einen Einfluss
auf die Probe haben kann. Bei zu starker Verdiinnung kann es zum Auf- oder Anlésen der
suspendieren Partikel und damit zu einer Veranderung ihrer GréRe kommen. Dies kann

durch Verdiinnung mit einer gesattigten Losung der Probensubstanz umgangen werden.
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Dabei muss wiederum bedacht werden, dass gesattigte Losungen eine von reinem Medium

abweichende Viskositat haben. [88]

1.4 Anwendung nichtwassriger Wirkstoffnanosuspensionen
In der Literatur sind zahlreiche Beispiele fiir vorteilhafte Eigenschaften nichtwassriger

Wirkstoffnanosuspensionen beschrieben.

Ophthalmische Zubereitungen

Erkrankungen an den Augen werden aufgrund der sicheren Anwendung und geringen
systemischen Nebenwirkungen bevorzugt mit lokal anzuwendenden Formulierungen
behandelt. [96] Allerdings ist deren Bioverfiigbarkeit aufgrund der schnellen Entfernung von
der Augenoberflache durch Blinzeln, den standigen und durch die Anwendung verursachten,
reflexartigen Tranenfluss oftmals begrenzt. Dies wird vom Patienten oft durch haufige
Wiederholung der Anwendung korrigiert und kann zu Nebenwirkungen und Zellschaden an
der Augenoberfldache fihren. [97] Dariber hinaus behindert die schwer Gberwindbare
Hornhautbarriere die Penetration von Fremdstoffen, so dass weniger als 5 % der
angewendeten Menge genutzt werden konnen. Es wurden diesbeziiglich bereits viele
Versuche unternommen, aber keine optimale Lésung identifiziert. [98]
Wirkstoffnanosuspensionen stellen durch die Fahigkeit zur Adhasion eine Alternative zur
Verbesserung der dauerhaften Verfligbarkeit von Arzneimitteln dar, da das Auswaschen
durch Tranenfluss reduziert und somit die Bioverfligbarkeit im Vergleich zu einer wassrigen
Losung erhoht wird. [99, 100] Flissige (wassrige) Ophtalmika beeintrachtigen das

Sehvermégen nicht und sind damit gut zur lokalen Anwendung geeignet.

Wirkstoffnanosuspensionen haben oft den grundlegenden Vorteil, dass sie aus purem
Wirkstoff und nur geringen Mengen an Hilfsstoffen bestehen, so dass es kaum
regulatorische Einschrankungen gibt. [101] Nichtwassrige Wirkstoffnanosuspensionen
koénnen als Wirkstoffreservoir dienen und bei der Anwendung am Auge, im Vergleich zu
wassrigen Zubereitungen, moglicherweise die Penetration des Wirkstoffes durch die

Hornhautbarriere erhéhen und tiefere Schichten erreichen. [102]
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Allerdings eignen sich 6lige Zubereitungen fiir die Augen aufgrund der zu erwartenden
Sichtbehinderungen nur fiir die Anwendung iiber Nacht. Olige Augentropfen sind nicht durch
Autoklavieren sterilisierbar und werden in der Apothekenrezeptur deshalb lblicherweise

bakterienfrei in vorsterilisierte, dlresistente Augentropfenflaschen filtriert.

Zubereitungen zur Intramuskuldren (IM) Anwendung

Langwirksame intramuskuldre Formulierungen sind fiir verschiedene Indikationen, z. B. zur
Kontrazeption, auf dem Markt verfiigbar. Typische Mechanismen fiir diese langsam
freisetzenden Formulierungen sind lipophile Losungen oder Suspensionen, wassrige
Suspensionen oder Matrixsysteme, aus denen der Wirkstoff verzégert freigesetzt wird. [103-
105] Verschiedene Studien beweisen, dass nichtwéassrige Nanosuspensionen geeignete
Mittel fiir eine langwirksame intramuskuldre Darreichung sind. Eine lipophile
Nanosuspension mit Curcumin-Dekanoat, die durch Nassmahlung hergestellt wurde,
erreichte hohere Plasma-Konzentrationen Uber eine langere Zeit als eine entsprechende
Mikrosuspension, obwohl sie scheinbar langsamer von der Injektionsstelle entfernt wurde.
[106] Ahnliches wurde fiir eine IM-applizierte Suspension mit Andrographolide beobachtet.

[107]

Zubereitungen zur subkutanen (SC) Anwendung

Langwirksame SC-Zubereitungen konnen von hohem Wert fiir Patienten sein.
Lipidstabilisierte Nanosuspensionen zur subkutanen Anwendung zeigten konstante, einer
entsprechenden nicht-lipophilen Zubereitung tUberlegene, intrazellulare
Wirkstoffkonzentrationen fiir hydrophile Wirkstoffe. [108] Dies zeigt, dass nichtwassrige

Formulierungen auch fir hydrophile Wirkstoffe vorteilhaft sein kénnen.

Zubereitungen zur oralen Anwendung

In-vivo-Studien zur Bioverfligbarkeit von BCS-Klasse 2-Wirkstoffen zeigten eine erhéhte in-
vivo Verfligbarkeit von 6ligen Wirkstofflésungen basierend auf Miglyol 812® verglichen mit
wassrigen Wirkstoffnanokristallen. [109] Andere Studien zeigten eine verbesserte intestinale
Absorption und Bioverfligbarkeit bestimmter schwerldslicher Wirkstoffe nach Verabreichung
als lipidbasierte Wirkstoffnanosuspension. Diese war sogar der entsprechenden Lésung im
selben Medium Uberlegen. [110] Dies konnte sich durch die verbesserte Adhadsion und
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Penetration von Wirkstoffnanokristallen im Vergleich zu den geldsten Partikeln desselben

Materials erklaren. [101]

Ein weiterer Vorteil der Verabreichung von Arzneistoffen in 6ligen Grundlagen ist die
Moglichkeit des lymphatischen Transportes durch den Darm und die Umgehung des

hepatischen First-Pass-Effektes. [111]

Lipophile Grundlagen und Hilfsstoffe kbnnen die gastrointestinale Absorption durch viele
Mechanismen, z. B. die Erhohung der Membranpermeabilitdt im gastrointestinalen Trakt, die
Inhibierung von P-Glycoproteinen und CYP-Enzymen oder den Einfluss auf die Produktion

und Sekretion intestinaler Lipoproteine, verbessern. [112-114]

Topische / dermale Anwendung

Die topische Behandlung von Hauterkrankungen oder die lokale, dermale Behandlung
anderer Erkrankungen erlaubt die Anwendung lokal hoher Wirkstoffmengen bei gleichzeitig
geringen systemischen Nebenwirkungen. [115] Die Haut verfiigt jedoch Uber eine starke
Barriere- und Schutzfunktion und erschwert die transdermale Applikation. Nur wenige
Wirkstoffe konnen das Stratum Corneum in ausreichender Menge durchdringen, um
therapeutische Konzentrationen um Blut zu erreichen. [116] Die Hautbarriere erlaubt nur
eine geringe Permeation von hydrophilen Wirkstoffen, welche durch Hilfsstoffe wie
Emulgatoren oder das Dispergiermedium erhoht werden kann. [117] Wirkstoffnanokristalle
sind geeignet, die Permeation durch die Haut zu erhéhen und die schlechte Bioverflgbarkeit
von schwer wasserloslichen Wirkstoffen bei dermaler Applikation zu verbessern. Die
Suspension des Wirkstoffes kann bei dermaler Anwendung eine bessere Penetration
erreichen als die respektive Losung, da das geloste Molekiil weniger Anreiz hat, die
Umgebung zu verlassen und die Haut zu penetrieren, wo eine geringere Loslichkeit vorliegt.
[118] Wirkstoffnanosuspensionen in Ol (Solid-In-Oil-Nanosuspensions — SONS) erhdhen die
Dispersitat eines hydrophilen Wirkstoffes (z. B. Diclofenac) in einer lyophilen Phase und
kénnen die perkutane Absorption von Diclofenac erhéhen. Durch diese Formulierung kann
die Permeation anderer hydrophiler Wirkstoffe und Proteine in die Haut erhéht werden.
[119, 120] Eine niedrige Viskositat fordert die Penetration durch die Haut, so dass

niedrigviskose Ole wie Miglyol 812° geeignete Grundlagen darstellen. [109, 118]
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Allgemeine Vorteile nichtwassriger Nanosuspensionen

Nichtwassrige Nanosuspensionen sind insbesondere fiir Arzneistoffe vorteilhaft, die in
wassrigen Medien wenig stabil sind. Solche Arzneistoffe kénnen durch lipophile
Zubereitungen vor Hydrolyse und Oxidation geschiitzt und stabilisiert werden. [121, 122]
Nanokristalle sind haufig fiir eine spatere dermale Anwendung vorgesehen. Um stabilere
Formulierungen mit einem geringeren Wassergehalt zur erhalten, werden die Nanokristalle
lyophilisiert. [106, 123] Werden Nanokristalle direkt in nichtwassrigem Medium formuliert,

kann der aufwendige und teure Umweg eingespart werden.

Generell ist eine langsame Freisetzung und damit Wirkung fiir den Patienten vorteilhaft und
gewlinscht und kann die Compliance erhéhen. Dies kann durch langsam freisetzende
lipophile Nanosuspensionen fiir viele Applikationen erreicht werden. [106, 108] Fir
lipidbasierte Nanosuspensionen wurde eine erhdhte Bioverfiigbarkeit auf vielen Wegen der
Administration nachgewiesen. [106, 108, 109, 112, 119] Lipophile Zubereitungen kénnen
auch eine erhéhte Membranpermeabilitdat und Wirkstoffaufnahme und damit eine erhohte

Bioverfiigbarkeit bewirken .[124, 125]

Zusatzlich ist eine selektive Anhdufung von Wirkstoffnanopartikeln in bestimmten Organen
basierend auf den Oberflacheneigenschaften und die Reduktion der Dosen und somit
Nebenwirkungen aufgrund der Selektivitat moglich. [126] Durch Nanosuspensionen kann die

Stabilitat erhoht [127] und die Beladung mit Wirkstoff erhoht werden. [128]
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Schwerlosliche Wirkstoffe, z. B. solche der BCS Klasse Il, sollten in wassrigen und
ausgewadhlten nichtwassrigen Dispergiermedien in Wirkstoffnanosuspensionen mit geringer
mittlerer PartikelgrofRe und einer homogenen PartikelgroRenverteilung tiberfihrt werden.
Die Vorteile in den Freisetzungseigenschaften dieser Wirkstoffnanosuspensionen sollten
bewiesen und unter Erhaltung ihrer Eigenschaften in thermodynamisch stabilere Systeme
Uberfliihrt werden. Darauf basierend sollten Mechanismen zur Kontrolle und gezielten

Steuerung der Freisetzung entwickelt werden.

Hinsichtlich der anzuwendenden Methoden zur PartikelgroBenreduktion soll die
Kugelmuhlentechnologie im Fokus dieser Arbeit stehen. In wassrigem Medium soll die
Herstellung zuvor entwickelter Rezepturen aus industrieller Perspektive mit einer
professionellen Mid-Size Riihrwerkskugelmiihle und im Hinblick auf Unterschiede des

Mahlgutes und die Grenzen des Verfahrens validiert werden.

Die Verwendung der Kugelmihlentechnologie in nichtwéassrigem Medium ist nicht sehr
verbreitet, obwohl es zahlreiche Anwendungen fir Wirkstoffnanosuspensionen in
nichtwassrigen Medien gibt und es Vorteile bietet, PartikelgroBenreduktion direkt im
lipophilen Medium durchzufiihren. In grundlegenden Studien sollten die Mechanismen der
PartikelgroRenreduktion in nichtwassrigen Medien untersucht, Zusammenhange der
Einflussfaktoren verstanden und darauf basierend Rezepturen fiir nichtwassrige
Wirkstoffnanosuspensionen entwickelt werden. Es sollten Wirkstoffsuspensionen mit
nanopartikularer und moglichst homogener PartikelgroRenverteilung direkt in einem

nichtwassrigen Dispergiermedium hergestellt werden.

Die Charakterisierung der PartikelgrofRenverteilungen mit Laserdiffraktometrie (LD) und
Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) liefert fiir wassrige Systeme unkompliziert und

schnell Ergebnisse.

Fiir die PartikelgroRenbestimmung in nichtwassrigen Medien stehen LD und PCS prinzipiell
nicht zur Verfligung, da sowohl Messgerate als auch Messverfahren auf wassrige Systeme
ausgelegt sind. Das zur Verfligung stehende LD kann aus technischen Griinden nicht mit
nichtwassrigen Systemen genutzt werden. Das Messprinzip der PCS basiert auf der

Veranderung des Streulichtmusters durch die Brownsche Molekularbewegung und ist
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dementsprechend sensitiv flr die Viskositat des Dispergiermediums. Durch Verwendung von
inerten Nanopartikeln bekannter Partikelgrof3e sollte versucht werden, lber die verfiigbaren
Variablen in der Software des ,Zetasizer Nano-ZS“ eine PartikelgréRenbestimmung in nicht

wassrigen Medien zu ermoglichen.

Die wassrigen und nichtwassrigen Wirkstoffnanosuspensionen sollten anhand der
PartikelgroRenverteilung und der damit verbundenen Auflése- und
Freisetzungseigenschaften charakterisiert werden, um die theoretisch erwarteten Vorteile
der Nanonisierung, auch im Vergleich zu Referenzsystemen, zu beweisen. Die erwartete
schnelle Wirkstofffreisetzung aus flissigen Wirkstoffnanosuspensionen sollte in
thermodynamisch stabilere, trockene Systeme Uberfiihrt und damit Gber einen langeren

Zeitraum erhalten werden.

Auf Basis systematischer Entwicklungen sollten so zunachst bewusst einfache Arzneiformen
aus den Wirkstoffnanosuspensionen hergestellt und die Wirkstofffreisetzung tGber die
Eigenschaften der Arzneiform, und damit unabhangig von den urspriinglichen Restriktionen

durch den Wirkstoff, kontrolliert werden.

Neben den einfachen Arzneiformen sollten auch neue Wege erforscht werden, um eine die

Wirkstofffreisetzung von in festen Arzneiformen zu kontrollieren.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Arzneistoffe

Die Arzneistoffe Nifedipin und Piroxicam wurden fiir diese Arbeit ausgewahlt, da die
Substanzen schwer wasserldslich und dennoch gut membranpermeabel sind (BSC-Klasse 2).
[84] Daneben wurden weitere Arzneistoffe wie Diclofenac (Saure), Diclofenac-Natriumsalz,
Hydrocortison, Hydrocortisonacetat, Dexamethason und Dexamethasondihydrogenphosphat

-Dinatrium (DSP) aufgrund ihrer Loslichkeit im jeweiligen Dispergiermedium verwendet.

Nifedipin

Nifedipin ist ein Calciumkanalblocker vom 1,4 Dihydropyridin-Typ (Nifedipin-Typ) und wird

zur Therapie von Hypertonie verwendet.

Tabelle 2.1.1.A: Physikochemische Eigenschaften Nifedipin [129-134]

Synonym Dimethyl-1,4-dihydro-2,6-dimethyl-4-(2-nitrophenyl)pyridin-3,5-dicarboxylat

Aussehen gelblich kristallines Pulver

Summenformel | C17H13N,0¢

Schmelzpunkt 172-174 °C

Brechungsindex | 1,558

Loslichkeiten praktisch unléslich in Wasser (56,3 mg/Lbei 25 °C),

Index of Refraction = 1.558 + 0.02
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Abb. 2.1.1.A: Strukturformel und Brechungsindex von Nifedipin [135]

Das fur diese Arbeit verwendete Nifedipin wurde von Bio Trend AG, CH-Wangen bezogen (u.

a. #0268BG03).

Piroxicam

Piroxicam ist ein , Nicht Steroidales Anti Rheumatikum® (NSAR). Chemisch handelt es sich um
eine Enolsaure (Piroxicam ist keine Carbonsdure, der saure Charakter wird durch Keto-enol-

Tautomerie erzeugt).

Tabelle 2.1.1.B: Physikochemische Eigenschaften Piroxicam [129-132, 134]

Synonym 4-Hydroxy-2-methyl-N-pyridin-2-yl-2H-1,2-benzothiazin-
3-carboxamid-1,1-dioxid

Aussehen weiles bis schwach gelbes, kristallines Pulver

Summenformel C15H13N304S

Schmelzpunkt 198-200 °C

Brechungsindex 1,714

Léslichkeiten praktisch unldslich in Wasser (23 mg/L bei 25 °C)

Index of Refraction =1.714 + 0.02
OH (@) N

X NH =

‘ PN
A
O (@)

Hs

Abb. 2.1.1.B: Strukturformel und Brechungsindex von Piroxicam [135]

Das fiir diese Arbeit verwendete Piroxicam wurde von Bio Trend AG, CH-Wangenbezogen (u.

a. #0290BG/02).
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Diclofenac (Sdure) und Diclofenac-Natriumsalz

Diclofenac (Sdure) und Diclofenac-Natriumsalz sind ebenfalls ,Nicht Steroidale Anti

Rheumatika® (NSAR). Chemisch handelt es sich bei Diclofenac um eine Phenylessigsaure.

Haufig werden Salze der Sdure verwendet.

Tabelle 2.1.1.C: Physikochemische Eigenschaften Diclofenac (Sdure) und Diclofenac-

Natriumsalz [129, 136]

Synonym Diclofenac (Saure): (2-[(2,6-Dichlorphenyl)amino]phenyl)essigsaure
Diclofenac-Natriumsalz: 2-[(2,6-Dichlorophenyl)amino]benzeneacetic
acidsodium salt

Aussehen Diclofenac (Saure): WeiBes Pulver
Diclofenac-Natriumsalz: WeiRes Pulver

Summenformel Diclofenac (Saure): C14H11CI2NO2
Diclofenac-Natriumsalz: C14H10Cl,2NNaO;

Schmelzpunkt Diclofenac (Saure): 157 °C
Diclofenac-Natriumsalz: 283 °C (Zersetzung)

Brechungsindex Diclofenac (Saure): 1.662
Diclofenac-Natriumsalz: n/a

Léslichkeiten Diclofenac (Saure): 2,37 mg/L bei 25 °C (Wasser)
Diclofenac-Natriumsalz: I6slich in Wasser

Cl
HN
HO o)
Cl

Abb. 2.1.1.C: Strukturformel von Diclofenac (Saure) [136]
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Das fiir diese Arbeit verwendete Diclofenac (Sdure) wurde von Farchemia s.r.l. bezogen

(Charge F090003).

Das fir diese Arbeit verwendete Diclofenac-Natriumsalz wurde von BASF SE Ludwigshafen

bezogen (Charge #090407-1).

Hydrocortison und Hydrocortisonacetat

Hydrocortison und Hydrocortisonacetat sind Glucocorticoide mit entziindungshemmender

Wirkung.

Tabelle 2.1.1.D: Physikochemische Eigenschaften Hydrocortison und Hydrocortisonacetat

[129, 136]

Synonym Hydrocortison: (11B)-11,17,21-Trihydroxypregn-4-en-3,20-dion
Hydrocortisonacetat: (118)-11,17-Dihydroxy-3,20-dioxopregn-4-en-21-yl-
acetat

Aussehen Hydrocortison: Kristallines, weil3es Pulver

Hydrocortisonacetat: WeilRes Pulver

Summenformel Hydrocortison: C21H3005

Hydrocortisonacetat: C,3H3,06

Schmelzpunkt Hydrocortison: 214,5 °C

Hydrocortisonacetat: 217,3 °C

Brechungsindex Hydrocortison:1.595

Hydrocortisonacetat: 1.573

Léslichkeiten Hydrocortison: 219,6 mg/L bei 25 °C (Wasser)

Hydrocortisonacetat: 38,71 mg/L bei 25 °C (Wasser)
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Abb. 2.1.1.D: Strukturformel von Hydrocortison [136]

Das fur diese Arbeit verwendete Hydrocortison wurde von Fahrhaus Pharma GmbH, D-

Hamburg bezogen (Charge #FP04070H).

Das fur diese Arbeit verwendete Hydrocortisonacetat wurde von Sigma Aldrich / Merck

KGaA, D- Darmstadt bezogen (Charge #39F0714).

Dexamethason und Dexamethasondihydrogenphosphat-Dinatrium (DSP)

Dexamethason und Dexamethasondihydrogenphosphat-Dinatrium (DSP) sind

Glucocorticoide mit entziindungshemmender Wirkung.
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Tabelle 2.1.1.E: Physikochemische Eigenschaften Dexamethason und

Dexamethasondihydrogenphosphat-Dinatrium (DSP) [129, 136]

Synonym Dexamethason: (11B,16a)-9-Fluor-11,17,21-trihydroxy-16-methylpregna-
1,4-dien-3,20-dion
DSP: Natrium-(11B,16a)-9-fluor-11,17-dihydroxy-16-methyl-3,20-
dioxopregna-1,4-dien-21-olat
Aussehen Dexamethason: Weil3es Pulver
DSP: WeiRes Pulver
Summenformel Dexamethason: Cz;H29FOs
DSP: C2H23FNaOs
Schmelzpunkt Dexamethason: 262 °C
DSP: n/a
Brechungsindex Dexamethason: 1.592
DSP:n/a
Léslichkeiten Dexamethason: 75,14 mg/L bei 25 °C

DSP: leicht |6slich bei 25 °C

Abb. 2.1.1.E Strukturformel von Dexamethason [136]

Das fur diese Arbeit verwendete Dexamethason wurde von FU Berlin Chemikalienausgabe

bezogen. (Charge n/a)

Das fir diese Arbeit verwendete Dexamethasondihydrogenphosphat-Dinatrium wurde von

Sanofi Aventis Deutschland GmbH D-65926 Frankfurt bezogen (Charge #1303467254).
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2.1.2 Hilfsstoffe

Nichtwassrige Grundlagen

Die nichtwassrigen, lipophilen Grundlagen wurden aufgrund chemischer Eigenschaften wie
Polaritat, Viskositat, (niedrige) Sdure-, Peroxid- und lodzahl, HLB, Mischbarkeit und den

moglichen Einsatzgebieten, z. B. in Parenteralia oder Ophthalmika, ausgewahlt.

Entsprechend des Europdischen Arzneibuches (Ph.Eur) darf fiir Parenteralia ausschlieRRlich
Wasser fur Injektionszwecke (Wfl) verwendet werden. Eine Ausnahme ist moglich, wenn
eine protrahierende Wirkung erwiinscht ist. Dann kénnen nichtwassrige Grundlagen
eingesetzt werden, die toxikologisch unbedenklich, vertraglich (lokal und chemisch),
pharmakologisch indifferent und physiologisch vertraglich sind. Die Viskositat darf nicht zu
hoch sein. [2] Neben natiirlichen Olen (z. B. Olivenél, Sesamdl), die teilweise aufgrund ihrer
hohen Viskositdt problematisch sind, werden daher bevorzugt Mittelkettige Triglyceride

eingesetzt.

In ophthalmischen Zubereitungen haben nichtwassrige Grundlagen den Vorteil einer

erhohten Verweildauer durch die gegeniliber Wasser meist erhdhte Viskositat.

Fir diese Arbeit wurden darauf basierend folgende drei Triglyceriddle (Neutral6le)

ausgewadhlt.

Miglyol 812®PH.EUR.8.0 (Mittelkettige Triglyceride Ph.Eur.)

Miglyol 812® ist eine synthetische Mischung aus Caprylsdure (CsH1602) und Caprinsdure
(C10H2002).

Tabelle 2.1.2.A: Eigenschaften Miglyol 812®[137, 138]

Dynamische Viskositat (20 °C) 25-33 mPa-s.
Dichte (20 °C) 0,93-0,96 g/cm3
Polaritat (Polarity index) 21,3 mN/m

Das fur diese Arbeit verwendete Miglyol 812 wurde von Cremer Oleo GmbH&Co. KG D-
Witten bzw. Caesar & Loretz (caelo) GmbH D-40721 Hilden bezogen (Charge u. a. #131011 +

#150327, #16124304).
Seite | 48




Ricinusol Ph.Eur. nativ, reinst

Natives Ricinusol (Cs7H10405) ist indifferent, gut vertraglich und viskoser als die meisten
Pflanzendle. Raffiniertes Rizinusol vermittelt bei ophthalmischer Anwendung guten Kontakt
zur und gute Spreitung auf der Hornhaut, sodass eine langere Verweilzeit am Auge zu

erwarten ist.

Tabelle 2.1.2.B: Eigenschaften Ricinusdl Ph.Eur [138, 139]

Dynamische Viskositat (20 °C) 950-1100 mPpa-s
Dichte (20 °C) 0,94-0,96 g/cm3
Polaritat (Polarity index) 19,2 mN/m

Das fiir diese Arbeit verwendete Ricinusol Ph.Eur wurde von Carl Roth GmbH + Co KG,

Schoemperlenstr. 3-5, D-76185 Karlsruhe bezogen (Charge #385232244).

Kokosnussdl (Coconut oil premium)

Kokosnussol hat einen hohen Anteil an gesattigten Fettsduren und ist bei Raumtemperatur

fest (Schmelzpunkt 23-26 °C).

Tabelle 2.1.2.C: Eigenschaften Kokosnussdl (Coconut oil premium) [140, 141]

Kinematische Viskositat (40 °C) 27,4 mm?/s
Dichte (20 °C) 0,92-0,94 g/cm3
Polaritat (Polarity index) 5,1 mN/m

Das fiir diese Arbeit verwendete Kokosnussél (Coconut oil premium) wurde von Veganz

GmbH D-10243 Berlin bezogen (Charge #L6130).

Dow Corning® Q7-9120)

Neben den Triglyceriddlen (Neutraldlen) wurde mit einem Polydimethylsiloxan (Dimeticon)
ein chemisch vollig anderes Material verwendet, das im GI-Trakt nicht resorbiert und

unverandert wieder ausgeschieden wird. Auch Uiber die Haut werden Polydimethylsiloxane
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nicht resorbiert. [142] Aufgrund der Struktur weisen Polydimethylsiloxane besondere
Eigenschaften auf: Es handelt sich um ein lineares Polymer, in dem Dimethylsilyl-Gruppen
Uber Sauerstoffbriicken miteinander in einer Kette verbunden sind. Der Polymerisationsgrad

bestimmt die Viskositat; es bleibt flissig bis hin zu sehr hohen molekularen Gewichten.

RS I
H;C— ?i— O—1— ?i— O+ ?i— CHs
CH, CH, | CH;
— - n

Abb. 2.1.2: Polydimethylsiloxan [143]

Wenngleich das Siloxan-Rickgrat aus polaren Si-O-Si-Bindungen besteht, sind Polydimethyl-
Siloxane sehr hydrophobe Verbindungen, da die Methylgruppen das polare Riickgrat
abschirmen. Dadurch ergeben sich einerseits eine gewisse Ahnlichkeit zu Wasser (klar,
vergleichbare Viskositdt bei Q7-9120 20 cSt, weitgehend geruchslos) und andererseits die
besonderen Eigenschaften eines Silikonodles (wasserabweisend, stark spreitend,
Permeabilitat). Fir die Arbeit wurde Dow Corning® Q7-9120 Silicone Fluid ausgewadhlt, da es
Uber umfangreiche Eignung fur Arzneimittel verfiigt. Q7-9120 entspricht der NF-Monografie
fir ,,Dimethicone NF“, allen relevanten Monografien der USP sowie den Monografien des
Europdischen Arzneibuches fiir ,,Dimethicone EP“. Ein DMF (Drug Master File) ist ebenso
vorhanden wie ein CoS (Certificate of Suitability). Q7-9120 ist nicht geeignet fiir den Einsatz
in Parenteralia. Q7-9120 wird in topischen pharmazeutischen Produkten und Kosmetika

angewendet.

Tabelle 2.1.2.D: Eigenschaften von Q7-9120

Kinematische Viskositat (25 °C) 20 mm?/s
Dichte (25 °C) 0,951 g/cm?
Brechungsindex 1,4018

Das fiir diese Arbeit verwendete Q7-9120 Silicone Fluid wurde von Dow Corning®, USA

bezogen (Charge #0004252516).
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Oberflachenaktive Substanzen (Tenside)

Tabelle 2.1.2.D: Oberflaichenaktive Substanzen (Tenside)

Material Hersteller/Lieferant Charge HLB
Poloxamer 188 (Lutrol F68) BASF SE, D-Ludwigshafen #51633115 29
SDS (Natriumdodecylsulfat) / Fluka Chemie, CH-Buchs #409067/130801 | 40
Texapon K12 PH

Polysorbat 80 (Tween 80) / E433 | Caelo AG -D-Hilden #53445106 15
Transcutol HP® Gattefossé SAS, F-Saint Priest #450829025 n/a
Plurol Oleique CC 497 Gattefossé SAS, F-Saint Priest #110017 3
Labrafil M1944CS® Gattefossé SAS, F-Saint Priest #119625 4
Labrafil M2125CS® Gattefossé SAS, F-Saint Priest #119876 4
Labrasol Gattefossé SAS, F-Saint Priest #143462 12
Lauroglycol 90® Gattefossé SAS, F-Saint Priest #114814 5
Sorbitan-Trioleate (Span85®) Sigma-Aldrich Chemie, CH-Buchs | #437068/1 1,8
Tagat TO® (Polyoxyethylen-25-glyceryl- FU Berlin Chemikalienausgabe n/a 11,3
trioleat)

Caprol 3GO® ABITEC Corporation #080922 16,2
Caprol MGPQO® ABITEC Corporation #080317 8,5
Caprol PGE-860°® ABITEC Corporation #080921-6 11
Caprol ET® ABITEC Corporation #070831-7 n/a
Cetylalkohol (1-Hexadecanol) FU Berlin Chemikalienausgabe n/a 12/15.5
Stearyalkohol FU Berlin Chemikalienausgabe n/a 14
Cetylstearylalkohol (Lanette O) FU Berlin Chemikalienausgabe n/a 1/5
(Lanette N) (cetylalkohol FU Berlin Chemikalienausgabe n/a 7
(80):Cetylstearylsulfat (20))

Aluminiumstearat FU Berlin Chemikalienausgabe n/a n/a
Glycerolmonostearat (Imwitor) FU Berlin Chemikalienausgabe n/a n/a
KF6105® (Lauryl-Polyglyceryl-3- Shin-Etsu Chemical Co., Ltd, #810012 3-4
Polydimethylsiloxyethyl-Dimethicone (INCI)) | Tokyo; Japan

KF6038® (Lauryl-PEG-9- Shin-Etsu Chemical Co., Ltd, #903051 3,0
Polymethylsiloxyethyl-Dimethicone (INCI)) Tokyo; Japan

KF-6104% (polyglyceryl-3- Shin-Etsu Chemical Co., Ltd, #805015 3-4
Polydimethylsiloxyethyl-Dimethicone (INCI)) Tokyo; Japan
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Tabelle 2.1.2.E: Mahlkugeln

Material Hersteller/Lieferant Charge
ZY-P 0,25-0,35 mm Premium SiLibeads - Sigmund #1510128
(Zirkonoxyd Kugeln Yttrium- Lindner GmbH, D-

stabilisiert) Warmensteinach

Zirkoniumoxid (YSZ - yttria stabilized | FU Berlin n/a
zirconia) 0,1-0,2 mm und 0,4-0,6 Chemikalienausgabe

mm

Tabelle 2.1.2.F: Referenzsubstanz zur PCS Validierung

Material Hersteller/Lieferant Charge
Zirconiumdioxid (ZrO3) in Miglyol Particular GmbH n/a
812°, Lise-Meitner-Str. 9

mittlere PartikelgroRe 150 nm D- 31303 Burgdorf

Tabelle 2.1.2.G: Sonstige Hilfsstoffe

Material Hersteller/Lieferant Charge
Lactose-Monohydrat (Lactose Caelo, D-Hilden n/a
wasserfrei, Milchzucker, Saccharum

lactis),

Maisstarke (Maydis amylum) Caelo, D-Hildenn/a n/a
Mikrokristalline Cellulose (MCC) / FMC BioPolymer n/a
(Avicel PH 101)

Hydroxypropylmethylcellulose The Dow Chemical n/a
(Methocel®) Company

Kollidon K30® (Polyvinylpyrrolidon, BASF SE, D-Ludwigshafen n/a

PVP)
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Tragersubstanzen / Pordse Materialien

AEROPERL®

AEROPERL® ist granulierte pyrogene Kieselsdaure von Degussa AG, Duisseldorf. Chemisch
handelt es sich um SiO3, im Gegensatz zum feinpulvrigen Aerosil®, jedoch als kugelformiges,
mechanisch stabiles und hochpordses Granulat mit einer mittleren PartikelgréRe von etwa

30 um. AEROPERL® ist weitgehend inert.

AEROPERL® wird von Degussa aufgrund seiner Porositat als , Trager fliissiger oder pastoser
Wirk- und Duftstoffe, Aromen oder anderer Fliissigkeiten, die in pulvrigen Formulierungen
eingearbeitet werden missen”, als sogenannter ,,Dry Binder” angeboten. Das Prinzip dabei
ist, dass die einzuarbeitenden Flissigkeiten aufgrund des hohen Porenvolumens absorbiert
werden, wobei der Trager trocken und rieselfdahig und somit leicht weiterzuverarbeiten
bleibt. Beim Verpressen soll dann die Flissigkeit wieder abgegeben werden und z. B. als
Binder dienen. AEROPERL® 300 Pharma ist hochreines granuliertes kolloidales Silikondioxid,
das fiir den Einsatz in pharmazeutischen Produkten entsprechend NF/USP und der Ph.Eur.

Monografie 0434 (Hochdisperses Siliciumdioxid) getestet wurde.

Tabelle 2.1.2.H: Physikochemische Daten von AEROPERL® 300 Pharma [144]

Eigenschaft Einheit Typischer Wert
Spezifische Oberflache (BET) m?/g ca. 300
Durchschnittliche PartikelgroRe (Granulat) pm ca. 30
Stampfdichte (nach DIN EN ISO 787/11, Aug. 1983) g/l ca. 280
Trocknungsverlust (Feuchtigkeit) nach USP/NF wt. % <25
SiO,-Gehalt nach USP/NF und Ph. Eur. wt. % 99.0-100.5
PorengroRenverteilung (unverbindliche Mesoporen (2 - 50 nm):
Herstellerangaben und [145]) ca. 1,8 cm?/g,

Makroporen (> 50 nm):
ca. 2,5 cm?/g. Weniger
als0,5% <5nm
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100 X

| 100 um

Aeroperl Aeroperl

| 4620 4621
8 Pharm. Tech : Pharm. Tech

Uni Tiibingen Uni Tiibingen

SEM Aeroperl® 300 Pharma (100 x) SEM Aeroperl® 300 Pharma (3000 x)

Abb. 2.1.2.A: SEM-Aufnahmen von AEROPERL® 300 Pharma [146]

NEUSILIN® UFL2 (Pulver) und NEUSILIN® US2 (Granulat)

NEUSILIN® ist eine synthetische, amorphe Form von Magnesium-Aluminium-Metasilikat von
Fuji Chemical Industry Co., Ltd., Tokyo, Japan. NEUSILIN® hat die Summenformel
Al;,03-Mg01x7Si02-xH20 und wird von Fuji Chemical als Hilfsstoff zur Granulierung und

Direkttablettierung, in Japan bereits seit Gber 50 Jahren, vermarket.

NEUSILIN®, als Pulver oder Granulat, hat eine grofRe spezifische Oberflache und somit
Aufnahmekapazitat fiir wassrige oder olige Flissigkeiten. NEUSILIN® enthalt entweder
Tetraeder oder Oktaeder von Aluminium, Oktaeder von Magnesium und Tetraeder von
Silicium, die zufallig angeordnet sind und so eine komplexe dreidimensionale Struktur bilden.
Es sind pulverférmige und granulierte sowie neutrale und alkalische Sorten verfligbar. Fir

diese Arbeit wurden die neutralen Sorten, pulverférmig und granuliert, verwendet.
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Tabelle 2.1.2.1: Physikochemische Daten von NEUSILIN® [147]

UFL2 (Pulver)

US2 (Granulat)

Eigenschaft Einheit Typischer Wert [Typischer Wert
Spezifische Oberfldche (BET) m2/g 300 300
Durchschnittliche PartikelgroRe (Granulat) pHm n.a 44-177
Stampfdichte g/ml 0,10-0,17 0,16-0,22
Trocknungsverlust (Feuchtigkeit) nach USP/NF wt. % <7 <7
pH nach USP/NF und Ph. Eur. 6,0-8,0 6,0-8,0
PorengroRRenverteilung [148] Angstrom |n. a 50-60

SEM NEUSILIN® UFL2 (20.000 x)

W14 3mm 2. 0

SEM NEUSILIN® US2 (700 x)

Abb. 2.1.2.B: SEM-Aufnahmen von NEUSILIN® UFL2 und US2 [147]
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2.2 Herstellung von Nanosuspensionen

2.2.1 Hochdruckhomogenisation

Zur Hochdruckhomogenisation wurden verschiedene Exemplare eines APV LAB 40 (APV
Homogenizer Systems (Technischer Support durch GEA Niro Soavi Deutschland GmbH, D-

Libeck)) verwendet.

Die PartikelgroRenreduktion kann durch die Anzahl der Homogenisierzyklen und den jeweils
angewendeten Homogenisierdruck beeinflusst werden. Die verwendeten Parameter sind im

jeweiligen Kapitel genannt.

2.2.2 Mahlung mit Kugelmiihlen

Es wurden zwei Varianten der Kugelmihlentechnologie eingesetzt.

Fiir grundlegende Studien im Labormalstab wurden , Becherglasmiihlen” verwendet. Diese

bestehen aus einem Becherglas, einem passenden Magnetriihrstab (Rihrfisch) und einem
Magnetriihrer mit ausreichender Drehzahl. In diese wurden die Komponenten
(nichtwassriges Dispergiermedium, Mahlkugeln, Mahlgut (API) und Tensid) in den zu
untersuchenden Arten und Mengenverhaltnissen eingefligt und mit unterschiedlichen

Geschwindigkeiten und Prozesszeiten gemahlen.

Fir die ,Becherglasmihle” wurden folgende Komponenten gewahlt: Becherglas (Schott
Duran® 25 ml (Durchmesser 34 mmm Hohe 50 mm)), 30 mm Magnetrihrstab (Rihrfisch),
Magnetrihrer (z. B. IKA RCT, NeoLab) mit mindestens 1250 U/min. Die Lange des
Magnetriihrstabes (Rihrfisch) wurde so gewahlt, dass er den Durchmesser des Becherglases
exakt ausfillt, um sicherzustellen, dass das gesamte System gleichmaRig bewegt wird. Die

tatsachliche Drehzahl der Magnetrihrer wurde vor Benutzung ermittelt und kalibriert.

Alle verwendeten Mahlkugeln bestanden aus mit Yttriumoxid stabilisiertem Zirkoniumoxid in
verschiedenen GréRen (0,15-0,25mm (,,0,2dmm*) / 0,25-0,35mm (,,0,3mm*) / 0,4-0,6 mm

(,,0,5mm*“)); Bezugsquellen siehe Kapitel 2.

Fiir Validierungen und Versuche in gréRerem Mal3stab wurde die Rihrwerkskugelmiihle

Blhler PML-2 (Buhler AG, CH-Uzwil) mit folgenden Parametern eingesetzt:
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Tabelle 2.2.2: Typische Parameter Biihler PML-2:

Parameter Wert
ChargengréBe (Volumen Mahlraum (incl. Mahlperlen)) 2000 g
Drehzahl des Rotors 2000 U/min
Leistung der Produktpumpe 10%
Temperatur des Wasserbades zur Kithlung 1°C
Mahlperlen (yttria stabilized zirconium (YSZ)) 0,4-0,6mm
Modus (kontinuierlich / Passagenmodus) Passagenmodus
Prozesszeit (@ Dauer einer Passage) 8 Minuten

2.3 Analytische Methoden

2.3.1 Laserdiffraktometrie (LD)

Fiir die Analyse von fllssig (wassrig und nichtwassrig) dispergierter Partikel wurde ein

Malvern Mastersizer 2000 (Malvern Instruments GmbH, D-Herrenberg) verwendet.

Die verwendete Software ,,Mastersizer 2000“ (Version 5.54) ermoglicht eine Einflussnahme

auf die mathematische Berechnung der PartikelgroBen durch Auswahl des

Berechnungsmodells (Fraunhofer, Mie) oder durch die Eingabe der optischen Parameter

(Brechungsindizes von Probe und Dispergiermedium).

Im Rahmen der Arbeit verwendete Parameter:

- Mie-Theorie

- Brechungsindex Wasser: 1,332 / Partikel: 1,456 (real), 0,001 (imaginar)

- Variierende Einstellungen fiur Ultraschall und Riihrergeschwindigkeit (Standard-

Rahrer 2975 U/min; ggf. Anpassung, Ultraschall generell probenabhéangig)

- Software ,Mastersizer 2000, Version 5.54 (Malvern Instruments GmbH, D-

Herrenberg)

- Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte aus flinf (5) Einzelmessungen der

jeweiligen Probe (berechnet durch die o. g. Software / Excel-Sheets).

Fir die Analyse trockener Partikel (Granulate) wurde ein Beckmann Coulter LS230 mit ,,Dry-

Powder-Modul“ (Beckmann Coulter GmbH - Particle Characterization, D-Krefeld) verwendet.
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2.3.2 Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS)

Flr Photonenkorrelationsspektroskopie wurde ein Malvern Zetasizer Nano-ZS (Malvern

Instruments, D-Herrenberg) verwendet.

Verwendete Parameter wassrige Systeme:

Probenaufbereitung: 10 ul Probe ad 10 ml. Davon ca. 1,5 ml zur Messung
Einweg-Polystyren-Kiivetten (,,DTS00012 Disposable Sizing Cuvette®)

Fllhohe Kiivetten (entsprechend der Geratevorgabe) zwischen 1,0 und 1,5 cm [84]
Dispersion Technology Software, Version 5.00 (Malvern Instruments GmbH,
Herrenberg, Germany)

SOP ,,Nonclear 25C Nanosusp 10 Einzelm.sop” (1 Run = 10 sec; 10 Einzelmessungen,
25° C, Dispersant: Wasser (25° C, Viskositat: 0,8872 cP (mPas), Brechungsindex:
1,330), Material: Polystyrene Latex (Brechungsindex: 1,590, Absorption: 0,01, Data
Processing: ,,normal resolution®)

Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte aus zehn (10) Einzelmessungen der

jeweiligen Probe (berechnet durch Excel-Sheets)

Abweichend verwendete Parameter nichtwdassrige Systeme:

Probenaufbereitung: 10 ul Probe ad 2 ml. Davon ca. 1,5 ml zur Messung

SOP ,Nonclear 25C Nanosusp 10 Einzelm.AB.2.NAQ" (1 Run = 10 sec; 10
Einzelmessungen, 25 °C, Dispersant: Miglyol 812 (25 °C, Viskositat: 30,000 cP (mPas),
Brechungsindex: 1,450) [137], Material: Polystyrene Latex (Brechungsindex: 1,590,

Absorption: 0,01, Data Processing: ,,normal resolution®)

Abweichend verwendete Parameter Validierung:

Probenaufbereitung: direkte Vermessung, keine Verdiinnung

SOP ,Nonclear 25C Nanosusp 10 Einzelm.AB.2.ZrO.NAQ" (1 Run = 10 sec; 10
Einzelmessungen, 25 °C, Dispersant: Miglyol 812 (25 °C, Viskositat: 30,000 cP (mPas),
Brechungsindex: 1,450) [137], Material: ZrO (Brechungsindex: 2,152, Absorption:

0,01, Data Processing: ,,normal resolution®)
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2.3.3 Lichtmikroskopie

Die Lichtmikroskopie ist als bildgebendes Verfahren eine wichtige Erganzung zu den
Laserstreulichtverfahren (LD und PCS). Im Gegensatz zu diesen bietet die Lichtmikroskopie
den Vorteil der Darstellung eines realen Bildes, wodurch neben der Information Uiber die
PartikelgroRen bzw. PartikelgroRenverteilung auch Informationen tber die Partikelformen
erhalten werden. Wahrend die Laserstreulichtverfahren den Durchmesser dquivalenter
Kugeln liefern, kann mittels der Lichtmikroskopie die tatsdchliche Partikelform und -gréRe
analysiert werden. Durch die Identifizierung von Aggregaten oder die Beurteilung der
Kristallinitat werden wichtige Zusatzinformationen erhalten. Ferner kdnnen mittels
Lichtmikroskopie Partikel aulRerhalb des Messbereiches der Laserstreulichtverfahren
detektiert werden. Im Rahmen dieser Arbeit erwies sich die Lichtmikroskopie als wertvolle
Alternative zur Charakterisierung von nichtwassrigen Nanosuspensionen, die zunachst nicht

durch die Laserstreulichtverfahren vermessen werden konnten.

Ein grundsatzlicher Nachteil der Lichtmikroskopie ist das erreichbare Aufldsungsvermogen,
das durch die Beugung des Lichtes begrenzt wird und von der eingesetzten Wellenlange A
abhangig ist. Die erreichbare Auflosung wird definiert als der minimale Abstand dmin
zwischen zwei Punkten, die noch getrennt wahrgenommen werden kénnen. Nach Abbe wird

die Abbesche Auflésungsgrenze wie folgt definiert: Siehe Gleichung 2.3.3.

A

nsina

dmin =

Gleichung 2.3.3: Abbesche Auflosungsgrenze [149]

dmin = minimaler Abstand getrennt wahrnehmbarer Objekte
A = Wellenlénge des Lichtes
n = Brechungszahl des Immersionsmediums

sina = Sinus des Akzeptanzwinkels (halber objektseitiger Offnungswinkel)

Die maximal erreichbare Auflésung wird demnach durch die Wellenlange des eingesetzten
Lichtes und den Brechungsindex des verwendeten Immersionsmediums bestimmt. Unter
optimalen Bedingungen, bei Verwendung von violettem Licht (A = 400 nm) und einem

Immersionsmedium mit moglichst hohem Brechungsindex, ergibt sich theoretisch eine
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maximale Auflésung von 200 nm. [17] Realistisch ist eine maximale Aufldsung von 500 nm,
kleinere Details werden durch die Welleneigenschaften des Lichts Gberdeckt. [149, 150] In

diesem Bereich sollten andere bildgebende Technologien eingesetzt werden. [151]

VergréRerungen von 160 x und 630 x sind geeignet, um einen Uberblick tiber das
Probenkollektiv zu bekommen. Mit der 1000-fachen VergroRerung kdnnen Details beurteilt

und Partikelgrofen vermessen werden.

Bei Verwendung der 1000-fachen VergroRerung ist ein Immersionsfilm aus z. B. Silikondl
zwischen Objektiv und Deckglas erforderlich. Aufgrund des im Vergleich zur Luft (n = 1)
hohen Brechungsindexes des verwendeten Silikondls (n = ca. 1,4) wird nach Gleichung 2.3.3

die Auflésung vergrofert.

Die Software der verwendeten Mikroskope bietet die Moglichkeit, PartikelgroRen auf den
angefertigten Bildern zu vermessen. Dazu muss das Messtool der Software anhand eines

Referenzobjektes, welches entsprechende GréRenbalken enthélt, kalibriert werden.

Zur Probenaufbereitung reicht in der Regel die Verdiinnung der relativ hochkonzentrierten

Suspensionen mit Dispersionsmedium.

Im Rahmen der Arbeit verwendete Parameter:

Probenaufbereitung: Verdiinnung der Probe (probenspezifisch)

- Verwendete VergréRerungen: Ubersicht mit 160 x + 630 x, Details mit 1000 x
- Immersionsmittel fir 1000 x: Silikondl (Brechungsindex 1,4)

- Mikroskope und Software, siehe Gerateliste (2.4)

III

- Kalibrierungsdatei zur PartikelgroRenmessung: ,, 1000 ansgar2.ca
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2.3.4 Chemische Charakterisierung

Ein weiterer zentraler Bestandteil dieser Arbeit waren Freisetzungsversuche. Die im Rahmen
der Dissolutionsstudien und dariiber hinaus erforderlichen Gehaltsbestimmungen wurden
mit High Pressure (High Performance) Liquid Chromatography (HPLC) und UV/VIS-
Spektroskopie durchgefiihrt.

High Pressure (High Performance) Liquid Chromatography (HPLC)

HPLC-Untersuchungen wurden fiir Gehaltsbestimmungen der Arzneistoffe Nifedipin und
Piroxicam verwendet. Die Auswahl und Entwicklung der Methoden erfolgte auf Basis der
entsprechenden Ph.Eur.-Monografien [129] (siehe dazu die Tabellen 2.3.4.A und 2.3.4.B).
Gemessen wurde mit einer Anlage der Firma KONTRON (Kontron AG, Neufahrn,
Deutschland) in Kombination mit der Software KromaSystem® 2000, Version: 1.83 (Bio-Tek
Kontron Instruments GmbH, Neufahrn, Deutschland), zur Steuerung des Gerates sowie zur

Auswertung und einem nachgeschalteten UV-VIS-Detektor (,,Detect 430“).

Die Auswertung der Kalibriergeraden sowie der Rohdaten (Peakflachen, AUC) erfolgte mit
geeigneten Excel-Sheets (Excel 2007). Fir jede Messreihe wurden Kalibriergeraden zur
Ermittlung der Konzentrationen erstellt, indem definierte Verdiinnungsreihen aus
Stammlosungen der reinen Arzneistoffe unter Bericksichtigung ihres Gehalts (laut
Analysenzertifikat) mit der jeweiligen Methode bestimmt wurden. Zur Ermittlung
eventueller Verunreinigungen der verwendeten Saulen wurde ferner in jeder Messreihe ein

,Blank-Wert“ der mobilen Phase bestimmt.

Fir Nifedipin wurden zwei verschiedene HPLC-Methoden verwendet. Methode 2
(Eurospher-Saule) zeichnet sich durch eine bessere Auflésung aus, hat jedoch den Nachteil

einer langeren Retentionszeit.

Bei der HPLC-Analytik zeigte sich die Instabilitat von Nifedipin (Lichtempfindlichkeit) durch
das Auftreten von zwei getrennten Peaks, deren GroRenverhaltnisse zueinander (AUC) sich
im Verlauf einer Messreihe ggf. gedndert haben. Eine Arbeit unter vollstandigem Lichtschutz
war aufgrund der verfligbaren Infrastruktur nicht moglich. Die AUC beider Peaks wurden

addiert und zur Auswertung verwendet. Die Ergebnisse validieren dieses Vorgehen.
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Tabelle 2.3.4.A.1: Methode 1 fiir die HPLC-Analytik von Nifedipin (,,Partisil“)

Gerateparameter

Wert

Saule

Partisil ODS-3 /5 um

L=250mm, @ =4,6 mm

Einspritzvolumen

20 ul

Durchflussrate

1,0 ml/min

Retentionszeit

etwa 20,0 min

Druck 177 bar

Saulenofen 25°C

Detektion UV-VIS 254 nm

Puffer 1,4196 g/l Dinariumhydrogenphosphat mit H3PO4 eingestellt auf pH 6,1
Mobile Phase Puffer: Methanol 45:55 (V/V)

Tabelle 2.3.4.A.2: Methode 2 fiir die HPLC-Analytik von Nifedipin (,,Eurospher”)

Gerateparameter

Wert

Saule

Eurospher 100 C18 / 5 um

L=150mm, @ =4,6 mm // 1 =250 mm, $=4,6 mm

Einspritzvolumen

20 ul

Durchflussrate

1,0 ml/min

Retentionszeit

etwa 30,0 min // 21 min

Druck 100 bar // 194 bar

Sdulenofen 25°C

Detektion UV-VIS 254 nm

Puffer 1,4196 g/l Dinariumhydrogenphosphat mit H3PO4 eingestellt auf pH 6,1
Mobile Phase Puffer: Methanol 45:55 (V/V)

Seite | 62




Tabelle 2.3.4.B: Methode fiur die HPLC-Analytik von Piroxicam

Gerateparameter Wert
Saule Eurospher 100 C18 / 5 um
L =250 mm, #=4,0 mm
Einspritzvolumen 20 ul
Durchflussrate 1,0 ml/min
Retentionszeit etwa 9,5 min
Druck 82 bar
Sdulenofen 40°C
Detektion UV-VIS 230 nm
Puffer 6,81 g/l Kaliumdihydrogenphosphat mit H3PO,4 eingestellt auf pH 3,0
Mobile Phase Puffer: Acetonitril 60:40 (V/V)

UV/VIS Spektroskopie

UV/VIS Spektroskopie wurde fur die Gehaltsbestimmungen von
Dexamethasondihydrogenphosphat-Dinatrium (DSP) verwendet. Die Absorption wurde beim

empirisch ermittelten Absorptionsmaximum von 242 nm in 1 cm Quarzkivetten gemessen.

Gemessen wurde mit einer Anlage der Firma Agilent (Agilent 8453, S.-NR. DE60400846)
(Agilent Technologies, 679 Springvale Road, Mulgrave, Victoria, Australia) in Kombination

mit der Agilent ChemStation Software, Version: 845x (Agilent Technologies).

Die Auswertung der Kalibriergeraden sowie der Rohdaten erfolgte mit geeigneten Excel-

Sheets (Excel 365).

Die Berechnungen erfolgten anhand einer initial erstellten Kalibriergeraden, welche auf Basis
einer definierten Verdiinnungsreihe aus Stammlésungen des reinen Arzneistoffes unter

Beriicksichtigung des Gehalts laut Analysenzertifikat bestimmt wurde.

Flr jede Messreihe wurde ein ,Blank-Wert” des Mediums (Kiinstliche TranenflUssigkeit)

bestimmt.
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2.3.5 Freisetzung (Dissolution)

Versuche zur Bestimmung des Auflésungsverhaltens (Freisetzung- bzw.

Dissolutionsexperimente) in wassrigen Medien wurden in Anlehnung an die ,United States

Pharmacopeia® (USP)-Monografie , Dissolution” nach Standard Operating Procedure SOP A-

DISS-091207 ,Auflésungs- und Freisetzungskinetik nach USP Paddle” durchgefiihrt.

Um die Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten, wurde stets mit der Freisetzungsapparatur
,PharmaTest Type PTW S IlI“ gearbeitet, die den Anforderungen der USP-Monografie
,Dissolution” entspricht. Ublicherweise wurde mit 6 Ansitzen parallel gearbeitet, im

Minimum mit 3 Ansatzen.

Die Freisetzung wurde in 900 ml Aqua Purificata, ungepuffert, bei 37 °C und einer
Rihrergeschwindigkeit von 100 U/min durchgefiihrt. Der Probenzug erfolgte nach einem
produktspezifischen Probenzugplan. Ublicherweise erfolgte der Probenzug nach 5, 10, 15,
30, 60, 120, 240, 360, 480 und ggf. 1440 Minuten. Bei schnell freisetzenden Zubereitungen
wurden die Probenzugintervalle zu Beginn des Versuches verkiirzt, so dass die
Ergebnisauflésung im entscheidenden Bereich erhoht wurde. (Probenzug nach 2, 5, 7, 10, 30,

60 und 120 Minuten). Die Temperatur wurde bei jedem Probenzug tGberprift.

Der Probenzug wurde mit einer 5 ml Einmalspritze (B. Braun, Melsungen Deutschland) unter
Zuhilfenahme eines Nadelaufsatzes aus der GefaBRmitte oberhalb des Riihrers durchgefiihrt.
Die gezogene Probe wurde durch einen 0,1 um-Celluloseacetat-Filter (Sartorius AG,
Gottingen, Deutschland) filtriert. Von den entnommenen 5 ml wurden 3 ml durch den Filter
verworfen, die verbleibenden 2 ml wurden fiir die HPLC- Analytik in EppendorfgefdlRe
abgefillt. Dieses Vorgehen basiert auf fiir Nifedipin und Piroxicam initial durchgefiihrten

Untersuchungen zur Filtersattigung.

Dabei wurde, soweit moglich, unter Sink-Bedingungen gearbeitet. Dies bedeutet, dass die
Gesamtkonzentration (c) an zu untersuchendem Material am Versuchsende maximal 10 %
der entsprechenden Sattigungsloslichkeit betragt. (c < 0,1 (-0,2) ¢s [2]; ¢ < 0,1 ¢ [152]) Dazu
wurde die Sattigungsloslichkeit der zu bestimmenden Substanz im betreffenden Medium aus
der Literatur oder anhand eigener Untersuchungen ermittelt und, sofern technisch méglich,

eine maximal 10 % der Sattigungsloslichkeit entsprechenden Menge als Probe eingesetzt.
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Freisetzungsuntersuchungen von Dexamethasondihydrogenphosphat-Dinatrium (DSP) aus

nichtwassrigen Medien wurden sowohl nach der USP-Paddle-Methode als auch mit Franz-

Diffusionszellen durchgefihrt.

In Anlehnung an Bedingungen im menschlichen Auge wurde als Freisetzungsmedium
kiinstliche Tranenfllssigkeit (pH 7,4) verwendet (Zusammensetzung siehe Tabelle 2.3.5.A),

die Temperatur der des menschlichen Auges (Oberflache, 32 °C-34 °C) angepasst.

Die Versuche nach der USP-Paddle-Methode wurden in 500 ml kiinstlicher Tranenflissigkeit,
bei 33 °C und einer Riuhrergeschwindigkeit von 25 U/min, 60 U/min, 150 U/min und 200
U/min durchgefiihrt. Die berichteten Ergebnisse wurden mit einer Geschwindigkeit von 200
U/min erzielt. Der Probenzug erfolgte nach 1, 10, 20, 30, 40, 50, 60, und 120 min. Die
Probenahme (exakt 2,5 ml) erfolgte manuell mit einer Eppendorf-Pipette. Die entnommene

Probemenge wurde durch frisches Medium ersetzt.

Tabelle 2.3.5.A: Rezeptur , Kinstliche TranenflUssigkeit”

Material Menge (g)
NaHCO3 2,18

NaCl 6,78

CaCl; 0,063

KCl 1,38

Aqgua Dest. Ad 1000

Die Versuche mit Franz-Diffusionszellen wurden ebenfalls mit kiinstlicher Tranenfllssigkeit
durchgefiihrt. Das Wasserbad wurde auf 34 °C temperiert, so dass die Temperatur im
Inneren der Zelle 32 °C betrug. Zwischen Donor- und Akzeptorzelle wurde eine Membran mit
einer PorengroRe/Molekilmasse von 12-14 kDa verwendet, die vor jedem Einsatz fir 30
Minuten im Medium aquilibriert wurde. Die Rihrergeschwindigkeit betrug 300 U/min. Der
Probenzug erfolgte nach 1, 30, 60, 90, 120, 150, und 180 min. Die Probenahme (exakt 2,5 ml)
erfolgte mit Spritze (B. Braun, Melsungen Deutschland) und Nadel (Ebenfalls B. Braun, ¢ 0.80
x 80 mm 21G x 3 1/8”). Die entnommene Probemenge wurde jeweils durch frisches Medium
ersetzt. Am Ende jedes Versuches wurde der Inhalt der Franz-Diffusionszelle in einem
Messzylinder bestimmt. Die verwendeten Franz-Zellen hatten ein Volumen von 11,7 ml.
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2.4 Gerateliste

Homogenisator

APV LAB 40, APV Homogenizer Systems; Technischer Support durch GEA
Niro Soavi Deutschland GmbH, D-Liibeck

Rihrwerkskugelmiihle

Buhler PML-2, Buhler AG, CH-Uzwil

Schwingmihle

Retsch Schwingmihle MM 2000, Retsch GmbH, D-Haan, Teflon-
Mahlkammer, Keramikkugeln (¢ 10,050 mm), Metallkugeln (¢ 12,035

mm)

LD 1 Malvern Mastersizer 2000, Malvern Instruments GmbH, D-Herrenberg

LD 2 Beckmann Coulter LS230 mit ,,Dry-Powder-Modul“ Beckmann Coulter
GmbH - Particle Characterization, D-Krefeld

PCS Malvern Zetasizer Nano-ZS, Malvern Instruments, D-Herrenberg

HPLC KONTRON, Kontron AG, Neufahrn, Deutschland. Software
KromaSystem® 2000, Version: 1.83, Bio-Tek Kontron Instruments GmbH,
Neufahrn, Deutschland. UV-VIS-Detektor Detect 430, Kontron AG, D-
Neufahrn

uv Agilent (Agilent 8453, S.-NR. DE60400846) (Agilent Technologies, 679

Springvale Road, Mulgrave, Victoria, Australia) in Kombination mit der

Agilent ChemStation Software, Version: 845x (Agilent Technologies).

Durchlichtmikroskope

- Leitz Orthoplan, Leitz Wetzlar GmbH, D-Wetzlar; mit einer im Tubus des
Mikroskops montierten USB-Farbdigitalkamera (DCM 130, 1,3 MP) und
mit der Software ,Imageview”

- Motic BA 210 mit Moticam 3.0 M und der Software Motic Image Plus
2.0, Motic Deutschland GmbH, D-Wetzlar

Refraktometer

LATR W“-Serie, Schmidt + Haensch GmbH & Co, D-Berlin

Magnetriihrer

IKA KOMBIMAG, IKA®-Werke GmbH & CO. KG, D-Staufen
neolab, neolLab Migge GmbH, D-Heidelberg
Drehzahl kalibriert mit Digital tachometer PFM 1205

Schittelinkubator

NBSC innova 4230, New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA

Vortex

Vortex VV3, VWR International GmbH, D-Darmstadt

Freisetzungsapparatur

PharmaTest Type PTW S lll, PharmaTest, D-Hainburg

Ultra-Turrax

Ultra Turrax ,T25”, Ruhrer ,5S25KR”, 9500 U/min, IKA®-Werke GmbH &
CO. KG, D-Staufen
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3. Entwicklung und Charakterisierung nanodisperser Arzneiformen
in wassrigen Medien

Ziel dieser Studie war die Entwicklung und Charakterisierung geeigneter Rezepturen zur

Herstellung wassriger Wirkstoffnanosuspensionen mit Nifedipin und Piroxicam.

Dazu wurde zundachst ein systematisches Rezepturscreening durchgefiihrt, um insbesondere
geeignete Tenside zur optimalen Stabilisierung der Partikel im Nanometerbereich zu

ermitteln.

Die Herstellung der im Screening identifizierten Rezepturen sollte anschlieSend validiert
werden, um einen robusten und validen Prozesses zur Herstellung von

Wirkstoffnanosuspensionen zu etablieren.

Zur vollstandigen Charakterisierung der Wirkstoffnanosuspensionen wurde, neben der
Bestimmung der PartikelgroBen bzw. PartikelgroBenverteilungen, die theoretisch erwartete
Verbesserung der Loslichkeit und Auflosungscharakteristik der Nanosuspensionen, und
damit eine theoretische Erhohung der Bioverfiigbarkeit, in Dissolutionsstudien untersucht

und mit dem makropartikuldaren Ausgangsmaterial der Nanosuspensionen verglichen.

3.1 Entwicklung: Rezepturscreening mit Hochdruckhomogenisation (HPH)

Ziel des Rezepturscreenings war es, geeignete Tenside und Wirkstoffkonzentrationen fir
Nifedipin und Piroxicam zu ermitteln und so die Rezepturen fir die Validierung der
Herstellung von Wirkstoffnanosuspensionen mit der Kugelmihlentechnologie zu entwickeln.
Dabei lag der Fokus nicht auf einer Stabilisierung fiir eine definierte Laufzeit, sondern
insbesondere auf der Ermittlung eines geeigneten Tensids zur Stabilisierung der

Wirkstoffnanosuspensionen zur kurzfristigen Weiterverarbeitung.

Grundlagen, Methoden und Parameter

Bei der Herstellung von Wirkstoffnanosuspensionen kommt es aufgrund der
PartikelgroRenreduktion zu einer deutlichen OberflachenvergréRerung und somit zu einem

Wachstum der Grenzflachenenergie. Das System ist bestrebt, die Oberflaiche und somit die

Seite | 67



Grenzflachenspannung zu reduzieren, wodurch es zu Agglomeration kommt. Um eine stabile
Dispersion von Nanopartikeln zu erhalten, werden Tenside bendtigt, welche die neu
entstandenen Grenzflachen besetzen, die Grenzflachenspannung reduzieren und das System
stabilisieren. Es muss fir jedes Ausgangsmaterial und Dispersionsmittel empirisch ermittelt

werden, welches Tensid geeignet ist und welche Konzentration desselben optimal ist.

Um eine grolRe Anzahl an verschiedenen Tensiden und Kombinationen von Tensiden schnell
und effektiv untersuchen zu konnen, wurde die Rezepturentwicklung mit dem
Laborhomogenisator APV LAB 40 durchgefiihrt, der durch schnelle Produktionszeiten und

das relativ geringe Probenvolumen von 40 ml gut fiir ein Rezepturscreening geeignet ist.

Um Einflisse durch unterschiedliches Ausgangsmaterial (individuelle Materialeigenschaften,
PartikelgroRe) auszuschlieBen, wurde bei allen Experimenten identisches Ausgangsmaterial

derselben Charge verwendet.

Weiterhin wurden die Prozessparameter standardisiert: Der Arzneistoff wurde mit der
Tensidlosung angerieben (Morser und Pistill) und anschlieBend fiir 30 sec mit dem Ultra-
Turrax (9500 U/min) gleichmaRig verteilt. Vor Applikation der eigentlichen
Homogenisationszyklen mit 1500 bar wurde eine Pradhomogenisation (3 Zyklen mit 150 bar
und 3 Zyklen mit 500 bar) durchgefiihrt. Dies ist erforderlich, um groRere Partikel vor
Anwendung des maximalen Homogenisationsdruckes zu zerkleinern und so eine
Beschadigung der Ausristung zu verhindern. Die Prozesskammer wurde gekihlt.

Temperatur des Wasserbades zur Kihlung: 1 °C.

Da die Stabilisierung der Wirkstoffnanosuspension zur kurzfristigen Weiterverarbeitung (im
Gegensatz zur Laufzeitstabilisierung) Ziel des Rezepturscreenings war, wurde die kleinste
erreichbare PartikelgrofRe als Kriterium fir die Eignung eines Tensids, bzw. einer

Kombination von Tensiden, gewahlt (Auswahlkriterium).

Die PartikelgroBenreduktion im Verlauf der angewendeten Homogenisationszyklen wurde

mit Laserdiffraktometrie (LD) und Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) beobachtet.
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Nifedipin

Durchfiihrung

Basierend auf Erfahrungen, u. a. aus friheren Arbeiten, wurden folgende Kombinationen

von Nifedipin (,,SkyePharma“) und Tensiden untersucht. Weiterhin wurde der Einfluss

verschiedener Wirkstoffkonzentrationen auf die PartikelgroRenreduktion beriicksichtigt.

Tabelle 3.1.A: Kombinationen von Nifedipin (API) und Tensiden im Rezepturscreening

API / Konzentration (w/w)

Tensid 1 / Konzentration (w/w)

Tensid 2 / Konzentration (w/w)

Nifedipin 10 %

Kalium-Oleat (1 %)

Tween 80 (0,5 %)

Nifedipin 10 %

Poloxamer188 (1,2 %)

SDS (0,2 %)

Nifedipin 10 %

PVA 90k (1,2 %)

SDS (0,5 %)

Nifedipin 10 %

Poloxamer188 (1,2 %)

SDS (0,2 %)

Nifedipin 20 %

Poloxamer188 (1,2 %)

SDS (0,2 %)

Nifedipin 20 %

PVP K15 (1,2 %)

SDS (0,2 %)

Nifedipin 20 %

PVA 90k (1,2 %)

SDS (0,2 %)

Ergebnisse

Die folgende Tabelle zeigt die Messergebnisse nach 20 Homogenisierzyklen bei 1500 bar am

Beispiel der LD 95- (blau) und PCS-Werte (griin).

Tabelle 3.1.B: Ergebnisse Rezepturscreening Nifedipin

APl / c (w/w) Tensid 1/ ¢ (w/w) Tensid 2 / ¢ (w/w) LD 95 (nm) PCS (nm)
Nifedipin 10 % Kalium-Oleat (1 %) Tween 80 (0,5 %) 1857 824
Nifedipin 10 % Poloxamer188 (1,2 %) SDS (0,2 %) 1805 752
Nifedipin 10 % PVA 90k (1,2 %) SDS (0,5 %) 2921 1153
Nifedipin 10 % Poloxamer188 (1,2 %) SDS (0,2 %) 1646 664
Nifedipin 20 % Poloxamer188 (1,2 %) SDS (0,2 %) 1834 708
Nifedipin 20 % PVP K15 (1,2 %) SDS (0,2 %) 1868 1011
Nifedipin 20 % PVA 90k (1,2 %) SDS (0,2 %) 2522 1293
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Die Beurteilung der untersuchten Rezepturen erfolgte bei identischem Ausgangsmaterial
und standardisierten Prozessparametern anhand der kleinstmoglichen erreichbaren

PartikelgroRe.

Nach 20 Homogenisierzyklen bei 1.500 bar wurden die kleinsten PartikelgréBen mit der
Kombination Nifedipin 10 %, Poloxamer 188 1,2 % und SDS 0,2 % erzielt. Die LD 95-Werte
lagen bei 1646 nm und 1805 nm, die PCS-Werte bei 664 nm und 752 nm. Diese Rezeptur
erwies sich fiir Wirkstoffkonzentrationen von 10 % und 20 % als geeignet. Auch fiir eine
Nifedipin- Konzentration von 20 % wurden mit 1834 nm (LD 95) bzw. 708 nm (PCS)
vergleichbare Werte ermittelt. Alle anderen Tenside und Kombinationen von Tensiden

lieferten grofRere Partikel.

Fiir die Validierung der PartikelgroBenbestimmung (Siehe Kapitel 3.3) wurden diese
Rezepturen Uber einen Zeitraum von bis zu 21 Tagen beobachtet. Wenngleich dies hier kein
Entscheidungskriterium war, zeigt die Kombination von Poloxamer 188 1,2 % und SDS 0,2 %

auch Gber diese ,Laufzeit” ein relativ geringes PartikelgrofRenwachstum.

Fiir Nifedipin erwies sich eine Kombination aus sterischer Stabilisierung durch das Poloxamer
und einer elektrostatischen Stabilisierung durch das SDS als optimal. Die volumindsen Blocke
von Polypropylenoxid (hydrophob) und Polyethylenoxid (hydrophil) verhindern effizient eine
Annaherung der neu geschaffenen Oberflachen und werden dabei durch die vom SDS
verursachte Erhéhung des Zetapotentiales unterstiitzt. Beide Tenside haben mit 20

(Poloxamer 188) und 40 (SDS) sehr hohe HLB-Werte.

Poloxamer ist ein bevorzugter Hilfsstoff, da es gering toxisch und fiir die intravendse

Verabreichung zugelassen ist.

Die Kombination von Poloxamer 188 1,2 % und SDS 0,2 % wurde fiir die weiteren Versuche

ausgewahlt.
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Piroxicam

Durchfiihrung

Fiir Piroxicam wurden die folgenden Tenside und Kombinationen von Tensiden auf Basis von

Erfahrungen flr das Screening gewahlt: Die Wirkstoffkonzentration war konstant.

Tabelle 3.1.C: Kombinationen von Piroxicam (API) und Tensiden im Rezepturscreening

API / Konzentration (w/w)

Tensid 1 / Konzentration (w/w)

Tensid 2 / Konzentration (w/w)

Piroxicam 12 %

Poloxamer188 (1,4 %)

Piroxicam 12 %

Poloxamer188 (1,4 %)

SDS (0,2 %)

Piroxicam 12 %

Tween 80 (1 %)

Piroxicam 12 %

Tween 80 (1,5 %)

Piroxicam 12 %

Tween 80 (2 %)

Piroxicam 12 %

PVA 30K (2 %)

Piroxicam 12 %

Inutec SP1 (1,5 %)

Ergebnisse

Die folgende Tabelle zeigt die Messergebnisse nach 20 Homogenisierzyklen bei 1.500 bar am

Beispiel der LD 95- (blau) und PCS-Werte (griin).

Tabelle 3.1.D: Ergebnisse Rezepturscreening Piroxicam

APl / c (w/w) Tensid 1 / ¢ (w/w) Tensid 2 / ¢ (w/w) LD 95 (nm) PCS (nm)
Piroxicam 12 % Poloxamer188 (1,4 %) - 24672 535
Piroxicam 12 % Poloxamer188 (1,4 %) SDS (0,2 %) 3524 312
Piroxicam 12 % Tween 80 (1 %) - 1132 334
Piroxicam 12 % Tween 80 (1,5 %) - 1004 605
Piroxicam 12 % Tween 80 (2 %) - 1246 723
Piroxicam 12 % PVA 30K (2 %) - 1847 1085
Piroxicam 12 % Inutec SP1 (1,5 %) - 2627 882

Seite | 71




Die Beurteilung der untersuchten Rezepturen erfolgte bei identischem Ausgangsmaterial
und standardisierten Prozessparametern auch hier anhand der kleinstmdoglichen

erreichbaren Partikelgrofe.

Nach 20 Homogenisierzyklen bei 1500 bar wurden die kleinsten LD 95 PartikelgréBen mit
1004 nm mit 1,5 % Tween 80 erreicht. Die PCS-PartikelgroBe lag hier bei 605 nm. Bei Tween
80 1 % wurde dagegen eine PCS-Partikelgrofie von 334 nm erreicht. Dabei wurde ein LD 95-

Wert von 1132 nm gemessen.

Flr Piroxicam hat sich mit Tween 80 ein hydrophiles, nichtionogenes Tensid mit einem
relativ geringen HLB-Wert von 15 (O/W-Emulgator) als ideal erwiesen. Diese Eigenschaften

ermoglichen eine optimale Interaktion mit den polaren Oberflachen des Piroxicams.
Tween 80 ist ein bevorzugter Hilfsstoff, da es fir die parenterale Anwendung zugelassen ist.

Aufgrund der PCS-Daten wurde Tween 80 1% fir die weiteren Versuche ausgewahlt.

Fiir beide untersuchten Arzneistoffe (Nifedipin und Piroxicam) konnten Stabilisatoren fir die
Wirkstoffnanosuspensionen identifiziert werden, die sich nicht nur durch gute Dispergier-
Eigenschaften, sondern teilweise zusatzlich durch geringe Toxizitat und eine Zulassung fir

parenterale Anwendungen auszeichnen.
Fir Nifedipin erwies sich eine Kombination Poloxamer 188 1,2 % und SDS 0,2 % als optimal.

Fir Piroxicam wurde Tween 80 1 % fiir die weiteren Versuche ausgewabhlt.
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3.2 Validierung der Herstellung von Nanosuspensionen mit der
Kugelmiihlentechnologie

Ziel dieser Untersuchungen war es, mit vorab festgelegten, fixen Produktionsparametern
und verschiedenen Chargen an Wirkstoff-Rohmaterial die Robustheit des Kugelmihlen-
Prozesses zu verifizieren. Als Kriterium fiir die Reproduzierbarkeit des Prozesses wurden die
PartikelgroRen und PartikelgrofRenverteilungen im Prozessverlauf und nach insgesamt 15

Passagen (Endpunkt) aufgezeichnet und verglichen.

Grundlagen, Methoden und Parameter

Zur Validierung der Herstellung von Wirkstoffnanosuspensionen mit der
Rihrwerkskugelmiihle ,Biihler PML-2” wurden Rezepturen mit verschiedenen
Herstellerchargen der Wirkstoffe Nifedipin und Piroxicam verarbeitet und die
PartikelgroRenreduktion in Abhdngigkeit angewendeter Passagen mit LD und PCS
beobachtet. Um Einflisse durch den Prozess auszuschlieSen, wurde mit standardisierten
Prozessparametern entsprechend SOP P-BM-081120 , Kontinuierliche Produktion mit der
Kugelmihle Bihler PML-2“ gearbeitet. Fiir alle Validierungsschargen wurden Mahlkugeln aus
mit Yttriumoxid stabilisiertem Zirkoniumoxid (YSZ - yttria stabilized zirconia) von 0,4-0,6 mm
eingesetzt. Die Menge der verwendeten Mahlkugeln und somit das Verhaltnis von

Mahlkugeln und Mahlgut in der Mahlkammer wurde nach dieser Formel festgelegt:

myg = F - Vyp - dyg

Gleichung 3.2: Berechnung der erforderlichen Menge an Mahlkugeln

muk = Masse der benétigten Mahlperlen
F = Fiillungsgrad des Mahlraumes (Standard 0,75)
Vimr = Volumen des Mahlraumes (Standard 1,05 Liter)

dwvik = Schiittdichte der Mahlperlen (Standard 3,8 kg/Liter fiir YSZ — Mahlperlen)

Der Energieeintrag in das System wurde wie folgt standardisiert: Die Drehzahl des Rotors
wurde mit 2000 U/min, die Leistung der Produktpumpe mit 10 % konstant gehalten. In

dieser Konstellation resultieren bei einer Chargengréfe von 2000 g Passagezeiten von ca. 8
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Minuten. Nach jeder Passage erfolgte ein Probenzug und eine PartikelgréRenbestimmung.

Der Mahlraum wurde gekihlt. Temperatur des Wasserbades zur Kihlung: 1 °C.

Tabelle 3.2.A: Produktionsparameter Nifedipin- und Piroxicam-Validierungschargen

Parameter Wert
ChargengréRe (Volumen Mahlraum (incl. Mahlperlen)) 2000 g
Drehzahl des Rotors 2000 U/min
Leistung der Produktpumpe 10%
Temperatur des Wasserbades zur Kiihlung 1°C
Mahlperlen (yttria stabilized zirconium (YSZ)) 0,4-0,6 mm
Modus (kontinuierlich / Passagenmodus) Passagenmodus
Prozesszeit (@ Dauer einer Passage) 8 Minuten

Nifedipin

Durchfiihrung

Alle Validierungsschargen wurden mit einer Wirkstoffkonzentration von 18 % (w/w) und der

der im Screening identifizierten Tensid-Kombination von Poloxamer 188 1,2 % (w/w) und

SDS 0,2 % (w/w) hergestellt. Fiir jede Validierungscharge wurden 15 Passagen gefahren.

Es wurden zunachst drei aufeinanderfolgende Validierungschargen mit einer einzigen Charge

Nifedipin (,,Skye Pharma“) und anschlieBend zwei weit

ere Validierungschargen mit jeweils

einer unterschiedlichen Charge Nifedipin (BioTrend) hergestellt.

Tabelle 3.2.B: Ubersicht Validierungschargen Nifedipin

(c = Konzentration (w/w))

API-Charge c API c Poloxamer | ¢ SDS Herstelldatum | Chargen-
(Nifedipin) 188 Nummer
»Skye Pharma” 18 % 1,2% 0,2 % 10.12.2008 N081012
»Skye Pharma” 18 % 1,2% 0,2 % 11.12.2008 N081112
»Skye Pharma” 18 % 1,2% 0,2 % 12.12.2008 N081212
#0268BG/03 (BioTrend 18 % 1,2% 0,2 % 01.04.2009 N090104
#0268BG/04 (BioTrend) 18 % 1,2% 0,2 % 08.04.2009 N090804
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Ergebnisse

Die folgenden Diagramme 3.2.A-E zeigen die PartikelgroRenreduktion in Abhangigkeit der
Anzahl der gefahrenen Passagen. Die LD 50, LD 90, LD 95 und LD99-Werte sind als farbige

Balken dargestellt, die mit PCS gemessenen Werte sind als Linie aufgetragen.

4 R
7000 900
- 800
E=1D 9% || 500
5000 - E=mLD 95
T mmm 1099 |[ °% €
= =
= 4000 - —%—PCS |} 500 &
- (8]
@ (=
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) 0
g - 300 £
S 2000 - £
i - 200 E
HIIIIIII
0+ -0
1 2 3 4 5 6 9 10 11 12 13 14 15
Anzahl Passagen

. J
Grafik 3.2.A: Grafische Darstellung der PartikelgroRenreduktion in Abhangigkeit

angewendeter Passagen #N081012
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Grafik 3.2.B: Grafische Darstellung der PartikelgroBenreduktion in Abhdngigkeit

angewendeter Passagen #N081112
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Grafik 3.2.C: Grafische Darstellung der PartikelgroRenreduktion in Abhangigkeit

angewendeter Passagen #N081212
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Grafik 3.2.D: Grafische Darstellung der PartikelgroRenreduktion in Abhangigkeit
angewendeter Passagen #N090104
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Grafik 3.2.E: Grafische Darstellung der PartikelgrofRenreduktion in Abhangigkeit

angewendeter Passagen #N090804

Die drei aufeinanderfolgenden Chargen mit Nifedipin von SkyePharma (identische Charge)

zeigten erwartungsgemaR eine sehr gute Reproduzierbarkeit der PartikelgréRenreduktion im
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Verlauf der angewendeten Passagen und dabei eine vergleichbare PartikelgrofRenverteilung.
Dies zeigt, dass der Prozess Herstellung von Wirkstoffnanosuspensionen mit der

RUhrwerkskugelmiihle ,,Buhler PML-2"grundsatzlich sehr reproduzierbar verlauft.

Bei allen drei Produktionen mit dem SkyePharma-Material wurde nach 15 Passagen eine
PartikelgroRe < 300 nm gemessen (PCS). Bereits nach 6 Passagen lag die PartikelgrofRe (PCS)
zwischen 370 nm und 400 nm. Dies wurde ebenfalls mit dem zweiten Material, dem
Nifedipin von BioTrend und unterschiedlichen Herstellerchargen, erreicht. Auch hier lag nach
15 Passagen eine PartikelgroRe < 300 nm (PCS) und nach 6 Passagen eine PartikelgrofRe (PCS)

zwischen 370 nm und 400 nm vor.

Im Detail zeigten sich Unterschiede zwischen den Materialien der beiden Hersteller und auch
zwischen den beiden Herstellerchargen der Nifedipins von BioTrend. Die
AusgangspartikelgroRe lag beim Wirkstoff von BioTrend deutlich hoher. Dies hatte zur Folge,
dass fur eine vergleichbare PartikelgroBe mehr Passagen bendtigt wurden als beim Wirkstoff
von SkyePharma. Diese Unterschiede zeigten sich auch in den LD99-Werten, die beim
Material von BioTrend in den ersten 6-8 Passagen deutlich hoher lagen als bei dem Nifedipin
von SkyePharma. Auch innerhalb der verschiedenen Chargen desselben Herstellers zeigten
sich Unterschiede z. B. in der AusgangspartikelgrofRe und dem dementsprechenden Verlauf

der PartikelgroRenreduktion.

Bei allen Nifedipin-Materialen zeigt der Verlauf, dass nach 7-9 Passagen pro Passage nur

noch eine relativ geringe PartikelgroRenreduktion stattfindet.

Piroxicam

Durchfiihrung

Fir den Arzneistoff Piroxicam wurde Tween 80 1,0 % (w/w) in Rezepturscreenings als
optimaler Stabilisator identifiziert. Alle Validierungschargen wurden mit diesem Tensid und
einer Wirkstoffkonzentration von 12 % (w/w) hergestellt. Fir jede Validierungscharge, mit
Ausnahme von P093103, wurden 15 Passagen gefahren, bei Charge P093103 bereits nach 7

Passagen beendet, da die PCS-PartikelgréRe bereits ca. 300 nm erreicht hatte.
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Im Falle von Piroxicam wurden vier aufeinanderfolgende Validierungschargen mit drei

verschiedenen Herstellerchargen Piroxicam (BioTrend) hergestellt.

Tabelle 3.2.C: Ubersicht Validierungschargen Piroxicam (c = Konzentration (w/w))

API-Charge c API ¢ Tween 80 | Herstelldatum | Chargennummer
(Piroxicam)

#0290BG/02 (BioTrend) 12 % 1,0% 24.03.2009 P092403
#0290BG/03 (BioTrend) 12 % 1,0% 25.03.2009 P092503
#0290BG/04 (BioTrend) 12 % 1,0% 26.03.2009 P092603
#0290BG/02 (BioTrend) 12 % 1,0% 31.03.2009 P093103
Ergebnisse

Die folgenden Diagramme 3.2.F-I| zeigen die PartikelgroBenreduktion in Abhangigkeit der

gefahrenen Passagen. Die LD 50, LD 90, LD 95 und LD99-Werte sind als farbige Balken

dargestellt, die mit PCS gemessenen Werte sind als Linie aufgetragen.
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Grafik 3.2.F: Grafische Darstellung der PartikelgroBenreduktion in Abhangigkeit
angewendeter Passagen #P092403
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Grafik 3.2.G: Grafische Darstellung der PartikelgroRenreduktion in Abhangigkeit

angewendeter Passagen #P092503
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Grafik 3.2.H: Grafische Darstellung der Partikelgroenreduktion in Abhdngigkeit

angewendeter Passagen #P092603
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Grafik 3.2.1: Grafische Darstellung der PartikelgrofRenreduktion in Abhangigkeit

angewendeter Passagen #P093103
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Die drei aufeinanderfolgenden Validierungschargen mit jeweils unterschiedlichen Rohstoff-
Herstellerchargen (0290BG/02 - 04) zeigten eine sehr gute Reproduzierbarkeit der

PartikelgroRenreduktion im Verlauf der angewendeten Passagen.

In allen Fallen wurde nach 15 Passagen eine PartikelgrofRe < 240 nm gemessen (PCS). Bereits

nach 6 Passagen lag die PartikelgrofRe (PCS) zwischen 310 nm und 340 nm.

Auch beim Piroxicam lagen, wie zuvor bei Nifedipin, chargenabhangig unterschiedliche

AusgangspartikelgroRen vor.

Flr dieses Piroxicam stellen nur vier Passagen einen guten Kompromiss zwischen

Produktionsaufwand und erreichbarer PartikelgroRe dar.
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Zusammenfassung

Zwischen den verschiedenen Wirkstoffen Nifedipin und Piroxicam, zwischen verschiedenen
Herstellern desselben Wirkstoffes sowie auch zwischen unterschiedlichen Chargen des
Materials eines Herstellers konnten Unterschiede in der AusgangspartikelgréBe und im

Verlauf der PartikelgroRenreduktion festgestellt werden.

Die Verlaufe der PartikelgroBenreduktion zwischen den verschiedenen Materialien dhneln
sich jedoch. Nach anfanglich starker Verkleinerung nimmt mit zunehmender Passagenzahl
die PartikelgroRenreduktion pro Passage ab. Dies ist typisch fir die Top-Down-Verfahren.
Zunachst werden lockere Agglomerate verteilt, groRe Partikel mit grofRer Angriffsflache
sowie Partikel mit Kristallgitterfehlern, Hohlraumen oder Fremdeinschliissen zerstort. Mit
zunehmender Passagenzahl werden die Verdanderungen pro Schritt kleiner, da die

verbleibenden Partikel einen héheren Energieeintrag zur Zerstorung bendtigen.

Im Vergleich zu Nifedipin waren fiir Piroxicam bereits zwei bis drei Passagen ausreichend,
um die PartikelgréBe in den Bereich zu bringen, bei dem die Reduktion pro Passage marginal
ist. Piroxicam ist offensichtlich materialspezifisch weniger resistent, hat einen geringeren
stoffspezifischen Zerkleinerungswiderstand durch z. B. Héarte, Elastizitat bzw. Sprodigkeit
oder Porositat (siehe 1.2.3.4). Insgesamt konnten dadurch auch etwas kleinere
PartikelgroRen als beim Nifedipin erreicht werden. Materialspezifische Unterschiede

konnten auch zwischen verschiedenen Chargen eines Herstellers beobachtet werden.

Die Technologie der Nassmahlung mit Rihrwerkskugelmuhlen ist insgesamt so
leistungsfahig, dass mit einer ausreichenden Anzahl an Passagen, unabhangig von
Ausgangsmaterial, die stoffspezifisch minimale erreichbare PartikelgrofRe (oder die Ndahe

dieser) erreicht werden kann (Grenzdispersitat). [73, 77]

Die gute Wiederholbarkeit ergibt sich auch aus der verwendeten professionellen
Ausristung. Die Bedingungen im Mahlraum (Geometrie des Mahlraumes und des
Rihrwerkes) sind identisch und der Antrieb ist ausreichend kréaftig, um eine reproduzierbare

Mahlenergie bereitzustellen.

In der industriellen Praxis gilt es, abhangig von den Anforderungen an die finale

PartikelgroRRe, materialspezifisch, unter Berlicksichtigung der Homogenitat des
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Ausgangsmaterials, zu validieren, um das Optimum zwischen ZielgréRe der Partikel und
Produktionsaufwand festzulegen. Dazu miissen Validierungsstudien mit verschiedenen
Chargen des Wirkstoffes durchgefiihrt werden. Hier sollte auch der Herstellprozess des

Wirkstoffes im Hinblick auf dessen Homogenitat bericksichtigt werden.

Die hier untersuchten Beispiele konnten nach ca. 6-9 Passagen, bei einer Passagezeit von ca.
8 Minuten also in ca. einer Stunde Produktionszeit, in den Nanometerbreich gemahlen
werden. Neben der Kosteneffizienz bietet die relativ kurze Produktionszeit den Vorteil, dass

das systembedingte Problem eines moglichen Materialabriebs weitgehend vermieden wird.

3.3 Bestimmung und Beurteilung der Freisetzungscharakteristik
Durch eine PartikelgréBenreduktion in den Nanometerbereich sollen Loslichkeit und
Auflésungsgeschwindigkeit und somit die Bioverfligbarkeit schwer wasserloslicher, jedoch

gut membranpermeabler Substanzen der BCS-Klasse 2 erh6ht werden.

Mit dieser Versuchsreihe sollte die theoretische Verbesserung der Loslichkeit, insbesondere
die Erhohung der Auflésungsgeschwindigkeit von Wirkstoffnanosuspensionen, im direkten
Vergleich zu makropartikuldarem API- Rohmaterial der Nanosuspensionen nachgewiesen
werden. Durch die Bestimmung der Sattigungskonzentration von Nifedipin sollte
sichergestellt werden, dass in den Dissolutionsexperimenten Sink-Bedingungen eingehalten

werden.

Grundlagen, Methoden und Parameter

Die Versuche zur Bestimmung des Auflésungsverhaltens (Dissolutionsexperimente) wurden,
in Anlehnung an die ,United States Pharmacopeia“ (USP)- Monografie , Dissolution”, nach
Standard Operating Procedure SOP A-DISS-091207 , Auflésungs- und Freisetzungskinetik
nach USP Paddle” durchgefiihrt. Dazu wurde die Freisetzungsapparatur ,,PharmaTest Type
PTW S Il verwendet, die den Anforderungen der USP-Monografie , Dissolution” entspricht.

Ublicherweise wurde mit 6 Ansitzen parallel gearbeitet.

Die Experimente wurden mit 900 ml Aqua Purificata, ungepuffert, bei 37 °C und einer

Ruhrergeschwindigkeit von 100 U/min durchgefiihrt. Zur Sicherstellung der Benetzung
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wurde bei Dissolutionsexperimenten mit makropartikuldarem Pulver Tween 80 (0,1 %)
zugesetzt. Entsprechend der Untersuchungen zur Sattigungsloslichkeit beeinflusst diese

Konzentration das Losungsverhalten nicht wesentlich.

Der Probenzug erfolgte nach einem produktspezifischen Probenzugplan nach 5, 10, 15, 30,
60 und 120 Minuten. Die Temperatur wurde bei jedem Probenzug tiberprift. Der Probenzug
wurde mit einer 5 ml Einmalspritze (B. Braun, Melsungen Deutschland) unter Zuhilfenahme
eines Nadelaufsatzes aus der GefaBmitte oberhalb des Riihrers durchgefiihrt. Die gezogene
Probe wurde durch einen 0,1 um- Celluloseacetat-Filter (Sartorius AG, Gottingen,
Deutschland) filtriert. Von den entnommenen 5 ml wurden 3 ml durch den Filter verworfen,

die verbleibenden 2 ml wurden fiir die HPLC- Analytik in Eppendorfgefalie abgefiillt.

Dabei wurde unter Sink-Bedingungen gearbeitet. Dies bedeutet, dass die
Gesamtkonzentration (c) des zu untersuchenden Materials am Versuchsende maximal 10 %

der entsprechenden Sattigungsloslichkeit betradgt. (cmax < 0,1 (-0,2) ¢s [2]; tmax < 0,1 ¢s[152]).

Die HPLC Analytik erfolgte basierend auf den Arzneibuchmonografien von Nifedipin und

Piroxicam. Weitere Details siehe Kapitel 2.3.4.

Dazu wurden die Sattigungsloslichkeiten von Nifedipin und Piroxicam im betreffenden
Medium (Wasser) zunachst aus der Literatur und fir Nifedipin zusatzlich anhand eigener

Untersuchungen ermittelt.
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3.3.1 Bestimmung der Sattigungsloslichkeiten

Die Ergebnisse der Literatur- und Internetrecherche zu Sattigungsloslichkeiten der
Modellarzneistoffe zeigen je nach Quelle zum Teil gravierend voneinander abweichende

Angaben.

Tabelle 3.3.1.A: Literaturangaben fur Sattigungsloslichkeiten von Nifedipin und Piroxicam

Quelle Sattigungsloslichkeit Sattigungsloslichkeit
Nifedipin (ug/ml) Piroxicam (pg/ml)

DrugBank [153, 154] 17,7 (,,predicted”) 60,5 (,,predicted”)

DrugBank [154] - 23,0 (,,experimental”)

Product Information Sigma [133] | 5,6 n. a.

ChemSpider [155] 357,5 19,5

ChemNet [156] <1000 k. a.

Haack [157] n. a. 6,1

Hecq, J. et al. [158] ca. 20,0 n. a.

Durchfiihrung

Aufgrund der, insbesondere fiir Nifedipin, stark schwankenden Angaben aus der Literatur-
bzw. Internet-Recherche wurde die Sattigungsloslichkeit flir Nifedipin in einer eigenen

Versuchsreihe untersucht.

Dazu wurde ein deutlicher Uberschuss Nifedipin-Pulver (makropartikuldres Rohmaterial,
»Skye Pharma“) in verschiedenen Medien dispergiert. Neben reinem Wasser (Aqua bidest.)
wurde eine Reihe ansteigender Konzentrationen von Tween 80 (0,001 %-1 % (w/w)) sowie
die im Rezepturscreening fiir Nifedipin-Nanosuspensionen ermittelte Tensid-Kombination
Poloxamer 188 1,2 % + SDS 0,2 % (w/w) untersucht. Die Ansatze wurden fur 72 Stunden auf
einem Magnetrihrer mit 1000 U/min bei Raumtemperatur und unter Lichtschutz gerthrt.
Die Proben wurden durch einen 0,1 um- Celluloseacetat-Filter (Sartorius AG, Gottingen,

Deutschland) filtriert und der Gehalt an geléstem Nifedipin mittels HPLC analysiert.

Ergebnisse

Tabelle 3.3.1.B zeigt die Ergebnisse der Bestimmung der Sattigungsloslichkeit von

makropartikularem Nifedipin in verschiedenen Medien.
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Tabelle 3.3.1.B: Bestimmung der Loslichkeit nach 72 Stunden von makropartikuldarem
Nifedipin in verschiedenen Medien

Medium % (w/w) Loslichkeit nach 72 Stunden (pg/ml)
H,0 (Aqua Purificata) 6,7

Tween 0,001 % 7,1

Tween 0,005 % 7,1

Tween 0,01 % 7,6

Tween 0,1 % 9,7

Tween 0,5 % 36,5

Tween 1% 48,9

Poloxamer188 1,2 % / SDS 0,2 % 36,9

Die Bestimmung der Loslichkeit nach 72 Stunden von Nifedipin ergab fiir reines Wasser mit
6,7 ug/ml einen Wert im Bereich der Angabe aus der Sigma-Produktinformation fir Nifedipin

(5,6 ug/ml). [133]

Mit ansteigender Konzentration an Tween 80 (0,001 %-1 % (w/w)) nimmt die Loslichkeit
erwartungsgemal zu. Dabei wurde bei Konzentrationen von 0,001 % Gber 0,05 % bis 0,01 %
(w/w) mit Werten von 7,1-7,6 pug/ml nur eine geringfligige Erhohung der Loslichkeit im
Vergleich zu reinem Wasser festgestellt. Erst ab 0,1 % (w/w) Tween 80 und insbesondere bei
0,5 % und 1,0 % (w/w) Tween 80 wurden deutlich erhéhte Konzentrationen bis zu 48,9
ug/ml gemessen. Die Tensid-Kombination aus Poloxamer 188 1,2 % + SDS 0,2 % (w/w) aus

dem Rezepturscreening zeigt mit 36,9 ug/ml ebenfalls eine deutlich erhéhte Loslichkeit.

Auf Basis dieser Ergebnisse wurde die anzunehmende Sattigungsloslichkeit zur Sicherstellung

der Sink-Bedingungen fiir die Dissolutionsexperimente festgelegt. Sink-Bedingungen liegen

vor, wenn die maximale Konzentration am Ende der Freisetzung héchstens 10 % der

Sattigungsloslichkeit betragt. [2, 152]

Fir Nifedipin in Wasser kann auf Basis der eigenen Ergebnisse eine Sattigungsloslichkeit von
7 ug/ml angenommen werden. Dies wirde zur Sicherstellung der Sink-Bedingungen die
Verwendung von maximal 0,7 pug Nifedipin /ml (0,1 cs), im Standard-FreisetzungsgefaR (900
ml) also 630 pg (0,63 mg), bedeuten. Bei volumendosierter Zugabe einer 18 %igen Nifedipin-
Nanosuspension missten folglich 0,0035 ml (3,5 ul) pipettiert werden. Eine so geringe

Menge ist nur mit einer erhéhten Fehlerquote handelbar.
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Aus diesem Grunde musste ein Kompromiss zwischen der Einhaltung von Sink-Bedingungen
und einem fehlerfreien Handling gefunden werden. Erfahrungsgemald sind bei
volumendosierter Zugabe minimal 20 pl mit einer hinreichend geringen Fehlerquote zu
handeln. Bei einer 18 %igen Nifedipin-Nanosuspension entspricht dies 3,6 mg Nifedipin im
Standard-FreisetzungsgefaR (900 ml) und 4,0 mg/L (ug/ml) bei Hochrechnung auf 1Liter. Bei

diesem Vorgehen wird also eine Sattigungsloslichkeit von 40 mg/L (ug/ml) unterstellt.

Bei Versuchen mit 12 %iger Piroxicam-Nanosuspension wiirde bei Verwendung von
mindestens 20 pl eine Sattigungsloslichkeit von 26,7 mg/L (ug/ml) unterstellt. Dies deckt sich
weitgehend mit den Ergebnissen der Literatur- und Internetrecherche, die eine

Sattigungsloslichkeit von ca. 20 mg/L (ug/ml) ergab.

Auf Basis dieser Uberlegungen wurde festgelegt, dass 20 pl Nanosuspension (12 % bzw. 18
%) bzw. eine dementsprechende Masse Feststoff fir die Dissolutionsexperimente verwendet
werden.

3.3.2 Dissolutionsexperimente

Durchfiihrung Nifedipin

Folgende Versuche zur Bestimmung des Auflésungsverhaltens wurden durchgefiihrt:

- Nifedipin-Pulver (makropartikular; 0,1 % Tween 80 zur Erhéhung der Benetzung)

- Nifedipin-Nanosuspension (18 %) #N081112

Ergebnisse

Die folgenden Grafiken zeigen jeweils die freigesetzten Mengen pro GefaR (A-F) und den

Mittelwert aus den GefaRen A-F Uber den Zeitraum von 120 Minuten.
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Grafik 3.3.2.A: Auflosungscharakteristik von makropartikularem Nifedipin-Pulverin 0,1 %
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Grafik 3.3.2.B: Auflésungscharakteristik von makropartikularem Nifedipin-Pulverin 0,1 %
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Grafik 3.3.2.C: Auflésungscharakteristik von Nifedipin-Nanosuspension 18 %. Gefdlle A-F
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Grafik 3.3.2.D: Auflésungscharakteristik von Nifedipin-Nanosuspension 18 %. Mittelwert der

GefaRke A-F

Die Ergebnisse zeigen deutliche Unterschiede in der Auflosungscharakteristik von
makropartikuldarem Pulver und Nanosuspension. Wahrend das Pulver erwartungsgemaR ein
sehr langsames Losungsverhalten zeigt und auch nach 120 Minuten noch nicht vollstandig
geldst ist, findet sich bei der Nanosuspension bereits nach 10 Minuten eine vollstandige
Auflésung. Der theoretisch erwartete Vorteil der Nanosuspension zeigt sich in einer deutlich

erhohten Auflésungsgeschwindigkeit.

Darliber hinaus zeigt das Auflosungsverhalten von makropartikularem Nifedipin-Pulver
starke Schwankungen zwischen den einzelnen GefaRen. Dies kann auf die inhomogene
PartikelgroRenverteilung des Nifedipin-Rohmaterials zurtickgefiihrt werden. Hier zeigt sich
ein weiterer Vorteil der Nanosuspension. Durch die Homogenisierung der

PartikelgroRenverteilung werden deutlich gleichmaRigere Auflésungsprofile erreicht.

Durchfiihrung Piroxicam

Folgende Versuche zur Bestimmung des Auflosungsverhaltens wurden durchgefiihrt:

- Piroxicam-Pulver (makropartikuldr; 0,1 % Tween 80 zur Erhéhung der Benetzung)
- Piroxicam-Nanosuspension (12 %) #P092503
- Sprihgetrocknete Piroxicam-Nanosuspension (12 %) #P092503 (Nanosuspension

direkt spriihgetrocknet, ohne weitere Zusatzstoffe (z. B. Matrixmaterialien) Mini-
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Blichi 190: Einlasstemperatur: 100 °C, Auslasstemperatur: 70 °C, weitere

Einstellungen: ,,Flow-Indicator”: (500 +/- 100), Pumpe: 6, Aspirator: 5-7, Hitze: 5))

Ergebnisse

Die folgende Grafik zeigt jeweils den Mittelwert aus den GefalRen A-F lber den Zeitraum von

120 Minuten.
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Grafik 3.3.2.E: Auflosungscharakteristik von makropartikuldarem Piroxicam-Pulver in 0,1 %

Tween 80-Losung, Piroxicam-Nanosuspension 12 % und sprithgetrockneter Piroxicam-

Nanosuspension 12 %. Jeweils Mittelwert der GefaRRe A-F

Auch bei Piroxicam zeigen sich deutliche Unterschiede in der Auflédsungscharakteristik von
makropartikularem Pulver und Nanosuspension. Wahrend das Pulver erwartungsgemald ein
langsames Losungsverhalten zeigt und erst nach 60 Minuten vollstandig gelost ist, findet sich
bei der Nanosuspension bereits nach 5 Minuten eine vollstiandige Auflésung. Der theoretisch
erwartete Vorteil der Nanosuspension zeigt sich auch fiir Piroxicam in einer deutlich

erhohten Auflésungsgeschwindigkeit.

Fiir Piroxicam wurde zusatzlich direkt, d. h. ohne weitere Hilfsstoffe, spriihgetrocknete
Nanosuspension unter identischen Bedingungen wie Pulver und wassrige Nanosuspension
untersucht. Die sprihgetrocknete Nanosuspension zeigt ein Auflésungsverhalten dhnlich der
wassrigen Nanosuspension, schon nach 10 Minuten war das eingesetzte Material vollstandig
aufgelost. Die Spriihtrocknung von Piroxicam-Nanosuspension hat keinen entscheidenden

Einfluss auf die Auflésungscharakteristik.
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Zusammenfassung

Fiir beide Materialien zeigte die Nanosuspension deutliche Vorteile in der Auflosungs-
charakteristik im Vergleich zur entsprechenden Makrosuspension. Nanosuspensionen beider
Materialien waren bereits nach 5 Minuten (Piroxicam) bzw. 10 Minuten (Nifedipin)
vollstandig geldst. Durch die Reduktion der PartikelgréRe wurde entsprechend der Ostwald-
Beziehung die Sattigungsloslichkeit und dadurch die Loésungsgeschwindigkeit erhdht (Noyes-
Whitney-Gleichung, siehe 1.2.2).

Die Auflésungscharakteristik von makropartikuldrem Pulver zeigte dementsprechend ein

langsames Aufldsen.

Die beim makropartikuldren Nifedipin beobachteten Schwankungen zwischen den einzelnen
Freisetzungsgefallen wurden bei Piroxicam-Pulver nicht gefunden. Auch wurde eine
schnellere Auflosung im Vergleich zum Nifedipin-Pulver beobachtet. Nach 60 Minuten war
das eingesetzte Material vollstdandig gelost, wahrend es beim Nifedipin-Pulver auch nach 120
Minuten keine vollstédndige Dissolution gab. Dies ist in den stoffspezifischen Unterschieden,
z. B. der Sattigungskonzentration und der homogeneren PartikelgroRenverteilung des

Ausgangsmaterials, begrindet.

Dies zeigt einen zusatzlichen Nutzen der PartikelgroRenreduktion. Durch die homogenere
PartikelgroRenverteilung einer Nanosuspension im Vergleich zum urspriinglichen Pulver
konnten Schwankungen zwischen den einzelnen Freisetzungsgefallen vermieden und

gleichmaRigere Auflésungsprofile erreicht werden.

Am Beispiel von Piroxicam konnte weiterhin gezeigt werden, dass eine Spriihtrocknung von
Piroxicam-Nanosuspension keinen entscheidenden Einfluss auf die Auflédsungscharakteristik
hat. Die spriihgetrocknete Nanosuspension zeigt ein Auflésungsverhalten dhnlich der
Nanosuspension, schon nach 10 Minuten war das eingesetzte Material vollstandig aufgelost.
Die Sprihtrocknung zeigt somit eine Mdéglichkeit auf, Nanosuspensionen ohne Einbulien bei

der Auflésungscharakteristik in eine feste und stabilere Form zu lGberfiihren. [56, 159]
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3.4 Bestimmung der Freisetzungscharakteristik nanosuspensionsbeladener
poroser Tragermaterialien

In diesem Teil der Arbeit sollte eine weitere Technologie zur Steuerung der schnellen
Freisetzungseigenschaften wassriger Wirkstoffnanosuspensionen untersucht werden. Durch
Verwendung poroser Tragermaterialien mit sehr groRer Oberflache sollten die

Wirkstoffnanosuspensionen gebunden und modifiziert (verzogert) freigesetzt werden.

Die Auflosungs- und Freisetzungseigenschaften von wassrigen Wirkstoffnanosuspensionen,
die mit verschiedenen Methoden an unterschiedliche Tragermaterialien gebunden wurden,

sollen untersucht und bewertet werden.

Grundlagen, Methoden und Parameter

Nifedipin (18 % (w/w))- und Piroxicam-Nanosuspensionen (12 % (w/w)) wurden, teilweise
unter Zusatz verschiedener Konzentrationen von Tween 80, auf 2 % und 10 % (w/w),

verdinnt und zur Beladung der Tragermaterialien verwendet.

Als porose Tragermaterialien wurden neben AEROPERL® zwei Arten von NEUSILIN®,
NEUSILIN US2® und NEUSILIN UFL2®, verwendet. Wahrend es sich bei AEROPERL® um
kolloidales Silikondioxid (Kieselsaure) als kugelformiges, hochporéses Granulat handelt, ist
NEUSILIN® eine synthetische, amorphe Form von Magnesium-Aluminium-Metasilikat.
NEUSILIN US2€® ist granuliert, NEUSILIN UFL2® dagegen ist pulverformig (Details siehe Kapitel
2.1.2).

Allen Substanzen gemeinsam ist eine groRe spezifische Oberflache (BET ca. 300m?/g) und
somit eine groRe Aufnahmekapazitat fir wassrige oder 6lige Flussigkeiten. Bei den beiden
Granulaten AEROPERL® und NEUSILIN US2° ist, neben der groRen Oberflache im

Allgemeinen, speziell die hohe Porositat entscheidend.

Die PorengréRen unterscheiden sich zwischen den beiden Produkten deutlich. Wahrend es
sich bei AEROPERL® um Meso- und Makroporen handelt (Mesoporen: 2-50nm (ca. 1,8
cm3/g), Makroporen > 50 nm (ca. 2,5 cm3/g), wobei weniger als 0,5 % der Poren kleiner als 5
nm sind), liegt die PorengréRe von NEUSILIN US2® im Angstrém-Bereich. Die nahe liegende
Moglichkeit, Wirkstoffnanokristalle in die Poren einzubringen, ist folglich nur begrenzt im

makropordsen Anteil von AEROPERL® maoglich.
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Um sicherzustellen, dass stets Wirkstoffnanosuspensionen mit optimaler

PartikelgroRenverteilung verwendet werden, wurden zwei neue Chargen Piroxicam-

Nanosuspension (#P100602 und #P100819) sowie eine neue Charge Nifedipin-

Nanosuspension (#N100913) mit der Riihrwerkskugelmihle Biihler PML-2 hergestellt

(Produktionsparameter siehe Tabelle 3.4.A, Rezepturen siehe Tabelle 3.4.B und 3.4.D,

PartikelgroRen siehe Tabelle 3.4.C und 3.4.E).

Tabelle 3.4.A: Produktionsparameter Piroxicam-Nanosuspension (#P100602 und #P100819)

sowie Nifedipin-Nanosuspension (#N100913)

Parameter Wert
ChargengréBe (Volumen Mahlraum (incl. Mahlperlen)) 200 ml
Drehzahl des Rotors 2000 U/min
Leistung der Produktpumpe 10%
Temperatur des Wasserbades zur Kiihlung 1°C
Mabhlperlen (yttria stabilized zirconium (YSZ)) 0,4-0,6 mm
Modus (kontinuierlich / Passagenmodus) kontinuierlich
Prozesszeit 3 Stunden

Tabelle 3.4.B: Rezeptur Piroxicam-Nanosuspensionen (#P100602 und #P100819)

Bestandteil Menge % (w/w)
Piroxicam BIOTREND (#0290BG/02) 12 %

Polysorbat 80 (Tween 80), Caelo (#53445106) 1%

Agua bidest. ad 100 %

Tabelle 3.4.C: LD-PartikelgroRen Piroxicam-Nanosuspensionen (#P100602 und #P100819) am

Herstellungstag

Chargennummer LD 50 (nm) LD 90 (nm) LD 95 (nm) LD 99 (nm)
#P100602 152 285 327 395
#P100819 95 176 316 358

Tabelle 3.4.D: Rezeptur Nifedipin-Nanosuspension (#N100913)

Bestandteil Menge % (w/w)
Nifedipin BIOTREND (# 0268BG/03) 18 %

Poloxamer 188 (Lutrol F68) BASF (#51633115) 1,2%

SDS FLUKA (#409067/1 30801) 0,2%

Agua bidest. ad 100 %
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Tabelle 3.4.E: LD-PartikelgrofRen Nifedipin-Nanosuspensionen (#N100913) am
Herstellungstag

Chargennummer LD 50 (nm) LD 90 (nm) LD 95 (nm) LD 99 (nm)

#N100913 196 359 411 496

Die hergestellten Nifedipin (18 % (w/w))- und Piroxicam-Nanosuspensionen (12 % (w/w))
dienten als ,,Stammldsungen”, die auf 2 % und 10 % (w/w) verdinnt wurden. Zur
Verdiinnung wurde Milli-Q-Wasser (Millipore GmbH, Schwalbach/Ts., Deutschland)
verwendet. Um Agglomerationen aufgrund der Verdiinnung zu verhindern, wurde einem Teil
der Verdiinnungen Tween 80 zugesetzt, so dass diese Verdiinnungen 1 % oder 3 % (w/w)

Tween 80 enthielten.

Da der tatsachliche Gehalt der Nifedipin- und Piroxicam-Nanosuspensionen vom nominellen
abweichen kann, und um eventuelle Fehler im Rahmen der Verdiinnung zu egalisieren,
wurde von allen zur Beladung der pordsen Tragermaterialien verwendeten Verdiinnungen
eine Gehaltsbestimmung (HPLC) durchgefiihrt. Alle prozentualen Angaben bei der
Bestimmung des Auflésungs- bzw. Freisetzungsverhaltens beziehen sich auf den ermittelten

tatsachlichen Gehalt der verwendeten Verdiinnungen.

Es wurden zwei unterschiedliche Beladungsverfahren angewandt, die urspriinglich auf den
Herstellerangaben zur Wasseraufnahmekapazitat von Neusilin® beruhen. Dementsprechend
konnen NEUSILIN US2® (granuliert) und NEUSILIN UFL2® (Pulver) jeweils 2,4-3,1 ml Wasser
pro Gramm aufnehmen. [147] Um die Vergleichbarkeit zwischen NEUSILIN® und AEROPERL®
sicherzustellen, wurde AEROPERL® ohne Beachtung von dessen Wasseraufnahmekapazitat

nach identischem Schema beladen.

Darauf basierend wurde bei Methode A, die angegebene Wasseraufnahmekapazitat
ausschopfend, pro Beladungsvorgang maximal 2,5 ml Nanosuspension zugegeben. Methode

A wurde immer mit 2 %iger Nanosuspension (w/w) durchgefiihrt.

Um eine moglichst hohe Beladung mit Wirkstoff zu erreichen, wurde bei Methode B die
Menge Nanosuspension pro Beladungsvorgang sowie deren Konzentration erhéht. Dabei
wurde eine Uberfeuchtung des Materials in Kauf genommen. Methode B wurde immer mit

10 %iger Nanosuspension (w/w) durchgefihrt.
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Zur Beladung wurde 1 g des jeweiligen porosen Tragermaterials in einer Fantaschale
vorgelegt, die entsprechende Nanosuspension zugegeben und mit einem Pistill vorsichtig
vermengt, bis eine homogene Masse vorlag (optisch aufgrund der Farbung der
Nanosuspensionen gut erkennbar). Anschliefend wurde in einem Trockenschrank bei 105 °C
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Der Beladungsvorgang wurde dreimal mit jeweils

abnehmenden Mengen Nanosuspension wiederholt. Details siehe Tabelle 3.4.F.

Tabelle 3.4.F: Beladungsschema Methode A und Methode B

Methode A Methode B
Nanosuspension 2 % (w/w) Nanosuspension 10 % (w/w)

Erste Beladung 2,5 ml 5ml

Zweite Beladung 2,25 ml 4,5 ml

Dritte Beladung 2,025 ml 4,05 ml

Vierte Beladung 1,8 ml 3,6 ml

Gesamtmenge Wirkstoff 0,1715g 1,715 ¢

Gesamtgewicht 1,171 g 2,715 g

Um die Vergleichbarkeit mit den Auflésungs- und Freisetzungsstudien wassriger sowie
nichtwassriger Wirkstoffnanosuspensionen (siehe Kapitel 3.3 und 4.2) sicherzustellen,
wurden auch diese Dissolutionsexperimente nach der Standard Operating Procedure SOP A-
DISS-091207 , Auflosungs- und Freisetzungskinetik nach USP Paddle” mit PharmaTest Type
PTW S I11“ durchgeflihrt. Aufgrund der Vielzahl der untersuchten Kombinationen von
Beladungsmethoden, porésen Tragermaterialien, Wirkstoffnanosuspensionen und
Konzentration an Tween 80 wurde bei dieser Versuchsreihe mit 2 x 3 Ansatzen anstelle von 1
X 6 Ansatzen gearbeitet. Die Experimente wurden in 900 ml Aqua Purificata, ungepuffert, bei
37 °C und einer Rihrergeschwindigkeit von 100 U/min durchgefihrt. Der Probenzug erfolgte
nach einem produktspezifischen Probenzugplan nach 10, 15, 30, 60, 120, 240, 360, 480 und
1440 Minuten (24 h). Die Temperatur wurde bei jedem Probenzug Uberprift. Der Probenzug
wurde mit einer 5 ml Einmalspritze (B. Braun, Melsungen Deutschland) unter Zuhilfenahme
eines Nadelaufsatzes aus der GefaBmitte oberhalb des Rihrers durchgefiihrt. Die gezogene
Probe wurde durch einen 0,1 um-Celluloseacetat-Filter (Sartorius AG, Gottingen,
Deutschland) filtriert. Von den entnommenen 5 ml wurden 3 ml durch den Filter verworfen,
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die verbleibenden 2 ml wurden fiir die HPLC-Analytik in Eppendorfgefalie abgefiillt. Dabei

wurde i. d. R. unter Sink-Bedingungen gearbeitet. In einigen Fallen wurde bewusst auf die

Einhaltung der Sink-Bedingungen verzichtet.

Die HPLC Analytik erfolgte basierend auf den Arzneibuchmonografien von Nifedipin und

Piroxicam. Weitere Details siehe Kapitel 2.3.4.

Durchfiihrung

Folgende Versuche zur Bestimmung des Auflosungsverhaltens wurden durchgefihrt:

Tabelle 3.4.G: Ubersicht Experimente Aufldsungs- bzw. Freisetzungsverhalten PIROXICAM

Trager-material c (w/w) Charge Beladungs- | ¢ (w/w) Siehe
Piroxicam NS | Piroxicam NS | methode Tween 80 Abbildung

NEUSILIN US2® 2% #P100602 A 1% 3.4.A
NEUSILIN US2® 2% #P100602 A 3% -

NEUSILIN US2® 10% #P100819 B 1% 3.4.A
NEUSILIN UFL2® 2% #P100602 A 1% 3.4.B
NEUSILIN UFL2® 10% #P100819 B 1% 3.4.B
AEROPERL® 2% #P100819 A 1% 3.4.C
AEROPERL® 10% #P100602 B 1% 3.4.C
AEROPERL® 10% #P100602 B 3% -

Tabelle 3.4.H: Ubersicht Experimente Aufldsungs- bzw. Freisetzungsverhalten NIFEDIPIN

Trager-material c (w/w) Charge Beladungs- | ¢ (w/w) Siehe

Nifedipin NS | Nifedipin NS | methode | Tween 80 Abbildung
NEUSILIN US2® 2% #N100913 A n.a. 3.4.D
NEUSILIN US2® 10% #N100913 B n.a. 3.4.D
AEROPERL® 2% #N100913 A n.a. 3.4.E
AEROPERL® 10% #N100913 B n.a. 3.4.E
Ergebnisse

In den folgenden Grafiken werden die Mittelwertkurven der Beladungsmethoden A und B

jeweils fiir eine Kombination von Arzneistoff und Tragermaterial gegentibergestellt und

miteinander verglichen:
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Abb. 3.4.A: Gegeniberstellung Beladungsmethode A und B: Piroxicam / NEUSILIN US2®
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Abb. 3.4.B Gegeniiberstellung Beladungsmethode A und B: Piroxicam / NEUSILIN UFL2®
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Abb. 3.4.D: Gegeniberstellung Beladungsmethode A und B: Nifedipin / NEUSILIN US2¢®
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Abb. 3.4.E: Gegenuiberstellung Beladungsmethode A und B: Nifedipin / AEROPERL®

Die Gegenliberstellung der Freisetzungskurven der Beladungsmethoden A und B pro
Arzneistoff und Tragermaterial zeigt erkennbare Unterschiede des Freisetzungsprofils
zwischen den Beladungsmethoden. Unabhangig vom Arzneistoff, und mit geringen
Unterschieden zwischen den Tragermaterialien, zeigt sich fiir Beladungsmethode A eine
schnellere Freisetzung und ein rasches Erreichen des Maximums, wahrend fir
Beladungsmethode B eine verzogerte Freisetzung und ein spateres Erreichen des Maximums
beobachtet wird. In den Freisetzungskurven wird dies durch einen tendenziell konkaven

Verlauf fiir Methode A und einen eher konvexen Verlauf bei Methode B deutlich.

Die Unterschiede zwischen den Beladungsmethoden sind ebenfalls im Uberblick aller fiir den
jeweiligen Arzneistoff untersuchten Kombinationen von Tragermaterialien und
Beladungsmethoden erkennbar. Die Abbildungen 3.4.F und 3.4.G zeigen die

Freisetzungsprofile fiir Piroxicam und Nifedipin nach 1, 2, 8 und 24 Stunden im Uberblick.
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Abb. 3.4.F: Ubersicht der Triagermaterialien und Beladungsmethoden Piroxicam
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Abb. 3.4.G: Ubersicht der Tragermaterialien und Beladungsmethoden Nifedipin

Die Gegenliberstellung der verschiedenen Tragermaterialien bei gleicher Beladungsmethode

(A/B) zeigt keine wesentlichen Unterschiede zwischen den Tragermaterialien.
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Abb. 3.4.H: Vergleich der Tragermaterialien Piroxicam — Beladungsmethode A
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Abb. 3.4.K: Vergleich der Tragermaterialien Nifedipin — Beladungsmethode B

Der Vergleich der Freisetzungscharakteristik von den verschiedenen Tragermaterialien zeigt
bei gleicher Beladungsmethode unabhingig von Arzneistoff deutliche Ahnlichkeiten.
Wahrend fir Beladungsmethode B eine ansteigende Freisetzung beobachtet wird, gleicht

das Profil der Methode A einem Plateau.
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Fiir Piroxicam unterscheiden sich unabhangig von der Beladungsmethode die maximal
freigesetzten Mengen pro Tragermaterial geringfiigig. Wahrend von US2°® bis 98 %
freigesetzt werden, liegt das Maximum bei UFL2® bei 90 % bzw. 92 %. Bei AEROPERL®
werden sogar werden Uber 100 % errechnet. Auch fiir Nifedipin liegt die maximal
freigesetzte Menge bei AEROPERL® (max. 68 %) hoher als bei US2® (max. 56 %); ULF2®
wurde nicht untersucht. Die maximal freigesetzte Menge nach 24 h ist bei beiden

Beladungsmethoden pro Tragermaterial dhnlich.

Flr Piroxicam findet sich bei AEROPERL® im Vergleich zu NEUSILIN® (US2 und UFL2) eine
insgesamt schnellere Freisetzung. Dies wird insbesondere bei Beladungsmethode B deutlich,
bei der bei AEROPERL® nach 8 Stunden bereits das finale Niveau erreicht ist, wahrend bei

beiden NEUSILIN®-Typen hier erst 70 % freigesetzt waren.

Fiir den Arzneistoff Piroxicam wurde nach 24 Stunden in etwa die gesamte eingesetzte

Menge wiedergefunden (finales Niveau um 100 %).

Fiir Nifedipin zeigen die mit Methode A beladenen Experimente ein uneinheitliches Profil,
wahrend von den mit Methode B beladenen Tragern sehr gleichmaRig langsam freigesetzt
wird. Bei diesen (B) findet sich fiir Nifedipin auch eine insgesamt héhere finale
Freisetzungsrate, wahrend die finalen Freisetzungslevel bei Piroxicam fiir das jeweilige

Tragermaterial keine Unterschiede zwischen den Beladungsmethoden ergaben.

Flr den Arzneistoff Nifedipin wurde nach 24 Stunden nur etwa die Halfte, maximal 68 % der
eingesetzten Menge wiedergefunden. Da dies unabhangig vom Tragermaterial zu
beobachten ist, liegt nahe, dass dies mit der Stabilitat des Nifedipins zusammenhangt. Die
HPLC-Analytik von Nifedipin ist, auch aufgrund der Zersetzung von Nifedipin unter

Lichteinfluss, teilweise problematisch.

Diese insgesamt geringere Freisetzung von Nifedipin wird auch in der folgenden, jeweils auf
ein Tragermaterial (NEUSILIN US2® und AEROPERL®) bezogenen Gegenliberstellung der

Arzneistoffe Piroxicam und Nifedipin deutlich.
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Abb. 3.4.M: Freisetzung von AEROPEPRL®, Vergleich der Arzneistoffe

In der folgenden Tabelle (Tabelle 3.4.1) wird die Zeit betrachtet, die vom schneller
freisetzenden System (Methode A) benétigt wird, um das Plateau der Freisetzungskurve zu
erreichen (Spalte 3:,,Zeit bis Plateau (h) mit Meth. A“), und welches Niveau dieses Plateau
hat (Spalte 4: ,Niveau Plateau (% Freis.)“). Dem wird gegeniibergestellt, wieviel zu diesem
Zeitpunkt beim korrespondierenden System, jedoch mit Methode B beladen, freigesetzt
wurde (Spalte 5: ,,% Freisetzung bei Meth. B zum Zeitpunkt des Plateaus bei A“). SchlieRlich
wird das Niveau des Plateaus bei den nach Methode B beladenen Systemen aufgefiihrt.
(Spalte 6: ,,% Freisetzung Meth. B bei Plateau bzw. maximale Freisetzung” und Spalte 7: ,Zeit
bis Plateau bzw. max. Freis. (h)“)
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Tabelle 3.4.1: Zeit bis zum Erreichen der maximalen Freisetzung bei Beladungsmethode A und
Vergleich Niveau der Freisetzung Beladungsmethode B zu diesem Zeitpunkt

Trager- Wirkstoff | Zeit bis Niveau % Freisetzung % Freisetzung
material Plateau (h) Plateau bei Meth. Bzum | Meth. B bei
mit Meth. A | Meth. A Zeitpunkt des Plateau bzw.
(% Freis.) | Plateaus bei A maximale

Freisetzung

us2 Nifedipin 1 40 20 50

Aeroperl | Nifedipin 2 45 35 70

uUs2 Piroxicam | 2 100 40 100

Aeroperl | Piroxicam |2 100 60 80

UFL2 Piroxicam | 2 90 40 90

Zum Zeitpunkt des Erreichens des Plateaus der Freisetzungskurve der mit Methode A
beladenen Trager ist bei den mit Methode B beladenen Tragern oft nur ca. halb so viel
freigesetzt worden. Im weiteren Verlauf erreicht die Freisetzung der mit Methode B
beladenen Trager ein vergleichbares Niveau. Dies verdeutlicht nochmals die durch

Beladungsmethode B verzogerte Freisetzung.

Die Beladungsmethoden A (langsame Beladung unter Beachtung der angegebenen
Wasseraufnahmekapazitit) und B (exzessive Beladung mit Uberfeuchtung des Materials)
fUhren, unabhangig vom Arzneistoff und mit nur geringen Unterschieden zwischen den

Tragermaterialien, zu unterschiedlichen, typischen Freisetzungsverlaufen.

Mit Methode A beladene Tragermaterialien setzen relativ schnell frei und erreichen relativ
rasch das Maximum (Plateau). Mit Methode B beladene Tragermaterialien zeigen im

Vergleich dazu eine deutlich verzogerte Freisetzung.

Die Beladungsmethoden kdnnen zu einer unterschiedlichen Eindringtiefe der
Wirkstoffnanosuspensionen fiihren. Wahrend es durch die schonende Methode A, unter
Berlicksichtigung der Wasseraufnahmekapazitat, zu einer zu einer lockeren Anhaftung der
Suspension an die Oberflachen der Triagermaterialien kommt, kdnnte die Uberfeuchtung bei
Methode B dazu flhren, dass eine festere Verbindung zur Oberflache, méglicherweise auch
durch teilweise Anlésung der Wirkstoffnanokristalle, kommt. In gel6ster Form kénnten die

Wirkstoffe auch in die Poren eindringen und von dort verzégert wieder freigegeben werden.
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Die Beanspruchung der Suspensionen wahrend der Beladungsvorhange kann auch zu einer
Veranderung der Wirkstoffnanopartikel fihren. Bei Beladungsmethode B kénnte es durch
Uberfeuchtung und die zusitzliche mechanische Belastung (Fantaschale und Pistill) zu
Agglomeration und PartikelgroRenwachstum kommen. Auch eine Anderung der
Morphologie der Partikel, ein teilweiser Ubergang von kristalliner zu amorpher Form ist

moglich.

Um die Ursachen vollstandig zu verstehen, sind weitere Untersuchungen erforderlich. Eine
Veranderung der partikuldren Eigenschaften und mogliches PartikelgroRenwachstum
konnten durch rasterelektronische Aufnahmen nachgewiesen werden. Unterschiede in der
Morphologie der Partikel durch Untersuchungen kénnen mit DSC (Differential Scanning
Calorimetry) identifiziert werden. Um die Freisetzungsprofile besser einordnen zu kénnen,
ware ein direkter Vergleich zu den Freisetzungen von wassriger Wirkstoffnanosuspension

bzw. Makrosuspension hilfreich (siehe Kapitel 3.3).

Die unterschiedliche Freisetzung desselben Wirkstoffes von den verschiedenen
Tragermaterialien Neusilin® und AEROPERL® kdnnte aus einer unterschiedlichen Affinitat der
Wirkstoffnanopartikel zu den Oberflachen der Tragermaterialien bei lockerer Anhaftung
resultieren. Die fur beide Arzneistoffe und Beladungsmethoden tendenziell schnellere
Freisetzung von AEROPERL® (kolloidales Silikondioxid) deutet auf eine geringere chemische
Affinitat zu diesem Material im Vergleich zum Magnesium-Aluminium-Metasilikat des
NEUSILIN®. Auch die unterschiedliche Freisetzung der beiden Wirkstoffe vom selben
Tragermaterial konnte sich durch unterschiedliche Affinitaten ergeben (Abb. 3.4.L und M).
Die insgesamt niedrigere Wiederfindung von Nifedipin hdangt eher mit der Stabilitat des

Nifedipins zusammen.

3.5 Zusammenfassung

Flr beide in dieser Studie untersuchten Arzneistoffe (Nifedipin und Piroxicam) konnten im
Rezepturscreening Stabilisatoren identifiziert werden, die sich nicht nur durch gute
Dispergiereigenschaften, sondern teilweise zusatzlich durch geringe Toxizitat und eine

Zulassung fur parenterale Anwendungen auszeichnen. Fiir Nifedipin wurde die Kombination
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von Poloxamer 188 1,2 % und SDS 0,2 % (w/w) gewahlt, fir Piroxicam wurde Tween 80 1 %

(w/w) als geeignetes Tensid identifiziert.

Die Validierung der Herstellung von Nanosuspensionen mit einer Riihrwerkskugelmiihle
zeigte, dass mit dieser Technologie, trotz Unterschieden der eingesetzten
Materialeigenschaften zwischen den Substanzen, Herstellern und auch zwischen
verschiedenen Chargen des gleichen Herstellers, durch die Anwendung einer ausreichenden
Anzahl an Mahl-Passagen zuverldssig Nanosuspensionen erhalten werden kénnen. In der

Praxis reichen dabei oft Produktionszeiten von ca. einer Stunde.

Die theoretisch erwarteten Vorteile der Nanonisierung von schwerldslichen Arzneistoffen
der der BCS-Klasse 2 (Biopharmaceutical Classification System), die Erhohung der
Bioverfiigbarkeit durch Verbesserung von Loslichkeit und Auflésungsgeschwindigkeit, konnte

in den Studien zur Aufldsungscharakteristik nachgewiesen werden.

Dies galt auch fir eine spriihgetrocknete Piroxicam-Nanosuspension. Sprithtrocknung stellt
somit eine vielversprechende Moglichkeit dar, fliissige Suspensionen in stabilere, feste

Formen zu Giberfihren, ohne die Vorteile zu verlieren.

Die Untersuchungen haben auch den Einfluss von Unterschieden in der Qualitat des
Ausgangsmateriales aufgezeigt. Sowohl bei der Validierung des Herstellprozesses als auch
bei der Freisetzung des makropartikularen Pulvers zeigt das Piroxicam-Ausgangsmaterial
Vorteile durch eine offensichtlich groRere Homogenitat und geringere
AusgangspartikelgroRe. Dies zeigt sich in einer schnelleren PartikelgréBenreduktion und in
einer schnelleren Auflésung der Marko- Suspension im Vergleich zum Nifedipin-Pulver.
Durch entsprechende Auswahl des Rohmateriales kénnen also die Vorteile der

Nanonisierung leichter, effizienter und somit kostenglinstiger erreicht werden.

In diesem Teil der Arbeit sollte eine weitere Technologie zur Steuerung der schnellen
Freisetzungseigenschaften wassriger Wirkstoffnanosuspensionen untersucht werden. Durch
Verwendung poréser Tragermaterialien mit sehr grofler Oberflache sollten die

Wirkstoffnanosuspensionen gebunden und modifiziert (verzégert) freigesetzt werden.
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Die Beladung pordser Tragermaterialien mit grofSer spezifischer Oberflache mit
Wirkstoffnanosuspensionen hat durch Anwendung unterschiedlicher Beladungsmethoden zu

typischen Freisetzungsprofilen gefiihrt.

Unter Berlicksichtigung der angegebenen Wasseraufnahmekapazitat schonend beladene
Tragermaterialien setzten die Arzneistoffe schnell wieder frei, wahrend eine exzessive
Beladungsmethode zu einer verzogerten Freisetzung fuhrte. Dies konnte unabhangig vom
Wirkstoff und mit geringen Unterschieden zwischen den verwendeten Tragermaterialien

wiederholt werden und flihrte zu sehr gleichmaRiger, langsamer Freisetzung,

Dies stellt, neben der in Kapitel 5 diskutierten Steuerung der Freisetzung einer wassrigen
Wirkstoffnanosuspension durch den Zerfall von Tabletten, eine weitere vielversprechende
Moglichkeit dar, die durch Nanonisierung erreichte schnelle Bioverfiigbarkeit des
Wirkstoffes bedarfsgerecht zu steuern. Dazu ist es erforderlich, die Mechanismen der

verzégerten Freisetzung besser zu verstehen.
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4. Entwicklung und Charakterisierung schnell freisetzender
Arzneiformen

Nachdem in den Freisetzungsstudien mit wassrigen Nanosuspensionen die Vorteile der
Nanonisierung von Arzneistoffen der BCS-Klasse 2, die Erhéhung der Bioverfiligbarkeit durch
Verbesserung von Loslichkeit und Auflésungsgeschwindigkeit, nachgewiesen wurden, sollten
diese Eigenschaften in stabile, feste Arzneiformen Uibertragen werden, die Vorteile

gegeniber Suspensionen haben.

Suspensionen sind insbesondere hinsichtlich ihrer Stabilitat problematisch, da sie sich
grundsatzlich nicht im thermodynamischen Gleichgewicht befinden und fortlaufenden
Veranderungen unterliegen. Neben Sedimentation, die im Falle von Nanosuspensionen
einen begrenzten Einfluss hat (Stokesches Gesetz), sind, insbesondere bei
Nanosuspensionen, Umldsungsvorgange moglich. Durch die verhaltnismaRig groRe
Partikeloberflache kann es, abhangig von der PartikelgroRenverteilung, z. B. zu Ostwald-
Reifung kommen, bei der sich kleine Partikel zugunsten groRerer Partikel auflosen. Die
relativ groRe Oberflache der dispergierten Partikel beglinstigt ferner Agglomeration, was
wiederum die Sedimentationsneigung erhoht. Neben diesen technologischen Nachteilen
haben Suspensionen eine geringere Patientencompliance, Nachteile in der Dosierung und

Dosiergenauigkeit und verursachen hdhere Logistikkosten.

Ziel dieser Untersuchungen war daher, die Wirkstoffnanosuspensionen unter Erhaltung ihrer
Auflosungs- und Freisetzungseigenschaften in trockene orale Darreichungsformen zu
Uberfuhren, deren Auflésungs- und Freisetzungseigenschaften zu charakterisieren und mit

denen der wassrigen Wirkstoffnanosuspensionen zu vergleichen.

AnschlieBend sollte die Steuerbarkeit der Verfligbarkeit von Wirkstoffnanomaterialien durch

die Freisetzung aus der Arzneiform untersucht werden.
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4.1 Feuchtgranulate
Es sollten schnell freisetzende Granulate von hoher Qualitat als Ausgangsmaterial fir orale
Darreichungsformen entwickelt werden. Neben der Homogenitat der Wirkstoffverteilung

wurde eine enge PartikelgroBenverteilung fir die optimale Weiterverarbeitung angestrebt.

Geeignete Rezepturen fir die Herstellung von Granulaten sollten datenbasiert identifiziert
werden, um zu reproduzierbaren Ergebnissen zu fiihren. Diese sollten in groBerem Mal3stab

(Scale-Up) in wirkstoffhaltige Granulate Giberfiihrt werden.

Die Charakterisierung der Granulate sollte Gber die Partikelgroenverteilung und
Homogenitat des Granulates erfolgen. Spater wurden auch Freisetzungsversuche mit den

Granulaten durchgefiihrt.

Grundlagen, Methoden und Parameter

Aufgrund der guten Loslichkeit in Wasser wurde Lactose-Monohydrat als Pulvergrundlage
ausgewahlt und durch Feuchtgranulierung verarbeitet. Dabei wurde eine Mischung aus

Krusten- und Klebstoffgranulierung sowie reine Krustengranulierung durchgefihrt.

Bei einer Krustengranulierung wird die Pulvergrundlage (Lactose-Monohydrat) mit einem
Losemittel angel6st, so dass sich interpartikulare Fllissigkeitsbriicken bilden und die Masse
feuchtplastisch und formbar wird. Nach Siebung zur Fixierung der GranulatpartikelgroRe
verfestigen sich die FlUssigkeitsbriicken im Laufe der Trocknung und liefern ein stabiles
Granulat. Bei der Klebstoffgranulierung wird der Granulierfliissigkeit ein Bindemittel
zugesetzt, das, analog zu den Flissigkeitsbriicken bei der Krustengranulierung,

Klebstoffbriicken zwischen den Partikeln der Pulvergrundlage erzeugt.

Die wassrigen Wirkstoffnanosuspensionen wurden direkt als Granulierflissigkeit verwendet
(Krustengranulierung). Um die Qualitat der Granulate zu erhéhen, wurden der wassrigen
Wirkstoffnanosuspension zum Teil verschiedene Bindermaterialien in unterschiedlichen

Konzentrationen zugesetzt (Klebstoffgranulierung).

Eine aufbauende Granulierung verlauft in typischen Phasen: Von der Durchmischung der
Pulvergrundlage Uber die durch den Flissigkeitszusatz beginnende Agglomeration der

Pulverpartikel und die optimale Befeuchtung bis hin zur Uberfeuchtung und den Ubergang in
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eine flissige Suspension. Um das optimale Verhaltnis von Pulvergrundlage und
GranulierflUssigkeit zu ermitteln und anhand reproduzierbarer Messdaten festzulegen,
wurde das erforderliche Drehmoment im Verlauf der Phasen der Granulierung

aufgezeichnet.

Es wurde ein Mixer-Torque-Rheometer ,, Caleva MTR-2“ (Caleva Process Solutions Ltd,
Sturminster Newton, UK) verwendet. Das Rheometer verfligt Gber einen 150 ml
Mischbehalter aus Edelstahl, die Geschwindigkeit der Mischblatter kann zwischen 10 und
150 U/min reguliert, das Drehmoment mit einer Genauigkeit von +/- 0,01 Nm zwischen 0
und 5Nm aufgezeichnet werden. Eine Dosiereinheit erlaubte die Zugabe einer definierten

Menge GranulierflUssigkeit pro Zeiteinheit aus einer handelstblichen Einmalspritze.

Zur Herstellung grofRerer Mengen wurde ein groBeres Mischgerat benotigt. Um
sicherzustellen, dass die Wirkstoffnanosuspension homogen im Granulat verteilt vorliegt,
wurden verschiedene Mischgerate (z. B. Erweka AR400, ERWEKA GmbH, Heusenstamm,
Deutschland) mit gefarbter Granulierfllissigkeit und Lactose visuell auf den Grad der
Durchmischung geprift. Oftmals zeigte sich eine unbefriedigende Durchmischung (Nester
unbenetzter, pulverformiger Lactose verblieben z. B am Rand des Rihrgefalies und unter
den Rihrfligeln). Letztlich wurden mit einer handelsiblichen Kiichenmaschine KitchenAid
,Ultra Power” (KitchenAid Europa Inc., Antwerpen, Belgien) mit ,Flexi-Rihrer” und

Edelstahl-Riihrschiissel optimale Mischergebnisse erzielt.

Die PartikelgroRenverteilung der getrockneten wirkstoffhaltigen Granulate wurde
laserdiffraktometrisch mit einem Beckmann Coulter LS230 in Kombination mit dem ,,Dry-
Powder-Modul“ untersucht. Bei diesem Gerat besteht die Moglichkeit, ein Dispergiermodul
flr trockene Substanzen anzuschlieRen, so dass, anstelle von in Flussigkeiten dispergierter
Partikel, in Luft dispergierte Partikel vermessen werden kénnen. Diese werden dazu in einem
konstanten Luftstrom dispergiert und mit diesem durch die Messzelle beférdert. Die
Messzelle wird von einem Halbleiterlaser mit einer Wellenlange von 750 nm durchleuchtet,
die erzeugten Beugungsmuster werden durch eine nachgeschaltete Fourier-Linse geleitet
und auf ihre Intensitaten vermessen. Durch die Ausstattung mit zwei Fourier-Linsen und drei

Detektoren (low-, mid- und high-angle) resultiert ein Messbereich von 0,400-2000 um. [160]
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Grundlegende Studien zur Feuchtgranulierung

Durchfiihrung

Zunachst wurden wirkstofffreie Granulate im Mixer-Torque-Rheometer ,,Caleva MTR-2“

hergestellt und vermessen, um das Verhaltnis von Pulvergrundlage und Granulierflussigkeit

festzulegen.

Tabelle 4.1.A: Rezepturen zur Ermittlung einer optimalen Menge an Granulierflissigkeit

Rezeptur-Nr.

Menge Pulvergrundlage

Verwendeter Binder / Konzentration (w/w)

1 Lactose Monohydrat 30 g Kollidon K30 10 %
2 Lactose Monohydrat 30 g Kollidon K305 %
3 Lactose Monohydrat 30 g Maisstarke 10 %
4 Lactose Monohydrat 30 g HPMC 2 %

5 Lactose Monohydrat 30 g PVA5%

Es wurden jeweils 30 g Lactose im Mischbehélter vorgelegt und fiir 60 Sekunden vermischt.

Nach weiteren 20 Sekunden, sog. ,Log-Time“, in der das Drehmoment in der reinen

Pulvergrundlage gemessen wurde, wurde mit der Zugabe der Granulierflissigkeit begonnen.

Dazu wurde nach jeweils 80 Sekunden je 1 ml Granulierflissigkeit zugegeben und das sich

verdndernde Drehmoment aufgezeichnet. Der Prozess wurde bei ersten Versuchen nach

Uberschreiten der optimalen Menge Granulierfliissigkeit und, nachdem erste Erfahrungen

vorlagen, bei Erreichen der optimalen Menge Granulierflissigkeit beendet. Es wurde jeweils

eine Doppelbestimmung durchgefiihrt, d. h. jede Rezeptur wurde mindestens zwei Mal

vermessen (Messung 1 und 2, siehe Abb. 4.1.A).

Ergebnisse

Die Beurteilung der Qualitat der Granulate erfolgte anhand der Drehmomentkurven und

nach haptischen und sensorischen Eigenschaften der Produkte. Die folgende grafische

Darstellung des Drehmomentes im Verlaufe des Granulationsprozesses dient der

exemplarischen Erlauterung des Kriteriums Drehmoment.
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Abb. 4.1.A: Drehmomentverlauf bei Granulierung von Lactose-Monohydrat mit wassriger

Lésung von HPMC 2 % (w/w) (Rezeptur Nr.4)

Das Drehmoment im Verlauf des Granulationsprozesses zeigt charakteristische Phasen. Zu
Beginn der Granulation wird die Pulvermischung angefeuchtet, ohne dass Agglomeration
stattfindet. Mit zunehmender Agglomeration und Beginn des Granulataufbaus steigt die
bendtige Kraft und damit die Drehmomentkurve an. Das Maximum markiert den
Wendepunkt des Granulationsprozesses. Nach Uberschreiten des Maximums ist die
Pulvermischung zu feucht und geht zunehmend in eine fllissige Suspension (iber. Dies zeigt
sich im steilen Abfall der Kurve. Das optimale Verhéltnis von Pulvergrundlage und
GranulierflUssigkeit, die optimale Befeuchtung, findet sich im Bereich direkt vor Erreichen
des Maximums. Tabelle 4.1.B zeigt die fiir die einzelnen Rezepturen ermittelten Mengen

Granulierflussigkeit im Maximum der Drehmomentkurve.

Tabelle 4.1.B: Rezepturen und optimale Menge an Granulierflissigkeit

Rezeptur-Nr. Binderkonzentration (% w/w) Konzentration (% v/w) bei Maximum
(Mittelwert der jew. Messungen)

1 Kollidon K30 10 % 11,5

2 Kollidon K305 % 13,0

3 Maisstarke 10 % 17,0

4 HPMC 2 % 13,0

5 PVA5 % 13,0

Bei drei von funf Fallen lag das Maximum des Drehmomentverlaufes, also der Punkt der

Uberfeuchtung des Granulates, bei 13 % (v/w). Dies entspricht bei einer angenommenen
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Dichte der wassrigen Granulierflussigkeit von 1 kg:-m=3in etwa 13 % (w/w). Bei Rezeptur 1 lag

das Maximum mit 11,5 % darunter, bei Rezeptur 3 mit 17 % dartber.

Die einzelnen Rezepturen unterschieden sich nur in der Art und Konzentration des
zugesetzten Binders, der keinen Einfluss auf das Mal} der Befeuchtung und das gemessene
Drehmoment hat. Die unterschiedlichen Werte sind vermutlich auf Inhomogenitaten in der
Pulvergrundlage (Nester) und Prozessschwankungen zurlickzufiihren. Daher kann das Mittel
aus allen Werten, also 13,5 % (v/w), als optimale Menge Granulierflussigkeit definiert
werden. Im weiteren Verlauf wurde mit 10 % (v/w) und 13 % (v/w) Granulierflussigkeit

gearbeitet.

Um auch die sensorischen Eigenschaften der Granulate (optische und haptische
Eigenschaften) beurteilen zu kdnnen, wurden im Anschluss Granulate mit der festgelegten
Menge Granulierflissigkeit hergestellt und zur Klassifizierung der Granulatpartikelgrofle
manuell durch ein 1 mm Rundsieb gedriickt. Dabei wurden die Eigenschaften des noch
feuchten Granulates sensorisch erfasst. AnschlieBend wurde das Granulat bei 30 °C fiir 24 bis

48 Stunden getrocknet.

In Summe aller Daten, der gemessenen Drehmomentverlaufe, der sensorischen
Eigenschaften (optische und haptische Eigenschaften beim Klassifizieren) sowie der Qualitat
der resultierenden Granulate nach Trocknung, wurden fir die Herstellung von
wirkstoffhaltigen Granulaten Kollidon K30 (10 % (w/w)) und HPMC (2 % (w/w)) als Binder

sowie 10 % (v/w) und 13 % (v/w) als Menge an Granulierflissigkeit ausgewahilt.
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Herstellung und Charakterisierung von wirkstoffhaltigen Granulaten

Basierend auf den Ergebnissen der Studien zur Feuchtgranulierung wurden im nachsten

Schritt groRere Mengen wirkstoffhaltige Rezepturen hergestellt und charakterisiert.

Durchfiihrung

Zur Herstellung der Granulate wurden 300 g Lactose-Monohydrat im Mischbehalter der
KitchenAid , Ultra Power” vorgelegt und bei Stufe 1 fiir 30 Sekunden vermischt. AnschlieRend
wurde die Granulierflissigkeit (Wirkstoffnanosuspension und Binder) tropfenweise mit einer
handelstiblichen Einmalspritze unter permanentem Riihren bei Stufe 1 zugegeben. Nach
Bedarf wurde am Rand des Mischbehélters festgesetztes Material mit einem Kartenblatt
entfernt und der Mischung zugefiihrt. Nach vollstandiger Zugabe der Granulierfllssigkeit
wurde fiir weitere 60 Sekunden bei Stufe 1 gemischt, das Produkt anschliefend manuell
durch ein 1 mm Rundsieb (Rezeptur 3: 1,5 mm Sieb) gedriickt und nachfolgend bei 30 °C fir
24 bis 48 Stunden getrocknet. Durch die Farbung der Wirkstoffnanosuspensionen konnte bei
diesen Schritten die Homogenitat der Wirkstoffverteilung gut verifiziert werden. Folgende
Rezepturen wurden damit hergestellt:

Tabelle 4.1.C: Rezepturen wirkstoffhaltiger Granulate

Rezeptur- | Lactose- Rezeptur Granulierfliissigkeit Menge
Nr./ Monohydrat Granulier-
Chargen- | % (w/w) Ve.rwendete Mfenge V.erwendeter Menge fliissigkeit
N Wirkstoff-NS Wirkstoff-NS | Binder Binder % (v/w)
% (w/w) % (w/w) % (w/w) % (Ww/w)
1/- 90 % Nifedipin-NS 98 % HPMC 2% 10%
18% #N090804
2/- 90 % Nifedipin-NS 90 % Kollidon K30 10 % 10%
18% #N090804
3/#NIGR | 86,7% Nifedipin-NS 90 % Kollidon K30 10% 13,3%
092207 18% #N090804
4 /PIGR 90 % Piroxicam-NS 90 % Kollidon K30 10% 10%
#090402.A 12% #P092503
5/ PIGR 86,7 % Piroxicam-NS 90 % Kollidon K30 10% 13,3%
#090402.8 12% #P092503

AnschlieBend wurde die PartikelgréBenverteilung der getrockneten Granulate
laserdiffraktometrisch (Beckmann Coulter LS230) untersucht. Es wurde jeweils eine
Dreifachbestimmung durchgefiihrt, d. h. jede Rezeptur wurde mindestens drei Mal

vermessen.
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Ergebnisse

Abb. 4.1.B zeigt die Mittelwerte der Messergebnisse fir den Parameter LD 90 der
Rezepturen 1 bis 5 (siehe dazu Tabelle 4.1.C).
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= m Rezeptur 2
g 1000 P
g
o 800 1 m Rezeptur 3
o
2 600 -
E
o m Rezeptur 4
400 -
200 - m Rezeptur 5
0 p
Mittelwerte LD 90

\_ J
Abb. 4.1.B: Laserdiffraktometrische PartikelgroBenverteilung Rezepturen 1-5

Die laserdiffraktometrische Untersuchung zeigt fiir alle fiinf untersuchten wirkstoffhaltigen
Granulat-Rezepturen eine sehr enge PartikelgroRenverteilung im erwarteten GrofRenbereich.
Rezepturen 1, 2, 4 und 5, bei denen ein 1 mm Sieb verwendet wurde, zeigen LD 90-Werte
um 1000 nm, Rezeptur 3, die durch ein 1,5 mm Sieb klassifiziert wurde, hat ein LD 90 von ca.
1500 mn. Die arithmetischen Mittelwerte, die Medianwerte und die LD 50-Werte der
Rezepturen 1, 2, 4 und 5, liegen zwischen 600 und 800 nm, in den meisten Fallen um 700
nm. Bei Rezeptur 3 sind die Werte entsprechend der abweichenden Siebung verschoben
(Medianwerte und die LD 50-Werte um 1000 nm).

Die Granulate weisen somit eine enge PartikelgrofRenverteilung knapp unterhalb der
gewadhlten Klassifizierung auf. Die Maschenweite des Siebes markiert das Maximum, durch
Abrieb im Verlauf der Prozessierung liegen die mittleren Werte der trockenen Granulate

knapp darunter.
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Die laserdiffraktometrischen Messergebnisse bestatigten den makroskopischen Eindruck

einer sehr gleichmaligen PartikelgroRenverteilung der getrockneten Granulate.

Die wirkstoffhaltigen Granulate waren durch die Wirkstoffnanosuspensionen gleichmaRig

hellgelb bis gelb gefarbt und belegen eine homogene Verteilung der Wirkstoffe.

Zwischen den verschiedenen Rezepturen konnten dabei keine wesentlichen Unterschiede
ausgemacht werden. Weder die Art des verwendeten Binders (Kollidon K30 oder HPMC),
noch die geringfligige Variation der Menge an Granulierflussigkeit (10 % oder 13,3 % (v/w))
im Rahmen des im Rezepturscreening ermittelten Bereiches hatten einen messtechnisch

oder sensorisch erfassbaren Einfluss auf das Ergebnis.

Zusammenfassung

Die Verfolgung des Granuliervorgangs tber die Messung des Drehmomentverlaufes erlaubte
eine datenbasierte Festlegung des optimalen Verhaltnisses von Pulvergrundlage und
Granulierflussigkeit. In Kombination mit den optischen und haptischen Ergebnissen wurden
Kollidon K30 (10 % (w/w)) und HPMC (2 % (w/w)) als Binder sowie 10 % (v/w) und 13 % (v/w)

als Menge an Granulierflissigkeit ausgewahilt.

Innerhalb dieser Parameter wurden Rezepturen fir wirkstoffhaltige Granulate hergestellt
und laserdiffraktometrisch vermessen. Alle Granulate weisen eine enge
PartikelgroRenverteilung knapp unterhalb Maschenweite des zur Klassifizierung
verwendeten Siebes auf. Die hohe Qualitdt konnte sensorisch bestatigt werden. Die
gleichmaRige Farbung der Granulate belegt eine homogene Wirkstoffverteilung. Es wurden

keine Unterschiede zwischen den Rezepturen beobachtet.

Der systematische Ansatz der Rezepturentwicklung konnte problemlos auf einen gréReren
Malstab Gbertragen werden (Scale-Up). Mit schlanken Rezepturen und einfachen Mitteln
konnten reproduzierbar hochwertige Granulate werden. Diese stellen aufgrund des
erwarteten FlieBverhaltens durch die geringe PartikelgréBenverteilung und hohen
Dosiergenauigkeit durch die Homogenitat der Wirkstoffverteilung optimale Grundlagen fir

eine Tablettierung dar.
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4.2 Tablettierung

Aus den wirkstoffhaltigen Granulaten sollten Tabletten hergestellt und diese charakterisiert

werden. Durch verschiedene Rezepturen der Tablettiergrundlagen sollten, z. B. tber die

Zerfallszeit der Tabletten, modifizierte Freisetzungseigenschaften erzielt und deren

Auflésungs- und Freisetzungseigenschaften analysiert werden.

Grundlagen, Methoden und Parameter

Aufgrund der stabileren Analytik (Gehaltsbestimmung) von Piroxicam wurde als

Wirkstoffkomponente der Granulate fir die Tablettenherstellung ausschlie3lich Piroxicam

verwendet. Fiir die Herstellung der Granulate wurde eine neue Charge Piroxicam-

Nanosuspension (#P101103) mit der Rihrwerkskugelmihle Bihler PML-2 (Biihler AG, Uzwil,

Schweiz) mit folgenden Parametern hergestellt.

Tabelle 4.2.A: Produktionsparameter Piroxicam Nanosuspension (#P101103)

Parameter Wert
ChargengroRe (Volumen Mahlraum (inkl. Mahlperlen)) 200 ml
Drehzahl des Rotors 2000 U/min
Leistung der Produktpumpe 10%
Temperatur des Wasserbades zur Kihlung 1°C
Mahlperlen (yttria stabilized zirconium (YSZ)) 0,4-0,6 mm
Modus (kontinuierlich / Passagenmodus) kontinuierlich
Prozesszeit 3 Stunden
finale PartikelgroRe (LD 99) (nm) 468

Tabelle 4.2.B: Rezeptur Piroxicam Nanosuspension (#P101103)

Bestandteil Menge % (w/w)
Piroxicam BIOTREND (#0290BG/02) 12%

Polysorbat 80 (Tween 80), Caelo (#53445106) 1%

Agua bidest. ad 100 %

Das Produkt entsprach hinsichtlich der PartikelgroBenverteilung den Validierungschargen

und wurde als Granulierflissigkeit zur Herstellung der wirkstoffhaltigen Granulate

verwendet. Als Pulvergrundlage wurde Lactose-Monohydrat verwendet. Da bei den Studien
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zur Feuchtgranulierung kein Einfluss des Binders festgestellt werden konnte, wurden die
Granulate als Basis zur Tablettierung ohne Zusatz von Binder, also als reine

Krustengranulierung mit Wirkstoffnanosuspension, hergestellt.

Es wurden drei verschiedene Tablettiergrundlagen mit unterschiedlichen Hilfsstoffen zur
Tablettierung hergestellt (#PIGR101106, #PIGR101109 und #PIGR101111). #PIGR101106
(Lactose/Piroxicam- Nanosuspension) enthielt keine Zusatze und diente als Referenz zur
Beurteilung der Tablettiereigenschaften. Bei Charge #PIGR101109 wurde Mikrokristalline
Cellulose als Binder zur Tablettierung zugesetzt. Charge #PIGR101111 wurde zur Erhéhung
des Wirkstoffgehaltes aus dem Granulat der Charge #PIGR101106 hergestellt. Dazu wurde
dies zermahlen und erneut mit Piroxicam- Nanosuspension granuliert. Durch die doppelte
Granulierung wurde der Wirkstoffgehalt von 24 mg/g auf 38,88 mg/g erh6ht. Dem Granulat
wurde, neben Mikrokristalliner Cellulose als Binder, Maisstarke als Zerfallshilfsmittel

zugesetzt. Folgende Rezepturen wurden hergestellt:

Tabelle 4.2.C: Rezepturen wirkstoffhaltiger Granulate zur Tablettierung

Rezeptur- Charge
Bestandteil
#PIGR101106 #PIGR101109 #PIGR101111
Basis 300 g Lactose- 277,5 g Lactose- 77,5 g #PIGR101106
Monohydrat Monohydrat
Granulations- | 75 g Piroxicam 75 g Piroxicam 25 g Piroxicam
flissigkeit Nanosuspension Nanosuspension Nanosuspension
(#P101103) (#P101103) (#P101103)
Binder - 22,5 g MCC 7,5 g MCC
(Tablettierung) (Mikrokristalline (Mikrokristalline
Cellulose) Cellulose)
Sprengmittel - - 15 g Maisstarke
Gehalt 24 mg/g 24 mg/g 38,88 mg/g
Piroxicam

Die Granulation wurde mit der KitchenAid , Ultra Power” durchgefiihrt. Dazu wurde die o. g.

Menge Pulvergrundlage (Lactose-Monohydrat bzw. #PIGR101106) im Mischbehélter der

KitchenAid vorgelegt und bei Stufe 1 flir 30 Sekunden vermischt. AnschlieBend wurde die

Granulierflussigkeit (Wirkstoffnanosuspension ohne Binder) tropfenweise mit einer
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handelstiblichen Einmalspritze unter permanentem Riihren bei Stufe 1 zugegeben. Nach
Bedarf wurde am Rand des Mischbehalters festgesetztes Material mit einem Kartenblatt
entfernt und der Mischung zugefiihrt. Nach vollstandiger Zugabe der o. g. Menge
Granulierflussigkeit wurde fiir weitere 60 Sekunden bei Stufe 1 gemischt, das Produkt
anschlieend manuell durch ein 1 mm Rundsieb gedriickt und nachfolgend bei

Raumtemperatur fir 48 Stunden getrocknet.

Den getrockneten Granulaten wurden anschlieRend die o .g. Hilfsstoffe (Binder,

Sprengmittel) zugesetzt, homogen im Granulat verteilt und die Produkte direkt tablettiert.

Durchfiihrung

Die Tablettierung wurde mit einer KORSCH EKO (KORSCH AG, Berlin, Deutschland)
durchgefihrt. Dabei handelt es sich um eine vollautomatische Kleinst-Exzenterpresse. Fillen,
Pressen, AusstolRen und Abschieben der fertigen Presslinge erfolgt automatisch in einem
kontinuierlichen Arbeitsgang. Diese Tablettenpresse ist bestens geeignet, um kleine Mengen
Pressmasse reproduzierbar zu tablettieren. Zur Tablettierung der Granulate wurde ein 11
mm Stempelsatz verwendet. Nach Optimierung der Einstellungen, insbesondere der Filltiefe
und damit der resultierenden Tablettenharte, im manuellen Betrieb (manueller Antrieb)
wurde zur Optimierung der Reproduzierbarkeit die erforderliche Menge Tabletten im
automatischen Betrieb (elektrischer Antrieb) hergestellt. Alle Chargen wurden mit

identischen Einstellungen gefertigt.

Ein Teil der erhaltenen Tabletten wurde anschlieRend hinsichtlich der typischen Parameter
(Gewicht, Durchmesser, Hohe, Bruchfestigkeit) charakterisiert. Ein anderer Teil wurde zur

Bestimmung der Auflése- und Freisetzungseigenschaften verwendet.

Zur Charakterisierung der Tabletten wurden die Parameter Gewicht, Durchmesser, Hohe und

Bruchfestigkeit mit einem Erweka Multicheck (ERWEKA GmbH, Heusenstamm, Deutschland)
bestimmt. Die 0. g. Parameter wurden an je 10 Tabletten vollautomatisch in einem

Arbeitsgang bestimmt.
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Ergebnisse

Tabelle 4.2.D: Mittelwerte der Ergebnisse aus 10 Einzelwerten der Tablettenchargen

#PIGR101106 #PIGR101109 #PIGR101111
Gewicht (mg) 506,9 473,9 465,8
Durchmesser (mm) | 10,6 11,1 11,1
Hohe (mm) 5,6 5,4 5,4
Bruchfestigkeit (N) 52,5 93,0 149,8

Die Ergebnisse der Basisdaten Gewicht, Durchmesser und Hohe sind fiir die drei
hergestellten Tablettenchargen vergleichbar. Das gilt insbesondere fiir die Chargen
#PIGR10110 und #PIGR10111, welche MCC (Mikrokristalline Cellulose) bzw. zusatzlich
Maisstarke als Hilfsstoffe enthalten. Charge #PIGR101106, die aus reinem Wirkstoffgranulat
ohne Zusatze hergestellt wurde, weicht mit einem héheren Gewicht und groRerer Hohe
leicht ab. Auch zeigten die Einzelwerte (nicht dargestellt) hier groRere Schwankungen im
Vergleich zu den Chargen, die Hilfsstoffe enthalten. Dies ist durch das FlieRverhalten der
Tablettiermasse begriindet. Durch den Zusatz von MCC wird ein besseres FlieRverhalten und
eine gleichmaBigere Flllung der Matrizen bewirkt, was zu gleichméaBigeren Tabletten fihrt.
Ohne Hilfsstoffe kann in Einzelfallen mehr Tablettiermasse einflieRen, was zu schwereren
und héheren Tabletten flhrt. Hinsichtlich der Bruchfestigkeit entsprechen die Ergebnisse
den Erwartungen. Durch Zusatz von MCC entstehen mehr formschliissige Verbindungen
wahrend des Pressvorganges, was in hoherer Bruchfestigkeit resultiert. Dies wird durch

zusatzliche Maisstarke noch verstarkt.

Die insgesamt relativ hohe Variabilitat ist dem groRen Anteil an Handarbeit geschuldet und

kann durch starker automatisierte und validierte Prozesse minimiert werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es mit einfachen Mitteln gelungen ist,
reproduzierbare Ergebnisse bei der Tablettierung zu erzielen. Die Zerfallszeit der Tabletten

wurde bei Bestimmung der Auflése- und Freisetzungseigenschaften erfasst.
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4.3 Bestimmung der Freisetzungscharakteristik
Die Freisetzungscharakteristik von Granulaten und Tabletten, die aus wassrigen
Wirkstoffnanosuspensionen hergestellt wurden, sollte untersucht und mit den Ergebnissen

der Dissolutionsexperimente der Wirkstoffnanosuspensionen verglichen werden.

Durch verschiedene Rezepturen der Tablettiergrundlagen sollten, z. B. Gber die Zerfallszeit
der Tabletten, modifizierte Freisetzungseigenschaften erzielt und deren Auflésungs- und

Freisetzungseigenschaften analysiert werden.

Grundlagen, Methoden und Parameter

Analog zu den Aufl6sungs- und Freisetzungsstudien wassriger Wirkstoffnanosuspensionen,
wurden diese Dissolutionsexperimente, ebenfalls in Anlehnung an die ,,United States
Pharmacopeia”“ (USP)- Monografie ,Dissolution”, nach Standard Operating Procedure SOP A-
DISS-091207 ,, Auflésungs- und Freisetzungskinetik nach USP Paddle” durchgefiihrt. Dazu
wurde erneut die Freisetzungsapparatur ,PharmaTest Type PTW S lII“ verwendet.
Ublicherweise wurde mit 6 Ansitzen parallel gearbeitet, bei Bedarf, z. B. wenn zwei

Loslichkeitsprofile parallel untersucht werden sollten, mit 2 x 3 Anséatzen.

Die Experimente wurden in 900 ml Aqua Purificata, ungepuffert, bei 37 °C und einer
Rahrergeschwindigkeit von 100 U/min durchgefiihrt. Der Probenzug erfolgte nach einem
produktspezifischen Probenzugplan nach 5, 10, 15, 30, 60 und 120 Minuten. Bei schnell
freisetzenden Zubereitungen wurden die Probenzugintervalle zu Beginn des Versuches
verkirzt, so dass die Ergebnisauflosung im entscheidenden Bereich erhéht wurde
(Probenzug nach 2, 5, 7, 10, 30, 60 und 120 Minuten). Die Temperatur wurde bei jedem
Probenzug liberpriift. Der Probenzug wurde mit einer 5 ml Einmalspritze (B. Braun,
Melsungen, Deutschland) unter Zuhilfenahme eines Nadelaufsatzes aus der GefalBmitte
oberhalb des Riihrers durchgefiihrt. Die gezogene Probe wurde durch einen 0,1 um-
Celluloseacetat-Filter (Sartorius AG, Gottingen, Deutschland) filtriert. Von den
entnommenen 5 ml wurden 3 ml durch den Filter verworfen, die verbleibenden 2 ml wurden
flir die HPLC- Analytik in EppendorfgefaRe abgefillt. Es wurde unter Sink-Bedingungen

gearbeitet.
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Die HPLC Analytik erfolgte basierend auf den Arzneibuchmonografien von Nifedipin und

Piroxicam. Weitere Details siehe Kapitel 2.3.4.

Durchfihrung und Ergebnisse

Folgende Versuche zur Bestimmung des Auflésungsverhaltens wurden durchgefiihrt:

Tabelle 4.3.A: Zusammensetzung der Granulate flir Dissolutionsstudien

Chargen-Nr. Lactose | Menge Rezeptur Granulierfliissigkeit

(#) / Studie- Mono- | Granulier-

Nr. hydrat | fliissigkeit Menge
% % (v/wW) | verwendete | Menge | Menge | Art Menge | Spreng
(w/w) Wirkstoff-NS | API-NS | Binder Binder | Binder | -Mittel

% (w/w) | (Gran) (Gran) | (Tab)% | %
% (w/w) (w/w) (w/w)

NIGR092207 86,7% | 13,3% Nifedipin-NS | 90 % 10% Kollidon | - -

/1 #N090804 K30

PIGR090402.A | 90 % 10% Piroxicam-NS | 90 % 10% Kollidon | - -

/2 #P092503 K30

PIGR090402.B | 86,7 % | 13,3 % Piroxicam-NS | 90 % 10% Kollidon | - -

/2 #P092503 K30

PIGR101109 74 % 20% Piroxicam-NS | 100 % - - 6% -

/3 (#P101103)

PIGR101111 62 % 20% Piroxicam-NS | 100 % - - 6% 12 %

/5 (#P101103)

Tabelle 4.3.B: Ubersicht iiber durchgefiihrte Dissolutionsstudien

Studie-Nr. Chargen-Nr. Darreichungsform Grafik(en)
1 NIGR092207 Granulat 5.4.A
2 PIGR090402.A Granulat 5.4.B
PIGR090402.B
3 PIGR101109 Granulat 5.4.C
4 Tabletten 5.4.D
5 PIGR101111 Granulat 5.4.E
6 Tabletten 5.4.F
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Grafik 4.3.A: Studie Nr. 1: Auflésungs- bzw. Freisetzungscharakteristik von Nifedipin-

Granulat #NIGR092207 Mittelwert der GefdalRe A-F
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Grafik 4.3.B: Studie Nr. 2: Auflésungs- bzw. Freisetzungscharakteristik von Piroxicam-

Granulat #PIGR090402.A und #PIGR090402.B Mittelwert der GefaRe A-F
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Grafik 4.3.C: Studie Nr. 3: Auflosungs- bzw. Freisetzungscharakteristik von Piroxicam-

Granulat #PIGR101109 Mittelwert der GefalRe A-C
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Grafik 4.3.E: Studie Nr. 5: Auflésungs- bzw. Freisetzungscharakteristik von Piroxicam-

Granulat #PIGR101111 Mittelwert der GefaRe A-C
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Grafik 4.3.F: Studie Nr. 6: Auflosungs- bzw. Freisetzungscharakteristik von Piroxicam-

Tabletten #PIGR101111 Mittelwert der GefalRe A-C
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Grafik 3.3.2.D: Auflésungscharakteristik von Nifedipin-Nanosuspension 18 %. Mittelwert der
GefalRe A-F
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Grafik 3.3.2.F: Auflésungscharakteristik von Piroxicam-Nanosuspension 12 %. Mittelwert der

GefaRe A-F

Die wirkstoffhaltigen Granulate aus Nifedipin- und Piroxicam-Nanosuspension
(#NIGR092207, #PIGR090402.A und #PIGR090402.B, Grafiken 4.3.A und 4.3.B) zeigen ein
Auflésungs- und Freisetzungsverhalten, das dem der respektiven
Wirkstoffnanosuspensionen entspricht. Bei beiden Granulaten ist das Maximum der
Freisetzung nach 5 bis 10 Minuten erreicht und insgesamt wurde fast die gesamte
eingesetzte Menge (100 %) wiedergefunden. Die Grafiken 3.3.2.D (Nifedipin-
Nanosuspension) und 3.3.2.F (Piroxicam-Nanosuspension) sind oben zum Vergleich
aufgetragen. Selbst der insgesamt etwas langsamere Anstieg der Nifedipin-Freisetzung findet
sich im Granulat wieder. Die Verarbeitung der Wirkstoffnanosuspension zu einem Granulat

hat offensichtlich keinen Einfluss auf die Eigenschaften der Wirkstoffnanopartikel.
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Eine prinzipiell dhnliche Freisetzungscharakteristik wurde auch bei dem Granulat
#PIGR101109 gefunden, das aus der frisch hergestellten Piroxicam-Nanosuspension
(#P101103) hergestellt wurde. Hier wird jedoch keine vollstéandige Freisetzung erreicht, das
Maximum liegt bei ca. 50 % der eingesetzten Menge. Auch dhnelt der langsame Anstieg eher
der Nifedipin-Freisetzungscharakteristik. Letzteres kann durch den zur Tablettierung
zugesetzten Hilfsstoff (Mikrokristalline Cellulose (MCC)) verursacht werden, der homogen im
Granulat verteilt wurde und durch seine quellende Eigenschaft die Auflosung des Granulates
verzogert. Fiir die unvollstandige Wiederfindung konnte kein Root Cause nachgewiesen
werden. Durch die HPLPC-Rohdaten konnte der nominale Gehalt der
Wirkstoffnanosuspension bestatigt werden und bei dem aus derselben Charge
Wirkstoffnanosuspension (#P101103) hergestellt Granulat PIGR101111 wurde die gesamte
eingesetzte Menge wiedergefunden. Darliber hinaus bestatigen die AUCs der HPLPC der
Freisetzung des Granulates #PIGR101109 eine unvollstandige Wiederfindung. Darauf

basierend muss ein Fehler in der Herstellung als Root Cause vermutet werden.

Die unvollstandige Wiederfindung hat keinen Einfluss auf das Ergebnis dieser Untersuchung,
die den Unterschied zwischen Granulat und daraus hergestellten Tabletten zeigen sollte. Die
aus dem Granulat #PIGR101109 hergestellten Tabletten zeigten vergleichbare Werte in der
Wiederfindung. Allerdings wurde das Maximum der Freisetzung erst nach 4 Stunden
(Granulat 15-30 Minuten) erreicht. Dies zeigt, dass die Zerfallszeit der Tabletten die schnelle

Freisetzung von Wirkstoffnanosuspensionen verzogern kann.

Das Granulat #PIGR101111, das neben MCC als weiteren Tablettierhilfsstoff Maisstarke
enthielt, zeigt eine vergleichbare Freisetzung wie #PIGR101109 (leicht verzogert im Vergleich
zur Wirkstoffnanosuspension), jedoch wurde hier die gesamte eingesetzte Menge
wiedergefunden (100 %). Dies unterstreicht nochmals, dass die Verarbeitung von
Wirkstoffnanosuspensionen zu Granulaten keinen oder nur einen geringen Einfluss auf die

schnellen Freisetzungseigenschaften hat.

Die Freisetzung aus den Tabletten aus dem Granulat #PIGR101111 erfolgte fast identisch mit
dem zugrundeliegenden Granulat. Durch die zusatzlich enthaltene Maisstarke als
Sprengmittel erfolgte ein rascher Zerfall der Tabletten, so dass die Freisetzung dem des

Granulates entspricht.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Verarbeitung von
Wirkstoffnanosuspension zu einem Granulat keinen oder kaum Einfluss auf die
Eigenschaften der Wirkstoffnanopartikel und die Aufldsungs- und Freisetzungscharakteristik

hat. Zugesetzte Tablettierhilfsstoffe verursachen eine geringe Verzogerung der Freisetzung.

4.4 Zusammenfassung

Ziel dieses Teils der Arbeit war, wassrige Wirkstoffnanosuspensionen unter Erhaltung ihrer
Auflésungs- und Freisetzungseigenschaften in einfache und schnell freisetzende, trockene

orale Darreichungsformen zu tberfihren.

Durch systematische, datenbasierte Rezepturentwicklung konnten aus
Wirkstoffnanosuspensionen wirkstoffhaltige Granulate hergestellt werden, die durch eine
homogene Verteilung des Wirkstoffes und gleichmaRige PartikelgroBenverteilung des
Granulates geeignete Grundlagen zur Weiterverarbeitung, z. B. zur Direkttablettierung, sind.
Aus diesen Granulaten konnten reproduzierbar Tabletten hergestellt werden, denen
verschiedene Tablettierhilfsstoffe wie Binde- oder Sprengmittel zugesetzt wurden. In
Freisetzungsstudien konnte gezeigt werden, dass die Vorteile einer
Wirkstoffnanosuspension, die schnellere Auflésung und Wirkstofffreisetzung, von den
Suspensionen in feste und trockene Arzneiformen wie Granulate oder Tabletten libertragen
werden konnten. Uber den Zerfall von Tabletten, die aus diesen Granulaten hergestellt

werden, kann die Freisetzung gesteuert werden.

Die Langzeitstabilitat von Wirkstoffnanosuspensionen kann durch Uberfiihrung in trockene
Arzneiformen voraussichtlich deutlich gesteigert werden. Da die thermodynamischen
Nachteile einer Suspension (An- und Umldsung, Agglomeration, Sedimentation) entfallen
oder minimiert werden, kann davon ausgegangen werden, dass Eigenschaften wie
PartikelgrofRRe, Kristallinitat und damit das vorteilhafte Aufl6sungs- und

Freisetzungsverhalten dauerhalft erhalten bleiben.

Durch die technologischen Moglichkeiten, die Auflosung oder den Zerfall von Tabletten, z. B.

durch zugesetzte Hilfsstoffe oder Uberziige, zu steuern, bestehen nahezu unbegrenzte
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Moglichkeiten, auch durch ihre Schwerloslichkeit schlecht bioverfligbare Arzneistoffe in

Form von Wirkstoffnanosuspensionen fiir Patienten verfiigbar zu machen.

Fiir Nifedipin, eine der BCS-Klasse 2-Modellsubstanzen dieser Arbeit, bietet dies einen
direkten Vorteil fur die Patientensicherheit. Zur Behandlung von Angina Pectoris und
systemischen Bluthochdruck ist eine kontrollierte Verfiigbarkeit des Wirkstoffes gewlinscht,
schnelle Anstiege der Wirkstoffkonzentration im Plasma fiihren zu erhéhter Herzfrequenz
und einer Zunahme der unerwiinschten Arzneimittelwirkungen. [161-163] Daher ist es
Ublich, Nifedipin in langsam freisetzenden Arzneiformen einzusetzen, um schnelle Anstiege
der Wirkstoffkonzentration im Plasma zu vermeiden. Dariiber hinaus kann so die

Einnahmefrequenz bei chronischer Behandlung reduziert werden.

Studien an der Universitat Greifswald haben gezeigt, dass die Auflésungscharakteristik in
vielen langsam freisetzenden Nifedipin-Formulierungen nicht durch die Arzneiform, sondern
durch die Auflésungscharakteristik der Wirkstoffkristalle erzeugt wird. Dies birgt die Gefahr
einer unkontrollierten Freisetzung, z. B. wenn die Arzneiform mit der Nahrung

aufgenommen wird und die Arzneiform bereits im Magen desintegriert. [164]

Durch Verwendung von Wirkstoffnanokristallen und einer echten kontrolliert freisetzenden
Arzneiform kann kostengtinstig eine Formulierung mit einer deutlich verbesserten Sicherheit

fir den Patienten hergestellt werden.
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5. Entwicklung und Charakterisierung nanodisperser Arzneiformen
in nichtwassrigen Medien

Wirkstoffnanosuspensionen lassen sich in wassrigen Medien allgemein gut herstellen und
mit laserdiffraktometrischen Methoden charakterisieren. Wie in den vorigen Kapiteln
gezeigt, konnten wassrige Wirkstoffnanosuspensionen unter Erhalt ihrer Vorteile beim
Auflosungs- und Freisetzungsverhalten in trockene, potenziell langzeitstabile Arzneiformen
tiberfiihrt werden. Durch Uberwindung ihrer Schwerldslichkeit kdnnen so insbesondere
Wirkstoffe der BCS-Klasse 2, die schwerloslich, aber gut membranpermeabel sind,

bioverfiigbar gemacht werden.

Auch fur Wirkstoffe, die aus nichtwassrigen Medien appliziert werden, kdnnen verbesserte
Auflésungseigenschaften vorteilhaft sein. Wirkstoffnanosuspensionen in lipophilem Medium
bieten die Moglichkeit, mit wenig Aufwand fertige Arzneiformen zu erhalten und bieten
zahlreiche Vorteile wie erhohte Bioverfiligbarkeit oder verzogerte Freisetzung (siehe Kapitel

1.4).

Die bisher beschriebenen Methoden zur Herstellung und Charakterisierung von
Wirkstoffnanosuspensionen beziehen sich ausschlieBlich auf wassrige Systeme. Da
Wirkstoffnanopartikel nicht zufriedenstellend aus wassrigen Systemen in nichtwassrige
transferiert werden konnen, sollten Wirkstoffnanosuspensionen direkt in nichtwdassrigen

Medien hergestellt und charakterisieret werden.

Dabei sollten Dispergiermedien verschiedener chemischer Natur wie Triglyceriddle
(Neutraldle) und Polydimethylsiloxan (Dimeticon) sowie verschiedene Methoden zur
PartikelgroRenreduktion wie Mahlung mit Kugelmiihlen und Hochdruckhomogenisation

(HPH) verwendet werden.
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5.1 Entwicklung nanodisperser Arzneiformen mit Kugelmiihlentechnologie
Die flir wassrige Systeme hinreichend bekannten und beschriebenen
Zerkleinerungsprinzipien sollten in nichtwassrigen Systemen tberpriift und, darauf
basierend, Rezepturen entwickelt werden, um Wirkstoffnanosuspensionen direkt in
nichtwassrigen Medien herzustellen. Die Auflésungs- und Freisetzungseigenschaften der

nichtwassrigen Wirkstoffnanosuspensionen sollten untersucht und beurteilt werden.

Auch die Methoden zur Bestimmung der PartikelgrofRenverteilung sind vollstandig auf
wassrige Systeme ausgelegt. Um neben der Lichtmikroskopie schnell reproduzierbare Daten
erzeugen zu kénnen, sollten Moglichkeiten zum Einsatz von

Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) in nichtwassrigen Medien entwickelt werden.

Fiir diesen Teil der Entwicklung und Charakterisierung nanodisperser Arzneiformen in

nichtwassrigen Medien wurden Triglyceridole (Neutraldle) als Dispergiermedium gewahlt.

Grundlagen, Methoden und Parameter

Zur Herstellung von nichtwassrigen Wirkstoffnanosuspensionen wurde die
Kugelmihlentechnologie in einer auf das Minimum reduzierten Variante verwendet
(,Becherglasmihle”). Diese besteht aus einem Becherglas, einem passenden
Magnetrihrstab (Ruhrfisch) und einem Magnetrihrer mit ausreichender Drehzahl. In diese
wurden die Komponenten (nichtwassriges Dispergiermedium, Mahlkugeln, Mahlgut (API)
und Tensid) in den zu untersuchenden Arten und Mengenverhaltnissen eingefligt und mit

unterschiedlichen Geschwindigkeiten und Prozesszeiten gemahlen.

Die PartikelgroRenreduktion in diesen Mahlsystemen wird durch Reibungs- und Prallkrafte
(interpartikular, mit und zwischen den Mahlkugeln sowie der Mahlkammer) erreicht. Die
Intensitat dieser Krafte und damit der Erfolg der PartikelgréRenreduktion wird durch die
eingebrachte Mahlenergie bzw. Stressintensitat bestimmt, die durch zahlreiche Faktoren
beeinflusst wird. Diese sind in der untenstehenden Tabelle zusammengefasst: ,\ “ bedeutet
positiver Einfluss auf die PartikelgroRenreduktion, ,™“ bedeutet negativer Einfluss auf die
PartikelgroRenreduktion bei gleich bleibenden anderen Faktoren. Es handelt sich um
grundsatzliche Aussagen, die innerhalb bestimmter Limits gelten. Jeder der Faktoren kann

auch Uberstrapaziert werden und sich anders auswirken. Dies gilt insbesondere fiir die
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Konzentration des Mahlgutes (APl), Menge und GroRe der Mahlkugeln. Die Faktoren Art und
Menge des Tensids sowie Art und Menge des Dispergiermediums haben indirekten Einfluss
und sind individuell fiir die Rezeptur. Fiir diese konnen keine pauschalen Aussagen zum
Einfluss getroffen werden. Diese Faktoren beeinflussen jedoch direkt andere Faktoren, wie z.

B. die Viskositat.

Tabelle 5.1: Ubersicht der Einflussfaktoren und deren Wirkung auf die Mahlenergie und

PartikelgroRenreduktion bei Nassmahlverfahren. [68-71] [72] [53]

Faktor Wirkung Erhohung Wirkung Reduktion
Prozesszeit J ™
RUhr-Geschwindigkeit N ™

Menge Mahlkugeln N ™

GroRe Mahlkugeln ™ N)

Dichte der Mahlkugeln N ™

Art des Mahlgutes (Harte, ™ N)
AusgangspartikelgrofRRe)

Menge Mahlgut (API) N ™

Viskositat des Systems ™ N)

Art des Tensids - -

Menge des Tensids - -

Art Dispergiermedium - -

Menge Dispergiermedium - -

Temperatur - -

Fir die ,,Becherglasmihle” wurden folgende Komponenten gewahlt: Becherglas (25 ml,
Schott Duran® 25 ml (Durchmesser 34 mm Hohe 50 mm)), 30 mm Magnetrihrstab
(Ruhrfisch), Magnetriihrer (z. B. IKA RCT, NeoLab) mit mindestens 1250 U/min. Die Lange des
Magnetrihrstabes (Rihrfisch) wurde so gewahlt, dass er den Durchmesser des Becherglases
exakt ausfillt, um sicherzustellen, dass das gesamte System gleichmalig bewegt wird. Die

tatsachliche Drehzahl der Magnetrihrer wurde vor Benutzung ermittelt und kalibriert.

Seite | 133




Alle verwendeten Mahlkugeln bestanden aus mit Yttriumoxid stabilisiertem Zirkoniumoxid in
verschiedenen GroRen (0,15-0,25 mm (,,0,1 mm*) / 0,25-0,35 mm (,,0,3 mm*“) / 0,4-0,6 mm
(11015 mm”)'

Die zu prifende Rezeptur wurde nach einem festen Schema reproduzierbar wie folgt
hergestellt: Das Gewicht des Becherglases mit Magnetriihrstab wurde tariert, das Tensid in
das Becherglas eingewogen, erneut tariert, das Dispergiermedium (Ol) in das Becherglas
eingewogen; anschlieBend wurden Tensid und Dispergiermedium (Ol) fiir 30 Sekunden
verrihrt. Dann wurde erneut tariert, der Wirkstoff in das Becherglas eingewogen und erneut
flr ca. 30 Sekunden verrihrt. SchlieBlich wurde erneut tariert und die bendtigte Menge
Mahlkugeln in das Becherglas eingewogen. Im Labor wurde die Temperatur
(Raumtemperatur) gemessen, das Volumen und die Fillhéhe der eingewogenen
Komponenten im Becherglas aufgezeichnet. Dann wurde bei niedriger Geschwindigkeit fiir
30 Sekunden verrihrt, um die Komponenten homogen zu verteilen. AnschlieBend wurde die
Probe fiir den Startpunkt (TO) gezogen, das Experiment gestartet und die TO-Probe im
Mikroskop untersucht. Dies wurde fiir die weiteren Probenahmezeitpunkte wiederholt. Die
Proben wurden an einem festgelegten Probenahmepunkt aus dem Uberstand in der Mitte
des GefalRes entnommen; so wurden Mahlkugeln in der Probe vermieden. Die Probenahme
erfolgte alle 60 Min (5.1.1 ,,empirische Untersuchungen”) bzw. 90 Min (5.1.2 ,,DoE und
Relationen”), die Prozessdauer betrug zwischen 3 und 6 Stunden. Am Ende des Prozesses
wurde die Temperatur im Becherglas gemessen, die Suspension durch ein Sieb
(Maschenweite < Durchmesser der verwendeten Mahlkugeln) gegeben, um die Mahlkugeln
abzutrennen, ein makroskopisches Bild gemacht (sofern vorgesehen), die Viskositat der
erhaltenen Suspension gemessen (sofern vorgesehen) und eine PCS-Messung durchgefiihrt
(sofern vorgesehen). Die Partikel der letzten Probe wurden mit der Software des

Lichtmikroskops, die zuvor kalibriert wurde, vermessen.
Alle Einwaagen wurden auf Analysenwaagen durchgefiihrt.

Analyse: Die mikroskopischen Untersuchungen wurden am Durchlichtmikroskop (siehe 2.4
Gerateliste) mit einer im Tubus des Mikroskops montierten USB-Farbdigitalkamera

durchgefihrt. Die Probe wurde dazu direkt auf einen Objekttrager gegeben, die bendétigte
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Menge Dispergiermedium ergdnzt und bei einer VergréoRBerung von 10 x 10 x, 40 x 10 x und

100 x 10 x analysiert und fotografiert.

Die Probenaufbereitung fir PCS-Messung in nichtwassrigen Medien, insbesondere die
Probenmenge Probe zur Verdiinnung auf 2 ml, wurde im Rahmen der Rezepturentwicklung
ermittelt. Es wurden Probemengen von 10 pl, 25 ul/30 pl, 30 pl/40 pl auf 2 ml verdiinnt und
vermessen. Fir die final verwendeten Rezepte wurden 10 pl zu 2,0 ml verdiinnt und mit

diesen Parametern vermessen:

Probenaufbereitung: 10 ul Probe ad 2 ml. Davon ca. 1,5 ml zur Messung

- Einweg-Polystyren-Kiivetten; Flllh6he Kivetten zwischen 1,0 und 1,5 cm [84]

- Dispersion Technology Software, Version 5.00 (Malvern Instruments GmbH)

- SOP ,Nonclear 25C Nanosusp 10 Einzelm.AB.2.NAQ“ (1 Run = 10 sec; 10
Einzelmessungen, 25 °C, Dispersant: Miglyol 812 (25 °C, Viskositat: 30,000 cP (mPas),
Brechungsindex: 1,450) [137], Material: Polystyrene Latex (Brechungsindex: 1,590,
Absorption: 0,01, Data Processing: ,,normal resolution®)

- Die dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte aus zehn (10) Einzelmessungen der

jeweiligen Probe (berechnet durch Excel-Sheets).

Die verwendeten Tenside konnen einen bedeutenden Einfluss auf das Ergebnis haben. Durch
die angestrebte PartikelgroBenreduktion entsteht durch den Zuwachs an Oberflachen eine
zunehmende Grenzflachenenergie. Um diese zu reduzieren, ist ein geeignetes Tensid in
ausreichender Konzentration erforderlich. Welches Tensid sich eignet, hdangt von den
Eigenschaften der verwendeten Bestandteile, z. B. von der Oberflachenbeschaffenheit des
Mahlgutes (API), ab. Es kann als Voraussetzung angesehen werden, dass das Tensid im
Dispergiermedium I6slich ist, um die entstehenden Grenzflachen besetzen zu kénnen und

Agglomeration zu verhindern.

Vor jeder Studie wurden daher umfangreiche Loslichkeitsversuche von potenziell geeigneten
Tensiden im gewahlten Dispergiermedium durchgefiihrt. Dazu wurde eine kleine Menge

Tensid zum Dispergiermedium gegeben und die Loslichkeit makroskopisch beurteilt: 1. nach
Zugabe (ohne Agitation), 2. nach 60 Sekunden Schitteln (Vortex), 3. nach 30 min Erhitzen, 4.

nach 24 Stunden, 5. ggf. zusatzlich nach 7 Tagen.
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In einigen Fallen wurde der Wirkstoff trocken vorgemahlen. Dazu wurde eine Retsch (Retsch
GmbH, D-Haan) Schwingmiihle MM 2000 mit Teflon-Mahlkammer und Keramikkugeln (@
10,050 mm) verwendet. Je nach Wirkstoff wurden unterschiedliche Amplituden und
Mahlzeiten gewahlt. Typischerweise wurde bei Amplitude 70 fiir 10-20 Minuten

vorgemabhlen.

Mahlkugeln wurden fir eine Kombination von API, Dispergiermedium und Tensid dediziert
und im Rahmen dessen nach Trocknung (Loschpapier / Ofen) wiederverwendet. Mahlkugeln

wurden nicht gewaschen, um zu vermeiden, dass Reste von Detergenzien zurlickbleiben.

5.1.1 Rezepturentwicklung durch empirische Untersuchung von
Zerkleinerungsprinzipien der Kugelmiihlentechnologie

Durchfiihrung

In diesem Teil wurde versucht, durch schrittweise Anderung einzelner Parameter deren
Einfluss auf das System zu erkennen. Auf diese Weise sollten, mit dem Ziel, eine geeignete

Rezeptur zu entwickeln, die Werte der Parameter optimiert werden.
Folgende Parameter wurden beriicksichtigt:

- Art und Menge des Dispergiermediums (nichtwassrige Grundlage)
- Artund Menge des Mahlgutes (API)

- Art und Menge des Tensids

- GroRe der verwendeten Mahlkugeln

- Menge der Mahlkugeln

- Einfluss der Temperatur

- Prozesszeit

- Ruhrgeschwindigkeit

- Vorbehandlung des API (Pre-Milling)

- Viskositat des Systems

Folgende Rezepturen und Parameter wurden untersucht; es wurden Dispergiermedien
verschiedener Viskositat gewahlt, um lber diese Eigenschaft spater ggf.
Freisetzungseigenschaften zu steuern:
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Tabelle 5.1.1.A: Rezepturen und Parameter empirische Untersuchungen

LF. API % API Tensid % Surf. Medium Menge Mahl- Pprozess | Riihr-
Nr. (Menge in (Menge Medium kugeln -zeit Geschw.
8) in g) (mm) /
vol (ml)

1 Piroxicam290B/ | 2(0,2 g) Tween 80 1(0,1g) H20 Ad 10 ml 0,1/10 180min 750 rpm
G02

2.1.1 | Piroxicam290B/ | 2(0,2g) Tween 80 1(0,1g) Miglyol Ad 10 ml 0,1/10 180 min 750 rpm
G02

2.1.2 ch;;xmamZQOB/ 2(0,2 g) Tween 80 2(0,2g) Miglyol Ad 10 ml 0,1/10 180 min 750 rpm

2.1.3 | Piroxicam290B/ | 2(0,2g) Tween 80 3(0,2g) Miglyol Ad 10 ml 0,1/10 180 min 750 rpm
G02

2.2 Piroxicam290B/ | 2 (0,2 g) Tween 80 1(0,1g) Miglyol Ad 10 ml 0,1/10 180 min 750 rpm
G02

3.1 2(;;X|cam290B/ 12(1,2g) Labrafil M 1944 CS 3(0,3g) Miglyol Ad 10 ml 0,1/10 180 min 750 rpm

3.2 2(;;X|cam290B/ 12(1,2g) Labrafil M 2125 CS 3(0,3g) Miglyol Ad 10 ml 0,1/10 180 min 750 rpm

. Piroxi 2908, 12 (1,2 Miglyol Ad 1 | 1/1 1 i 7
3.3 Glcr);xwam 90B/ (1,2g) Lauroglycol 90 3(0,3g) iglyo d10m 0,1/10 80 min 50 rpm
3.4 glcr);X|cam290B/ 12(1,2g) Transcutol 3(0,3g) Miglyol Ad 10 ml 0,1/10 180 min 750 rpm
. iroxi 2908, 10 (1 i 1 1/1 1 i

3.5 glcr);xmam 90B/ 0(1,0g) Lauroglycol 90 5(0,5g) Miglyol Ad 10 ml 0,1/10 80 min 750 rpm

3.6 glcr);X|cam290B/ 10(1,0g) Lauroglycol 90 5(0,5g) Miglyol Ad 10 ml 0,3/10 180 min 750 rpm

3.7 glcr)gX|cam290B/ 10(1,0g) Labrafil M 1944 CS 5(0,5g) Miglyol Ad 10 ml 0,3/10 180 min 750 rpm

3.8 Elcr;;xmamZQOB/ 10(1,0g) Transcutol HP 5(0,5g) Miglyol Ad 10 ml 0,3/10 180 min 750 rpm

3.9 Elcr;;xmamZQOB/ 10(1,0g) Labrafil M 2125 CS 5(0,5g) Miglyol Ad 10 ml 0,3/10 180 min 750 rpm

3.10 Piroxicam290B/ | 10(1,0g) Lauroglycol 90 5(0,5g) Castor Oil | Ad 10 ml 0,3/5 180 min 750 rpm
G02

3.11 Piroxicam290B/ | 10(1,0g) Transcutol HP 5(0,5g) Castor Oil | Ad 10 ml 0,3/5 180 min 750 rpm
G02

3.12 Piroxicam290B/ | 7,5(0,75g) Transcutol HP 7,5 (0,75 Castor Oil | Ad 10 ml 0,3/5 240 min 750 rpm
G02 8)

3.13 Piroxicam290B/ | 7,5(0,75g) Labrafil 1944CS 7,5 (0,75 Castor Oil | Ad 10 ml 0,3/5 240 min 750 rpm
G02 8)

3.14 Piroxicam290B/ | 7,5(0,75g) Transcutol HP 7,5 (0,75 Castor Oil | Ad 10 ml 0,3/5 360 min 750 rpm
G02 g)

3.15 Piroxicam290B/ | 7,5(0,75g) Labrafil 2125CS 7,5 (0,75 Castor Oil | Ad 10 ml 0,3/5 300 min 750 rpm
G02 8)

3.16 Piroxicam290B/ | 7,5(0,75g) Labrasol 7,5 (0,75 Castor Oil | Ad 10 ml 0,3/5 300 min 750 rpm
G02 g)

3.17 Piroxicam290B/ 7,5(0,75g) Caprol 3GO 7,5(0,75 Castor Oil | Ad 10 ml 0,3/5 300 min 750 rpm
G02 8)

3.18 Piroxicam 7,5(0,75g) Plurol Oblique 7,5(0,75 Castor Oil | Ad 10 ml 0,3/5 300 min 750 rpm
290BG/03 CC497 g)

3.19 Piroxicam290B/ 7,5(0,75g) Transcutol HP 7,5(0,75 Castor Oil | Ad 10 ml 0,1/5 300 min 750 rpm
G03 8)

3.20 Piroxicam290B/ | 10(1,0g) Lauroglycol 90 5(0,5g) Miglyol Ad 10 ml 0,3/10 180 min 750 rpm
GO03

3.21 Piroxicam290B/ | 10(1,0g) Labrafil M 2125 CS 5(0,5g) Miglyol Ad 10 ml 0,3/10 180 min 750 rpm
GO03

3.22 Piroxicam290B/ | 10(1,0g) Labrafil 1944CS 10(1,0g) Coconut Ad 10 ml 0,3/10 180 min 750 rpm
GO03 Qil

3.23 Piroxicam290B/ | 10(1,0g) Transcutol HP 10(1,0g) Coconut Ad 10 ml 0,3/10 180 min 750 rpm
GO03 Qil

3.24 Piroxicam290B/ | 10(1,0g) Labrafil 2125CS 10(1,0g) Coconut Ad 10 ml 0,3/10 240 min 750 rpm
GO03 Qil

3.25 Piroxicam290B/ | 10(1,0g) Lauroglycol 90 10(1,0g) Coconut Ad 10 ml 0,3/10 240 min 750 rpm
GO03 Qil

3.26 Piroxicam290B/ | 10(1,0g) Span 85® 10(1,0g) Coconut Ad 10 ml 0,3/10 240 min 750 rpm
GO03 Qil
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LF. API % API| Tensid % Surf. Medium Menge Mahl- Pprozess | Rihr-
Nr. (Menge in (Menge Medium kugeln -zeit Geschw.
8) in g) (mm) /

vol (ml)

3.27 Piroxicam290B/ | 10(1,0g) Cetylalkohol 10(1,0g) Coconut Ad 10 ml 0,3/10 240 min 750 rpm
GO03 Qil

3.28 Piroxicam290B/ | 10(1,0g) Plurol Oleique CC 10(1,0g) Coconut Ad 10 ml 0,3/10 240 min 750 rpm
GO03 497 Qil

3.29 Piroxicam290B/ | 10(1,0g) Lanette N 10(1,0g) Coconut Ad 10 ml 0,3/10 240 min 750 rpm
GO03 Qil

3.30 Piroxicam290B/ | 10(1,0g) Lanette O 10(1,0g) Coconut Ad 10 ml 0,3/10 240 min 750 rpm
GO03 Qil

3.31 Piroxicam290B/ | 10(1,0g) Glycerolmono- 10(1,0g) Coconut Ad 10 ml 0,3/10 240 min 750 rpm
G03 stearate Qil

3.32 Hydrocortison- 5(0,5g) Cetylalkohol 2,5(0,25 Coconut Ad 10 ml 0,3/10 240 min 750 rpm
acetat g) Qil

3.33 Hydrocortison- 5(0,5g) Glycerolmono- 2,5(0,25 Coconut Ad 10 ml 0,3/10 240 min 750 rpm
acetat stearate g) Qil

3.34 Hydrocortison- 5(0,5g) Lanette N 5(0,5g) Coconut Ad 10 ml 0,3/10 240 min 750 rpm
acetat Qil

3.35 Hydrocortison- 5(0,5g) Lanette O 5(0,5g) Coconut Ad 10 ml 0,3/10 240 min 750 rpm
acetat Qil

3.36 Hydrocortison- 5(0,5g) Span 85¢ 5(0,5g) Coconut Ad 10 ml 0,3/10 240 min 750 rpm
acetat Oil

3.37 Hydrocortison- 5(0,5g) Lauroglycol 90 5(0,5g) Coconut Ad 10 ml 0,3/10 240 min 750 rpm
acetat Oil

3.38 Hydrocortison- 5(0,5g) Labrafil 2125CS 5(0,5g) Coconut Ad 10 ml 0,3/10 240 min 750 rpm
acetat Oil

3.39 Hydrocortison- 5(0,5g) Al-Stearate 5(0,5g) Coconut Ad 10 ml 0,3/10 240 min 750 rpm
acetat Oil

3.40 Hydrocortison- 5(0,5g) Labrafil M1944CS 5(0,5g) Coconut Ad 10 ml 0,3/10 240 min 750 rpm
acetat Oil

3.41 Hydrocortison- 5(0,5g) Plurol Oleique 5(0,5g) Coconut Ad 10 ml 0,3/10 240 min 750 rpm
acetat CC497 Oil

3.42 Hydrocortison 5(0,5g) Lauroglycol 90 5(0,5g) Coconut Ad 10 ml 0,3/10 240 min 750 rpm

Qil
3.43 Hydrocortison 5(0,5g) Al-Stearate 5(0,5g) Coconut Ad 10 ml 0,3/10 240 min 750 rpm
Qil

3.44 Piroxicam290B/ | 10(1,0g) Cetylalkohol 10(1,0g) Coconut Ad 10 ml 0,3/10 240 min 750 rpm
GO03 Qil

3.45 Piroxicam290B/ | 10(1,0g) Lanette O 10(1,0g) Coconut Ad 10 ml 0,3/10 180min 750 rpm
GO03 Qil

3.46 Piroxicam290B/ | 10(1,0g) Cetylalkohol 10(1,0g) Coconut Ad 10 ml 0,3/10 240 min 750 rpm
GO03 Qil

3.47 Piroxicam290B/ | 10(1,0g) Cetylalkohol 10(1,0g) Coconut Ad 10 ml 0,3/10 240 min 1500
G03 Qil rpm

3.48 Piroxicam290B/ | 10(1,0g) Cetylalkohol 1(0,1g) Coconut Ad 10 ml 0,3/10 240 min 750 rpm
GO03 Qil

3.49 Piroxicam290B/ 10(1,0g) Cetylalkohol 5(0,5g) Coconut Ad 10 ml 0,3/10 240 min 750 rpm
GO03 Qil

3.50 Piroxicam290B/ 5(0,5g) Cetylalkohol 5(0,5g) Coconut Ad 5 ml 0,3/2.5 240 min 750 rpm
GO03 Qil

3.51 Piroxicam290B/ 5(0.5g) Cetylalkohol 5(0,5g) Coconut Ad 5 ml 0,3/5 240 min 750 rpm
GO03 Qil

Ergebnisse

In der folgenden Ubersicht werden der bzw. die im jeweiligen Experiment gednderten
Parameter, die Zielsetzung und das Ergebnis dargestellt und diskutiert. Die Ergebnisse
werden abschlieBend nochmals zusammengefasst. In der Zusammenfassung werden bereits

Relationen von Komponenten beriicksichtigt, die in Kapitel 5.1.3 ndher untersucht werden.
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Tabelle 5.1.1.B: Ergebnisse empirischer Untersuchungen

LF. Wirkstoff Tensid Medium Angepasster Wert(e) Erwartetes Ergebnis und Diskussion
Nr. Parameter Anpassung Ergebnis
1 Piroxicam290B/ Tween 80 H.0 n/a n/a n/a Etablierung der Herstellmethode
G02
2.1.1 | Piroxicam290B/ Miglyol Menge Tensid | 1% (0,1 g) Mengenerhéhung | Unabhéangig von der
Tween 80 e .
G02 Tensid fiihrt trotz verwendeten Konzentration kann
2.1.2 | Piroxicam290B/ Tween 80 Miglyol 2%(0,2g) Unldslichkeit zu das, im Dispergiermedium
G02 Verbesserung unlésliche, Tensid Agglomeration
2.1.3 | Piroxicam290B/ Tween 80 Miglyol 3%(0,2 g) (erreichbare nicht verhindern. Das Tensid
G02 PartikelgroRe, muss in diesem Idslich sein, um
2.2 Piroxicam290B/ Miglyol 1%(0,1g) Vermeidung von entstehende Grenzflachen zu
G02 Tween 80 Agglomeration). besetzen.
3.1 Piroxicam290B/ | Labrafil M Miglyol Art Tensid. Vergleich vonim Lauroglycol 90 und Transcutol
G02 1944 CS Erhohte Dispergier- liefern bessere PCS-Ergebnisse.
3.2 Piroxicam290B/ | Labrafil M Miglyol Wirkstoff- medium |6slichen Mikroskopischer Eindruck aller
G02 2125CS konzentration Art Tensid Tensiden zur Rezepturen vergleichbar: Etwas
3.3 Piroxicam290B/ | Lauroglycol Miglyol siche Erm.ittlung eines Agglomeration., insges. wenig
G02 90 Spalte 3. geelgn.eten ho.mogen, es sind Reste groRer
3.4 Piroxicam290B/ Miglyol Wirkstoff- Materials. Kristalle zu erkennen.
G02 . Erhohte Im Dispergiermedium l6sliches
konzentrati . . .
on2%-> Wirkstoffmenge Tensid kann Grenzflachen
zur Verbesserung besetzen und Agglomeration
Transcutol 12 % d . .
er Messbarkeit vermeiden.
mit PCS. Erhohte Wirkstoffmenge fiihrt zu
konstanteren Ergebnissen mit
PCS.
3.5 Piroxicam290B/ Miglyol Erhéhung des | Ratio API/ Verbesserung Die Erhéhung des Verhaltnisses
G02 Verhiltnisses Tensid 4:1 - | erreichbare von APl und Tensid und fuhrt zu
von Wirkstoff | >2:1. PartikelgroRe. einer reduzierten mittleren
(API) und Menge API Vermeidung von PartikelgroRe (PCS).
Tensid. 12%(1,2g) | Agglomeration Mikroskopischer Eindruck:
Reduzierte ->10% (1,0 Agglomeration reduziert, insges.
Menge g) wenig homogen, es sind Reste
Lauroglycol Wirkstoff groRer Kristalle zu erkennen.
90 Die von 12 % auf 10 % reduzierte
Menge Wirkstoff stellt ein gutes
Verhaltnis von Wirkstoff und
Mahlkugeln (0,1 mm) dar. Die
erhohte Menge Tensid ist
ausreichend, um die
entstehenden Grenzflachen
effizient zu besetzen.
3.6 Piroxicam290B/ | Lauroglycol Miglyol GroRe der Anstelle GroRere Alle Kombinationen liefern
G02 90 verwendeten von 0,1 mm | Mahlkugeln gleichmaRige Suspensionen ohne
3.7 Piroxicam290B/ | Labrafil M Miglyol Mahlkugeln wurden 0,3 | erhdhen den verbleibende groRe Partikel. Der
G02 1944 CS mm groRe Energieeintrag erhohte Energieeintrag durch
3.8 Piroxicam290B/ | Transcutol Miglyol Mahlkugeln | und fihren zur groRere Mahlkugeln fihrt zur
G02 HP verwendet. geringeren Zerstorung der grofRen Kristalle.
3.9 Piroxicam290B/ Miglyol PartikelgréRen.
G02 Labrafil M Verifizierung des
2125CS Einflusses des
Tensids.
3.20 Piroxicam290B/ | Lauroglycol Miglyol Wiederholung der Vergleichbare Sehr gute Wiederholbarkeit fiir
GO03 90 Experimente 3.6 und 3.9 Ergebnisse bei Labrafil 2125 (PCS und
3.21 Piroxicam290B/ Labrafil M Miglyol identischer mikroskopischer Eindruck),
G03 2125CS Komposition und eingeschrankte Wiederholbarkeit
Parametern fir Lauroglycol.

Prinzipiell ist der Versuchsaufbau
geeignet, um valide Ergebnisse zu
erzeugen. Einschrankungen der
Reproduzierbarkeit durch
manuelle Operationen.
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LF. Wirkstoff Tensid Medium Angepasster Wert(e) Erwartetes Ergebnis und Diskussion
Nr. Parameter Anpassung Ergebnis
3.10 Piroxicam290B/ | Lauroglycol | Castor Oil Anderung des | Miglyol -> PartikelgréfRen Eine PartikelgroRenreduktion im
G02 90 Dispergier- Rizinusol. steigen durch Zeitverlauf ist erkennbar. Jedoch
3.11 Piroxicam290B/ | Transcutol Castor Oil mediums, Mahlkugeln | erhdhte Viskositdat | verbleiben mehr grofRe Partikel,
G02 HP Reduktion 10 ml-> und im Verhaltnis da aufgrund der héheren
der Menge 5ml zu Mahlgut Viskositat mehr Energie
Mahlkugeln reduzierte Menge | verbraucht wird, um das System
Mahlkugeln. zu bewegen, so dass diese nicht
zur PartikelgroRenreduktion zur
Verfligung steht. Die reduzierte
Menge Mahlkugeln reicht nicht
mehr aus, um die eingetragene
Energie zu Ubertragen.
3.12 Piroxicam290B/ | Transcutol Castor Oil Erhéhung des | Ratio API/ Vermeidung von Tendenziell geringere
G02 HP Verhaltnisses Tensid 2:1 - | Agglomeration PartikelgroRe durch erhohte
3.13 Piroxicam290B/ | Labrafil Castor Oil von Wirkstoff | >1:1, durch erhéhte Prozesszeit sowie gesteigerte
G02 1944CS und Tensid Ratio API/ Tensid-Menge. relative Menge von Mahlkugeln
und Wirkstoff | Mahlkugeln | Verbesserung und damit verbunden hdherer
und 1:5-> erreichbare Energieeintrag sowie erhohte
Mabhlkugeln. 0,75:5. PartikelgroRe Wahrscheinlichkeit von Kontakt
Erhohung der | Prozesszeit durch Erhohung Mahlgut und Mahlkugel.
Prozesszeit 180 min der Menge Geringere Neigung zu
> Mahlkugeln pro Agglomeration durch verbesserte
240 min. APl und Erhéhung | Besetzung der entstehenden
der Prozesszeit. Oberflachen durch erhéhte
Tensid-Menge.
3.14 Piroxicam290B/ | Transcutol Castor Oil Erhitzung und | RT->40 °C. Reduktion der Kein positiver Einfluss auf die
G02 HP Erhohung der | 240 min -> PartikelgroRe PartikelgroRe erkennbar.
3.15 Piroxicam290B/ Labrafil Castor QOil Prozesszeit 360 min durch Reduktion Moglicherweise hebt die
G02 2125CS der Viskositat Erhitzung den positiven Effekt
(Erhitzung) und der Reduktion der Viskositat auf.
Erhohung der Labrafil 2125 ist Transcutol
Energiezufuhr tberlegen.
(Prozesszeit).
3.16 Piroxicam290B/ | Labrasol Castor Oil Verwendung Wirkstoff Reduktion der Mittlere PartikelgroBe héher und
G02 vor- vor- PartikelgroRe verbleibende grolRe Rest-
3.17 Piroxicam290B/ | Caprol 3GO | Castor Qil gemahlener gemahlen. durch geringere Kristalle. Die Vorbehandlung mit
G02 Wirkstoff und | Neue initiale der Schwingmihle fihrt zur
3.18 Piroxicam Plurol Castor Oil Testung Tenside PartikelgroRe. Kompaktierung des
290BG/03 Oleique weiteren Labrasol Verbesserung Ausgangsmaterials, anstatt eine
cc497 16slichen Caprol 3GO | (erreichbare PartikelgroRenreduktion zu
Tensids. Plurol PartikelgroRe, bewirken.
Oleique Vermeidung von Die zusatzlichen Tenside zeigen
CCc497 Agglomeration) keine Vorteile.
durch neue
Tenside.
3.19 Piroxicam290B/ | Transcutol Castor Oil Reduktion Anstelle Erhéhung der Produkt ist inhomogener und
G03 HP GroRe von 0,3 mm | PartikelgroRe zeigt mehr verbleibende grolRe
Mahlkugeln wurden 0,1 Partikel im Vergleich zu
mm groRRe Experiment 3.14, da kleinere
Mahlkugeln Kugeln die Mahlenergie weniger
verwendet. effizient Ubertragen kdnnen.
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LF. Wirkstoff Tensid Medium Angepasster Wert(e) Erwartetes Ergebnis und Diskussion
Nr. Parameter Anpassung Ergebnis
3.22 Piroxicam290B/ | Labrafil Coconut Oil | Anderung des | Miglyol -> Ermittlung Die besten Ergebnisse (PCS und
G03 1944CS Dispergier- Rizinusol-> eines mikroskopisch) wurden fiir 3.22
3.23 Piroxicam290B/ | Transcutol Coconut Oil | mediums, Kokosnuss- | geeigneten (Labrafil 1944), 3.26 (Span 85®) und
GO03 HP Erhéhung der | Ol. Tensids fir 3.30 (Lanette O) erzielt. Fur diese
3.24 Piroxicam290B/ Labrafil Coconut Oil Menge Menge gedndertes Kombination von Wirkstoff und
GO3 2125CS Mahlkugeln Mahlkugeln Dispergier- Dispergiermedium sind Tenside mit
3.25 | Piroxicam290B/ | Lauroglycol | Coconut Oil 5ml-> medium. einem niedrigen HLB-Wert
GO3 90 10 ml Erkennen des vorteilhaft, wobei die individuelle
3.26 Piroxicam290B/ | Span 85® Coconut Oil Mahlkugeln | Einflusses des Affinitat des Tensids zur Oberflache
GO3 (0,3 mm). Tensids (siehe des Wirkstoffes entscheidend ist.
3.27 Piroxicam290B/ Cetyl— Coconut Oil Spalte 3) HLB-Werte: Labrafil 1944 (HLB=4),
Go3 alkohol Span 85°® (HLB=1,8=) und Lanette O
3.28 | Piroxicam2908/ | Plurol Coconut Oil (HLB=1/5).
GO3 Oleique CC Teilweise sind grofRe Kristalle
497 verblieben, was auf den
3.29 Piroxicam290B/ Lanette N Coconut Oil (inhomogenen) Ausgangsstoff
GO3 zurlickgefihrt wird. )
3.30 Piroxicam290B/ Lanette O Coconut Oil Insg(.asa mt sind d'? n K(?‘kosnuss—OI
Go3 erreichbaren Partikelgréen
3.31 Piroxicam290B/ | Glycerol- Coconut Oil ve.rglelchbar mit d.en Erge.bnlssen n
603 mono- Miglyol, was auf eine (bei RT = 30
stearat °C) vergleichbare Viskositat
zurlickzufiihren ist. Ergebnisse von
PCS und mikroskopischer
Beobachtung im Einklang.
Makroskopisch konnten keine
Unterschiede festgestellt werden,
alle Suspensionen waren homogen,
keine Phasentrennung.
3.32 Hydrocortison- Cetyl- Coconut Oil | Anderung des | Piroxicam Ermittlung Keine gute Ubereinstimmung der
acetat alkohol Wirkstoffes ->Hydro- eines Ergebnisse von PCS und
3.33 Hydrocortison- Glycerol- Coconut Oil cortison- geeigneten mikroskopischer Beurteilung. Nach
acetat mono- acetat Tensids fur PCS-Werten lieferte Labrafil 1944
stearat gednderten das beste Ergebnis. Bei Labrafil
3.34 | Hydrocortison- Lanette N Coconut Oil Wirkstoff. 2125 und Glycerolmonostearat
acetat Erkennen des wurde die geringste Breite der
3.35 | Hydrocortison- | Lanette O Coconut Oil Einflusses des PartikelgréBenverteilung (PDI)
acetat Tensids. gemessen. Mikroskopisch waren
3.36 | Hydrocortison- | Span 85® Coconut Oil Erkennen der Span 85° und Lauroglycol optimal.
acetat stoffspezifische | Insgesamt wurde bei Hydrocortison-
3.37 | Hydrocortison- Lauroglycol | Coconut Oil n Acetat eine geringere mittlere
acetat 90 Eigenschaften PartikelgroRe im Vergleich zu
3.38 Hydrocortison- Labrafil Coconut Oil des Mahlgutes Piroxicam erreicht, was PCS und
acetat 2125CS (API) mikroskopisch Gibereinstimmend
3.39 Hydrocortison- Al-Stearate Coconut Oil zeigen.
acetat Fur einzelne Aussagen fehlt der
3.40 Hydrocortison- Labrafil Coconut Oil P(':S-Anaflynk |n. n|chjcwa5fr!g.en
acetat M1944CS Dispergiermedien die Prazision;
3.41 Hydrocortison- Plurol Coconut Oil w¢'erden jedoch ausrelchgnd $r°ge
acetat Oleique Stichproben bgtrachtet, '|st eine
ccagy Aussage moglich: PCS zeigt

Tendenzen Uber die Versuchsreihe
richtig an, Einzelergebnisse sind
nicht prazise.

Stoffspezifische Unterschiede
zwischen den Wirkstoffen kénnen
im Vergleich aufgezeigt werden. Die
»,Becherglasmihle” ist generell
geeignet.

Makroskopisch konnten keine
Unterschiede festgestellt werden,
alle Suspensionen waren homogen,
keine Phasentrennung.

Seite | 141




LF. Wirkstoff Tensid Medium Angepasster Wert(e) Erwartetes Ergebnis und Diskussion
Nr. Parameter Anpassung Ergebnis
3.42 Hydrocortison Lauroglycol Coconut Oil | Wiederholung der Vergleichbare Mikroskopisch sind die Ergebnisse
90 Experimente 3.27, 3.30, 3.37 Ergebnisse bei fiir Piroxicam vergleichbar. Die
3.43 Hydrocortison Al-Stearate Coconut Oil | und 3.39. Neue Wirkstoffe identischer Gegenuberstellung der PCS-Daten
3.44 Piroxicam2908/ Cetyl- Coconut Oil (HydrocorFison statt . Komposition zeigt erneut die geringe Pré.zision
Go3 alkohol Hydrlt))cortlsona;etat), ﬁlese :nd derkPCi—DateE. T;otz verglelclhl;arer
— " Ergebnisse wurden nicht arametern. mikroskopischer Bewertung liefert
3.45 g|(|;§X|cam29OB/ Lanette O Coconut Oil bewertet. das PCS Abweichungen von 100 %.
Dies wird durch die (mikroskopisch
erkennbaren) verbleibenden groRen
Partikel und die noch nicht
optimierte Probenaufbereitung
verursacht.
3.46 Piroxicam290B/ | Cetyl- Coconut Oil | Verdopplung 750 U/Min Vergleichbare SchlieBt man die PCS-Ergebnisse
G03 alkohol der Riihr- -> Ergebnisse bei von 3.44 als AusreiBer aus (Daten
3.47 Piroxicam290B/ | Cetyl- Coconut Oil | geschwindig- 1500 identischer decken sich nicht mit den
G03 alkohol keit. U/Min Komposition mikroskopischen Beobachtungen),
Wieder- und gibt es eine gute Ubereinstimmung
holung der Parametern. zwischen PCS-Daten (finale
Experimente Reduktion der Partikelgroe zwischen 777 nm und
3.27 und PartikelgroRe 963 mn) und der mikroskopischen
3.44. durch Beurteilung.
Erhohung der Die Erhéhung der
Rihr- Rihrgeschwindigkeit fuhrt zu keiner
geschwindig- weiteren PartikelgroBenreduktion,
keit und damit da die maximale Reduktion in
Energieeintrag. diesem Medium bereits mit 750
U/Min erreicht wurde.
Mikroskopisch sind die Ergebnisse
vergleichbar.
3.48 Piroxicam290B/ Cetyl- Coconut QOil Reduktion Ratio API/ Vergleichbare Im PCS sind keine Unterschiede zu
G03 alkohol des Tensid 1:1 - | Ergebnisse bei erkennen. Die mikroskopische
3.49 Piroxicam290B/ | Cetyl- Coconut Oil | Verhéltnisses >10:1 und identischer Beurteilung zeigt eine erhohte
G03 alkohol von Tensid 10:5. Komposition Neigung zu Agglomeration durch
und und das reduzierte Verhaltnis von
Wirkstoff. Parametern. Mahlgut und Tensid. Die bei der
Wieder- Verschlechteru Partikelreduktion entstehenden
holung der ng erreichbare Grenzflachen kénnen nicht
Experimente PartikelgroRe, ausreichend belegt werden. Kein
3.27,3.44. Entstehung von | Unterschied zwischen Ratio API/
und 3.46. Agglomeration Tensid 10:1 und 10:5, beides ist
durch nicht ausreichend.
reduzierte
Menge Tensid.
3.50 Piroxicam290B/ | Cetyl- Coconut Oil | Alle Mengen Halbe Geringere Halbierung aller Mengen fihrt zu
GO03 alkohol (Wirkstoff, Menge PartikelgroRe. deutlich kleineren Partikeln (ca. 50
Tensid, aller % PCS).
Mahlkugeln) Komponen- Geringere Gesamtmenge fiihrt zu
reduziert ten (3.51) besserer Energieverteilung, da
und weniger Masse bewegt werden
nochmals muss.
halbierte Nochmalige Halbierung der Menge
Menge Mahlkugeln resultiert in groReren
Mahlkugeln Partikeln, da die Menge der
(3.50). Mahlkugeln nicht mehr ausreicht,

um die eingetragene Energiemenge
in PartikelgroRenreduktion
umzusetzen. PartikelgroRe liegt
zwischen der vom vollen Ansatz und
der vom halben Ansatz.
Mikroskopisch ist Agglomeration zu
erkennen. Die Menge Tensid reicht
nicht fiir die bei dieser
PartikelgroRe entstehenden
Oberfldchen.
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Durch die Experimente in verschiedenen nichtwassrigen Dispergiermedien, mit wechselnden
Wirkstoffen, Tensiden, Mahlkugeln und Zusammensetzungen dieser Komponenten konnte
der Einfluss verschiedener Parameter auf die PartikelgroRenreduktion und die Eigenschaften
der Wirkstoffnanosuspensionen ermittelt werden. Diese werden hier zusammengefasst, eine
Diskussion erfolgt gemeinsam mit den Ergebnissen der Rezepturentwicklung durch

Bewertung der Mengenverhaltnisse der Komponenten (Relationen) in Kapitel 5.1.3.

Eine grundlegende Voraussetzung ist die Loslichkeit des verwendeten Tensids im
Dispergiermedium, um durch PartikelgréBenreduktion entstehende Grenzflachen umgehend
zu besetzen. Nur mit |6slichen Tensiden konnten homogene Wirkstoffnanosuspensionen

erhalten werden (Experimente 2.1.1 bis 2.2).

Neben der Loslichkeit im Dispergiermedium muss das Tensid eine gute Affinitat zum Mahlgut
(Wirkstoff / API) haben, um die entstehenden Grenzflachen besetzten zu konnen. Dies zeigt
sich in der Tendenz zur Agglomeration (eingeschrankt auch an der erreichbaren
PartikelgroRRe) und konnte an verschiedenen Wirkstoffen in den Experimenten 3.31-3.41

beobachtet werden.

Die Menge des eingesetzten Tensids muss der Menge des Mahlgutes und dem
Dispergiermedium angepasst sein. Ein Verhaltnis von 4:1 (w/w) von Wirkstoff zu Tensid hat
sich fur Piroxicam in Miglyol als ausreichend erwiesen, bessere Ergebnisse wurden mit einem
Verhéltnis von 2:1 (w/w) bei gleichzeitig erhohtem Anteil Mahlkugeln erzielt (Experiment
3.5). Fur Piroxicam in Kokosnussol fiihrte schon ein Verhaltnis von 2:1 (w/w) zu erhohter
Agglomeration, homogene Suspensionen wurden nur mit einem Verhaltnis von 1:1 (w/w)

erreicht (Experimente 3.48 und 3.49).

Verschiedene Wirkstoffe flihren im selben System zu unterschiedlichen Ergebnissen
(Experimente 3.22-3.31 vs. 3.32-4.41). Abhdngig von deren individuellen Eigenschaften

kénnen entsprechende finale PartikelgroRen erreicht werden.

Das Verhaltnis der Menge von Mahlgut (API) und Mahlkugeln hat direkten Einfluss auf die
erreichbare PartikelgroRe. Ein Verhaltnis von ca. 1:10 (w/w) von Wirkstoff zu Mahlkugeln

(0,1 mm) war ausreichend.
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Verbleibende grole Kristalle des Wirkstoffes konnten bei gleichem Verhaltnis von Wirkstoff
zu Mahlkugeln erst mit groBeren Mahlkugeln (0,3 mm anstatt 0,1 mm) zerstort werden.
GroRere Kugeln konnen die Mahlenergie effizienter Gbertragen. Dementsprechend fiihrte
auch die Verwendung kleinerer Kugeln bei einer bestehenden Rezeptur zu einem

inhomogeneren Produkt (Experimente 3.6-3.9 und 3.19).

Die Verwendung von Rizinusol fihrte zu einer groBeren mittleren PartikelgroRe, da durch die
im Vergleich zu Miglyol deutlich héhere Viskositat ein Teil der eingebrachten Energie
verbraucht wurde. Gleichzeitig musste aus diesem Grund die Menge Mahlkugeln reduziert
werden, um das System bewegen zu konnen, so dass auch eine geringere Menge an
Mahlkugeln zur PartikelgroBenreduktion zur Verfiigung stand. Insbesondere durch die
Viskositat sind generelle Grenzen gesetzt, wie das Beispiel Rizinusol gezeigt hat (Experimente

3.9-3.19).

Die Rihrgeschwindigkeit als Energielieferant war in dieser Versuchsreihe kein limitierender
Faktor, eine Erhohung fihrte nicht zu weiter verkleinerten Partikeln (Experimente 3.46 und

3.47).

Der Energieeintrag ins System wird auch lber die Dauer, also die Prozesszeit beeinflusst. Die
entsprechenden Versuche wurden mit einer gesteigerten relativen Menge von Mahlkugeln
kombiniert, so dass neben dem absoluten Energieeintrag auch die Kontaktfrequenz von
Mahlkugel und Mahlgut erhoht wird und erwartungsgemal kleinere PartikelgrofRen erzeugt

wurden (Experimente 3.12 und 3.13).

Die Reduktion des gesamten Ansatzes auf 50 % erwies sich als sehr vorteilhaft und fiihrte zu
den kleinsten Partikeln, da eine geringere Masse bewegt werden muss und die eingebrachte

Energie besser verteilt wurde (Experiment 3.50).

Eine Erhitzung des Systems zur Reduktion der Viskositat hat sich nicht als vorteilhaft
erwiesen. Moglicherweise hebt dieser Energieeintrag den positiven Effekt der

Viskositatserniedrigung auf (3.14 und 3.15).

Auch eine Vorbehandlung des Wirkstoffes in einer Schwingmihle (Retsch) erwies sich nicht
als vorteilhaft, da nicht die erwartete geringere initiale Partikelgrofie, sondern eine
Kompaktierung erreicht wurde. Ausgehend von einer geringeren StartgrolSe, sollte mit

Seite | 144



vergleichbarem Energieeintrag eine geringere finale PartikelgréRe erreicht werden. Im Falle
des verwendeten Piroxicams haben sich durch die Vorbehandlung jedoch offensichtlich
kompaktierte Agglomerate gebildet, die durch die Mahlung erst wieder abgebaut werden

mussten (Experiment 3.16-3.18).

Die Wiederholbarkeit der Ergebnisse gleicher Kompositionen zeigt die generelle Eignung des
Versuchsaufbaus und belegt, dass die ,,Becherglasmiihle” valide Ergebnisse liefert, wenn

reproduzierbar gearbeitet wird.

Zusammenfassend konnten in diesem Teil die der PartikelgréBenreduktion in wassrigen
Systemen zugrunde liegenden Prinzipien bestatigt und deren Parameter flir verschiedene
nichtwassrige Systeme erkannt werden. Es konnen jedoch keine allgemeingiiltigen Aussagen
getroffen und erfolgreiche Rezepturen vorausgesagt werden. Entsprechend des gewdéhlten
Wirkstoffes und Dispergiermediums muss eine Rezeptur unter Zuhilfenahme der erkannten

Prinzipien individuell entwickelt werden.

Fiir Miglyol und Kokosnussol wurden Rezepturen identifiziert, in denen Partikel im
Nanometerbereich erzeugt werden konnten. Insbesondere Kokosnussol ist aufgrund seines
Phaseniiberganges (fest-fliissig) bei Raumtemperatur (Schmelzpunkt ca. 25 °C) eine
interessante Grundlage zur Herstellung von Wirkstoffnanosuspensionen. Durch leichtes
Erhitzen kann in einer niedrigviskosen Flissigkeit gemahlen und die Suspension nach

Erkalten im festen Zustand stabilisiert werden.
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5.1.2 Rezepturentwicklung durch Design of Experiments (DoE) und durch
Bewertung der Mengenverhiltnisse der Komponenten (Relationen)

Durch Verwendung einer Software zum Design of Experiments (DoE) sollte erreicht werden,
die ergebnisrelevanten Zusammenhange im System der Kugelmiihle besser zu verstehen, die
Qualitat der erhaltenen Wirkstoffnanosuspensionen weiter zu verbessern und idealerweise

geeignete Rezepturen voraussagen zu konnen.

Um die Anzahl der Faktoren zu reduzieren, wurde ausschlieRRlich mit Miglyol 812° als
Dispergiermedium und Diclofenac (Saure) als Wirkstoff / Mahlgut gearbeitet. Es wurden

verschiedene Tenside auf Basis von Loslichkeitsversuchen ausgewabhilt.

Fiir das Design of Experiments (DoE) wurde MODDE® 10.1 (MKS Umetrics AB Stortorget 21
SE-211 34 Malmo, Sweden) eingesetzt. Als Zielsetzung wurde ,Screening” gewahlt, als
Design ,,D-Optimal First” (22+ Laufe), als Modell , Linear” gesetzt. Es wurden
Beschrankungen (,,Constraints”) gesetzt z. B. fir das Verhaltnis der Menge von Wirkstoff und
Tensid (so dass die hochste API-Menge nicht mit der geringsten Tensid-Menge kombiniert
wurde). Ebenso wurde das Verhiltnis der Menge von Mahlkugeln und Dispergiermedium
begrenzt. Diese Beschrankungen sollten Kombinationen vermeiden, von denen erwartet
wurde, dass sie nicht funktionieren (z. B. wird die Kombination groRe Menge Mahlkugeln,

geringe Menge Dispergiermedium nicht bewegbar sein).

Folgende Parameter wurden zugrunde gelegt:
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Tabelle 5.1.2.A: Parameter MODDE® (unkontrolliert grau hinterlegt)

Incomes
Parameter Type Use Levels Measure in
Lower: 9.52 (2.5
Beads Amount Quantitative Controlled ml) Higher: 38.07 g
(10 ml)
Surfactant Amount Quantitative Controlled quer: 0.16 g
Higher: 2.5
Lower: 2.375(2,5
Oil Amount Quantitative Controlled ml) Higher: 9.5 (10 g
ml)
API Amount Quantitative Controlled Lower: gi Higher: g
Labrafil M1944CS
Labrafil M2125CS
Lauroglycol 90
Transcutol HP
(Span 85)
Sorbitan-Trioleat
Surfactant type Qualitative Controlled Carprol ET type
Carprol MGPO
Carprol 3GO
Carprol PGE-860
KF-6016
KF-6038
KF-6105
L. 750
Speed Qmuzm;z\t;gf Controlled 1000 rpm
1250
Viscosity Quantitative Uncontrolled mPa/s
Temperature Quantitative Uncontrolled °C
Quantitative
Volume/ Height Uncontroled Uncontrolled n/a volume (ml) / em
Out of DokE:
1,5
. 3
Time 45 hours
6
Size of Beads 0,25-0,3 mm

Outcomes

average particle size

nm

Basierend auf diesen Vorgaben wurde durch die Software folgendes Programm von

Experimenten erstellt:
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Tabelle 5.1.2.B: Arbeitsprogramm (,, Worksheet*)

MODDE®
7T [ S (] [
Exp No Exp Name RunOrder Incl/Excl © Mean Particle Size
1 N1 26 Incl |+ Labrafil M1944CS | v 0,16 4,75 5 38,07 750
2 N2 13 Incl |+ Labrafil M2125CS | v 2,5 9,5 2,5 9,52 750
3 N3 25 Incl v Lauroglycol 90 v 0,16 4,75 0,5 38,07 750
4 N4 21 Incl w | Transcutol HP - 0,16 9,5 0,5 9,52 750
5 N5 8 Incl | Span 85 v 2,5 9,5 2,5 9,52 750
6 N6 15 Incl v Carprol ET v 0,16 2,38 2,5 9,52 750
7 N7 9 Incl | Carprol MGPO - 0,16 9,5 2,5 38,07 750
g N8 23 Incl | Carprol PGE - 860 | v 0,16 9,5 0,5 38,07 750
9 N9 20  Incl v | KF6016 v 0,16 2,38 0,5 9,52 750
10 N10 24 Incl v KF6038 v 2,5 4,75 2,5 38,07 750
11 N1 22 Incl | +| KF6105 v 0,16 9,5 2,5 38,07 750
12 N12 4 |Incl || Labrafil M1944CS | v 0,16 9,5 0,5 9,52 1250
13 N13 5 | Incl v Labrafil M2125 CS | v 0,16 4,75 0,5 38,07 1250
14 N14 7  Incl v | Lauroglycol 90 - 0,16 9,5 2,5 9,52 1250
15 N15 17 Incl | Transcutol HP v 2,5 4,75 2,5 38,07 1250
16 Ni16 19 Incl v Span85 v 0,16 2,38 2,5 9,52 1250
17 N17 12 Incl || Span85 v 0,16 4,75 0,5 38,07 1250
18 N18 6 Incl | Carprol ET - 2,5 9,5 2,5 38,07 1250
19 | N19 16 Incl v | Carprol MGPO v 2,5 2,38 2,5 9,52 1250
20 N20 14 |Incl || Carprol PGE -860 | v 0,16 2,38 2,5 9,52 1250
21 N21 1 Incl | KF 6016 v 0,16 9,5 2,5 38,07 1250
22 N22 11 Incl v | KF6038 v 0,16 9,5 0,5 9,52 1250
23 N23 10 Incl | KF6105 v 2,5 2,38 2,5 9,52 1250
24 N24 2 Incl | KF6105 v 0,94 86,5325 1,83333 23,795 1000
25 N25 12 | Incl v | KF6105 v 0,94 6,5325 1,83333 23,795 1000
26 N26 3| Incl v | KF6105 v 0,94 6,5325 1,83333 23,795 1000
Durchfiihrung

Die Experimente wurden wie oben beschrieben abgearbeitet, die Laufzeit betrug sechs (6)

Stunden. Zur PartikelgréBenbestimmung der finalen Suspension wurde PCS und

Lichtmikroskopie eingesetzt. Der Mittelwert aus beiden wurde als Ergebnis in MODDE®

eingetragen, die finale Temperatur, Viskositat und das Volumen wurden als unkontrollierte

Faktoren aufgezeichnet.

Es wurde erwartet, dass sie Software daraufhin die entscheidenden Faktoren (Parameter)

identifizieren und idealerweise Bereiche vorschlagen kann, innerhalb derer diese Faktoren

zum Erfolg fihren. Dies war nicht moglich.

Ursachlich dafir ist unter anderem die Anzahl der relevanten Faktoren im System einer

Kugelmihle (siehe Tabelle 5.1). Aus diesem Grund wurden diese bereits bei der Planung

minimiert und z. B. der verwendete Wirkstoff, das Dispergiermedium und die Zeit konstant

gehalten. Die Mengen von Mahlkugeln, Wirkstoff, Dispergiermedium, Tensid sowie die

Rihrgeschwindigkeit mussten als Variable gewahlt werden. Eine Verbesserungsmoglichkeit

besteht darin, bei einer Wiederholung auch die Art des Tensids konstant zu setzen.

Insgesamt hat sich das System der Kugelmihle angesichts der der Anzahl der erforderlichen

Faktoren, der notwendigen Breite der Werte innerhalb dieser Faktoren und der Situation,
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dass die Faktoren sich gegenseitig beeinflussen, als zu komplex erwiesen, um mit diesem

DoE-Ansatz bestimmt zu werden.

Die Untersuchung der Zusammenhange wurde ohne DoE-Software fortgesetzt. Um die
Einflussfaktoren weiter zu reduzieren, wurde die beste Rezeptur aus dem DoE-
Arbeitsprogramm gewahlt. Diese war makroskopisch homogen und hatte eine geringe

PartikelgroRenverteilung bei einer mittleren PartikelgroRe von ca. 500 nm (PCS).

Tabelle 5.1.2.C: Rezeptur 18

Exp. Wirkstoff Art Tensid Menge Miglyol API Mahlkugeln Riihr- Partikel- PDI

Nr. Tensid (mg) Menge Menge Menge (g) geschwindig- | GréRe (PCS)
(e) (e) keit (PCPS)

18 Diclofenac | Span 85 0,16 4,75 0,5 38,07 1250 507 0,21

Mit dem Ziel, bei dieser Rezeptur nur noch die Mengen der eingesetzten Komponenten zu
andern und den Erfolg mit den Mengenverhaltnissen (Relationen) der Komponenten zu
bewerten, wurde ein neues Arbeitsprogramm erstellt. Die urspriinglich gewahlten Limits der
Komponenten wurden beibehalten. Jeweils einmal wurde ein anderer Wirkstoff
(Dexamethason) bzw. ein anderer Stabilisator (KF 6015) eingesetzt, um den Einfluss von
Wirkstoff bzw. Stabilisator zu validieren. Bei einigen Experimenten war es aus technischen
Griunden (Instabilitat des Versuchsaufbaus durch Vibrationen) erforderlich, eine geringere

Rihrgeschwindigkeit zu wahlen.

Ergebnisse

Alle Experimente wurden nach sechs (6) Stunden mit PCS und Lichtmikroskopie ausgewertet,

folgende Ergebnisse wurden erhalten:
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Tabelle 5.1.2.D: Rezepturen und Parameter zur Bewertung der Mengenverhéltnisse

(Relationen)
Exp. | Wirkstoff Art Tensid | Menge Miglyol | API Mahlkugeln | Riihr- Partikel- PDI
Nr. Tensid Menge | Menge | Menge (g) geschwindig- | GroRe (PCS)
(mg) (s) (s) keit (PCs)
0 Diclofenac | Span 85 0,16 4,75 0,5 38,07 700 506,71 | 0,21
1 Diclofenac | Span 85 0,32 9,5 0,5 38,07 1250 525,92 10,33
2 Diclofenac | Span 85 0,16 4,75 0,25 38,07 750 609,26 | 0,30
3 Diclofenac | Span 85 0,16 9,5 0,25 38,07 1250 543,18 | 0,37
4 Diclofenac | Span 85 0,16 4,75 0,5 23,8 1250 690,83 | 0,92
5 Diclofenac | Span 85 0,08 9,5 0,5 38,07 1250 836,50 | 0,34
6 Diclofenac | Span 85 0,19 9,5 0,19 23,8 1250 391,50 | 0,55
7 DEXA Span 85 0,16 9,5 0,25 38,07 1250 278,42 | 0,76
8 Diclofenac | KF6105 0,16 9,5 0,25 38,07 1250 480,81 | 0,70
9 Diclofenac | Span 85 0,056 9,5 0,19 38,07 1000 383,46 | 0,29
10 | Diclofenac | Span 85 0,14 9,5 0,19 38,07 1250 490,02 | 0,24
11 | Diclofenac | Span 85 0,12 9,5 0,19 38,07 1250 411,27 | 0,24
12 | Diclofenac | Span 85 0,12 9,5 0,19 38,07 1000 438,33 | 0,31
13 | Diclofenac | Span 85 0,1805 9,5 0,19 38,07 1000 420,32 | 0,28
14 | Diclofenac | Span 85 0,559 9,5 0,19 38,07 1000 326,63 | 0,35
15 | Diclofenac | Span 85 0,559 9,5 0,19 38,07 1000 428,70 | 0,24
16 | Diclofenac | Span 85 0,16 9,5 0,19 38,07 1000 477,85 | 0,26
17 | Diclofenac | Span 85 0,00 9,5 0,19 38,07 1000 427,56 | 0,28
18 | Diclofenac | Span 85 0,32 9,5 0,05 38,07 1000 514,40 | 0,40
19 | Diclofenac | Span 85 0,32 9,5 0,05 38,07 750 460,52 | 0,41
20 | Diclofenac | Span 85 0,32 9,5 0,01 38,07 1000 453,76 | 0,39

Die PCS-Ergebnisse der Experimente 4, 6, 7 und 8 zeigen PDI-Werte Uber 0,5 und sollten

nicht in Betracht gezogen werden. Bei PDI-Werten (iber 0,5 ist die PartikelgroRenverteilung

so breit, dass die errechneten Ergebnisse nicht zuverlassig sind.

Die Ergebnisse der PCS deckten sich weitgehend mit den Ergebnissen der

lichtmikroskopischen Bewertung, mit der auch die PartikelgréBenreduktion tGber den Verlauf

verfolgt wurde und die eine wichtige Erganzung zu den PCS-Daten fiir das Endergebnis war.

Typischerweise lag an T6 eine homogene Nanosuspension mit gleichmaRiger

PartikelgroRenverteilung vor (siehe Beispiel in Abbildung 5.1.2.A). In einigen Fallen waren

mikroskopisch groRere Partikel zu erkennen (Experimente 2, 6, 7, 9, und 13). Auch konnte

die Agglomerationsneigung mikroskopisch gut beurteilt werden (z. B. Experimente 15, 16, 17

und Experiment 8, in denen KF6105 als Stabilisator verwendet wurde).
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Abb. 5.1.2.A: Rezeptur 18-4 (T6 — VergroRerung 100 x 10)

Zur finalen Bewertung wurden die PCS-Daten sowie die mikroskopische Bewertung

gemeinsam betrachtet und in ein Farbschema umgesetzt, das den jeweiligen Rezepturen

zugeordnet wurde und eine Aussage Uber die Qualitat des Ergebnisses festlegte.

In einer Excel-Datei konnten dann verschiedene Informationen, insbesondere die
Verhaltnisse der Komponenten zueinander, im Zusammenhang mit der zugeordneten

Qualitdt anhand des Farbschemas bewertet werden.
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Es wurden folgende Verhaltnisse der Komponenten (Relationen) betrachtet:

- Mahlkugeln / Dispergiermedium

- Mabhlkugeln / Wirkstoff

- Dispergiermedium / Wirkstoff

- Tensid / Dispergiermedium

- Tensid / Wirkstoff

- Feste Bestanteile / Fliissige Bestandteile ((API + Mahlkugeln)/(Dispergiermedium +

Tensid))

- Verhaltnis flussiger Bestandteile / Wirkstoff ((Tensid/Dispergiermedium)/Wirkstoff)

- Rihrgeschwindigkeit x Mahlkugeln

Tabelle 5.1.2.E: Bewertete Mengenverhéltnisse (Relationen) der Rezepturen

Nr. | Fest/ Mahlkugeln/ | Mahlkugeln/ | Dispergier- | Tensid/ Tensid / ((Tensid/ Riihr-
Flussig Dispergier- Wirkstoff medium/ Dispergier- Wirkstoff Dispergier- | geschwindig-
medium Wirkstoff medium medium)/ | keit x
Wirkstoff) | Mahlkugeln
0 7,86 8,01 76,14 9,50 0,03 32,0 6,74 19,70
1 7,86 8,01 76,14 9,50 0,03 32,0 6,74 18,39
2 3,93 4,01 76,14 19,00 0,03 64,0 6,74 32,83
3 7,80 8,01 152,28 19,00 0,03 64,0 3,47 19,70
4 3,97 4,01 152,28 38,00 0,02 64,0 6,74 32,83
5 4,95 5,01 47,60 9,50 0,03 32,0 6,74 52,52
6 4,03 4,01 76,14 19,00 0,01 16,0 1,68 32,83
7 2,48 2,51 125,26 50,00 0,02 100,0 0,53 52,52
8 3,97 4,01 152,28 38,00 0,02 64,0 6,74 32,83
9 3,97 4,01 152,28 38,00 0,02 64,0 6,74 32,83
10 4,00 4,01 200,37 50,00 0,01 29,5 3,10 26,27
11 3,97 4,01 200,37 50,00 0,01 73,7 7,76 32,83
12 3,98 4,01 200,37 50,00 0,01 63,2 6,65 32,83
13 3,98 4,01 200,37 50,00 0,01 63,2 6,65 26,27
14 3,95 4,01 200,37 50,00 0,02 95,0 0,00 26,27
15 3,80 4,01 200,37 50,00 0,06 294,2 0,97 26,27
16 3,80 4,01 200,37 50,00 0,06 294,2 0,97 26,27
17 3,96 4,01 200,37 50,00 0,02 84,2 8,86 26,27
18 4,03 4,01 200,37 50,00 - - - 26,27
19 3,88 4,01 761,40 190,00 0,03 640,0 7,37 26,27
20 3,88 4,01 761,40 190,00 0,03 640,0 67,37 19,70

Die Ubersicht in Excel erlaubte die Sortierung nach verschiedenen Relationen. Anhand der

vergebenen Farben fir die Qualitat des Endergebnisses waren Zusammenhange gut

erkennbar.
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Die Auswertung verschiedener Mengenverhéltnisse (Relationen) der Komponenten und
Parameter hat erwartungsgemal keine Relation identifiziert, die direkt und einzig die
Qualitat des Mahlergebnisses bestimmt. Es wurden fiir die einzelnen Relationen jedoch
Bereiche identifiziert, in denen sich gute Ergebnisse haufen (Cluster). Diese werden im
Folgenden erldutert und in Kapitel 5.1.3 gemeinsam mit den Ergebnissen der empirischen

Rezepturentwicklung diskutiert.

Fir die Relation von Fest zu Fliissig bzw. Mahlkugeln und Wirkstoff zu Dispergiermedium
haben sich hohere Werte (Relation ca. 8; also die achtfache Menge (w/w) Mahlkugeln zu
Dispergiermedium) als vorteilhaft erwiesen. In dieser Versuchsreihe waren das 4,75 g
Miglyol zu 38,07 g Mahlkugeln. In dieser Relation war die Viskositat noch niedrig genug, um
eine gleichmaBige Bewegung des Systems zu erreichen, bei gleichzeitig ausreichender
,Dichte” an Mahlkugeln, die sicherstellte, dass es zu vielen Kontakten von Mahlkugeln zu

Mahlgut kam.

Beim Verhaltnis der Menge von Mahlkugeln zu Wirkstoff zeigte sich im Bereich zwischen 76
und 86 (also die ca. 80-fache Menge (w/w) von Mahlkugeln zu Wirkstoff) eine Haufung sehr
guter Ergebnisse. Dies ist fiir die gewahlte GroRRe von Mahlkugeln (0,3 mm) im untersuchten
System das optimale Verhaltnis, um eine effiziente Erfassung der Wirkstoffpartikel durch die
Mahlkugeln zu erreichen. Diese Relation muss im Zusammenhang mit der Relation von
flissigen zu festen Bestandteilen betrachtet werden. Es ergibt sich eine Schnittmenge der

erfolgreichen Relationen.

Far das Verhaltnis flissiger Bestandteile zu Wirkstoff ((Dispergiermedium / Tensid) /
Wirkstoff) x 100) hat sich ein besonders umfassender Bereich guter Ergebnisse gezeigt.
Zwischen einer Relation von 3,1 und 7,1 ergaben sich gute und sehr gute Nanosuspensionen,
mit Tendenz zu besseren Ergebnissen bei héheren Werten. Dabei ist vermutlich
insbesondere die Menge an Dispergiermedium entscheidend, die, eine hinreichende Menge
Tensid vorausgesetzt, ausreichend sein muss, um die wachsende Zahl verkleinerter Partikel

feindispers aufzunehmen.

Ein ahnlich breites Cluster ergab sich fiir das Produkt von Mahlkugeln und

Rihrgeschwindigkeit im Bereich von ca. 26.000 bis 38.000. Dieser Parameter spiegelt direkt
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die eingetragene Energiemenge wider und zeigt, dass es dabei einen recht klar begrenzten

Bereich zwischen minimal ben&tigtem Energieeintrag und einem Uberschuss gibt.

Hinsichtlich der erreichbaren PartikelgroRe ist moglicherweise das Verhaltnis von Tensid zu
Wirkstoff entscheidend. Betrachtet man die Experimente 1, 3, 15 und 16, scheinen héhere
Verhiltnisse dieser Relation eine PartikelgroRenreduktion zu beglinstigen, was sich in der
mittleren PartikelgrofRe im PCS, aber nicht unbedingt im mikroskopischen Aspekt zeigt. Das
Verhéltnis von Tensid zu Wirkstoff ist moglicherweise entscheidender als die absolute
Menge des eingesetzten Wirkstoffes, wie die Experimente 1 und 3 zeigen. Bei beiden ist ein
vergleichbar gutes Ergebnis zu erzielen, obwohl in Experiment 1 die doppelte Menge
Wirkstoff enthalten ist. Die Rezepturen haben jedoch ein identisches Verhaltnis von Tensid

und Wirkstoff.

Es gibt fur keine der Relationen einen immer gliltiger Zusammenhang zwischen deren Grolie
und dem Ergebnis (z. B. fiihren besonders hohe oder niedrige Werte einer bestimmten
Relation immer zu hohen oder niedrigen PartikelgroBen), da immer auch die anderen
diskutierten Relationen und Parameter des Systems wirken. Ein schlechtes Ergebnis
innerhalb einer guten Relation kann durch andere Parameter verursacht sein, so dass ein

Rickschluss auf die betrachtete Relation falsch ware.

Die Analyse dieser komplexen Systeme durch Betrachtung von Relationen
zusammenhangender Parameter bietet neue Ansatze in der Rezepturentwicklung. In

weiteren Versuchen konnten gezielt die hier identifizierten Relationen genutzt werden.
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5.1.3 Zusammenfassung

In beiden Teilen der Rezepturentwicklung, der empirischen Untersuchung durch schrittweise
Anderung einzelner Parameter sowie der Auswertung liber verschiedene Relationen von
Komponenten bzw. Parametern, konnten ibereinstimmend grundlegende Prinzipien

nachgewiesen werden.

In allen Versuchen konnte durch die mikroskopische Auswertung die im Prozessverlauf
abnehmende PartikelgroBe des Mahlgutes (Wirkstoff) beobachtet werden. Dabei wurden im
ersten Schritt die Mikropartikel groRtenteils in Nanopartikel umgewandelt, wahrend im
weiteren Verlauf der Mahlung eine Homogenisierung der PartikelgroBenverteilung erreicht
wurde. Da groRere Partikel aufgrund ihres deutlich groReren Volumens mehr Angriffsflache
flir die Erfassung durch die Mahlkugeln bieten, wurden diese fortlaufend zerkleinert, bis eine
homogene Nanosuspension von Partikeln der stoffspezifisch minimal erreichbaren
PartikelgroRRe vorlag. Die PartikelgroBenreduktion kann nicht unendlich fortgesetzt werden,
sondern erreicht ein Limit, das sich vor allem aus den stoffspezifischen Eigenschafen und
weniger den Parametern des Systems ergibt und nicht durch fortgesetzten Energieeintrag

Uberschritten werden kann. [73, 77]

Hinsichtlich der Komponenten ist die Loslichkeit des Tensids im Dispergiermedium essenziell,
um durch PartikelgroBenreduktion entstehende Grenzflachen umgehend zu besetzen. Nur
wenn das Tensid gut |6slich ist, kann dies umfassend und ausreichend schnell geschehen.
Durch die Vermeidung von Agglomeration stehen die verkleinerten Partikel fir weitere
PartikelgroRenreduktion frei dispergiert zur Verfiigung und eine feinverteilte, homogene
Suspension kann stabilisiert werden. Vor der Rezepturentwicklung muss dementsprechend
eine Loslichkeitsstudie durchgefiihrt werden, in der hinsichtlich des Einsatzgebietes (z. B.
parenterale Anwendung) geeignete Stabilisatoren auf ihre Loslichkeit im gewlinschten

Dispergiermedium geprift werden.

Selbstverstandlich muss das Tensid ebenso eine gute Affinitat zum Mahlgut haben, um die
entstehenden Grenzflachen besetzen zu kénnen. Die Grenzflacheneigenschaften werden
durch Faktoren wie Polaritat, Solvatationstendenz (Hydrophilie/Hydrophobie) und andere
Eigenschaften der Partikeloberflache bestimmt. Das optimale Tensid muss fiir jeden

Wirkstoff individuell ermittelt und kann kaum vorausgesagt werden.
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Die Auswahl des Tensids bestimmt nicht unbedingt die erreichbare PartikelgroRe, [79]
jedoch die Fahigkeit, entstandene Wirkstoffnanopartikel im Medium zu dispergieren. Wie
verschiedene Experimente beider Versuchsreihen zeigen, flhrt ein ungeeignetes Tensid zu
(mehr) Agglomeration, aber nicht zu einer wesentlich abweichenden mittleren

PartikelgroRe.

Dritter Faktor flir das Tensid ist dessen Menge, insbesondere in Relation zur Menge des
Mahlgutes. Es sollte angestrebt werden, die kleinstmogliche Menge an Tensid zu verwenden,
um mogliche Nebenwirkungen zu minimieren. Abhangig von verwendetem Mahlgut und
Dispergiermedium waren sehr unterschiedliche Mengen erforderlich. Gegebenenfalls sollte
auch die Auswahl des Tensids gepriift werden; moglicherweise ist ein anderes Tensid mit
besserer Affinitat zu Dispergiermedium und API in geringerer Konzentration ebenso
wirksam. In allen Experimenten wurde durch die Menge des Tensids kein Einfluss auf die
erreichbare mittlere PartikelgroRe oder PartikelgroBenverteilung, jedoch ein direkter
Zusammenhang zur Agglomerationsneigung beobachtet. Entstehende Agglomerate
beeinflussen demnach nicht die weitere Partikelgrofenreduktion. Um die Nanosuspensionen
jedoch (langfristig) zu stabilisieren, muss ausreichend Stabilisator vorhanden sein, um die

entstehenden Grenzflachen zu besetzen.

Der Vergleich der Mahlung verschiedener Wirkstoffe (API) mit identischen Parametern zeigt
den Einfluss des Mahlgutes. Wahrend unter gewahlten Bedingungen mit einem API
homogene Nanosuspensionen erhalten wurden, verblieben bei anderen APIs groRRe Partikel,
die mikroskopisch gut zu erkennen waren und durch einen hohen PDI bei der PCS-Analyse
bestatigt wurden. Ursachlich dafir ist neben den stoffspezifischen Eigenschaften der
Substanz (Harte, Elastizitat bzw. Sprodigkeit, Porositat, Kristallinitat, Kristallform,
Polymorphie, Dichte, Morphologie und auch die Ausgangspartikelgrofie) auch die
unterschiedliche Fahigkeit zur Interaktion des Wirkstoffes mit dem Dispergiermedium und
dem Tensid aufgrund der molekularen Oberflachenbeschaffenheit. [165] Aus diesem Grund

miussen Mahlsysteme individuell fir Wirkstoffe entwickelt werden.

Die Menge der eingesetzten Mahlkugeln muss im Zusammenhang mit der Menge des
Mahlgutes betrachtet werden. Es missen ausreichend Mahlkugeln vorhanden sein, um die

eingetragene Energie auf das Mahlgut zu tbertragen. Gleichzeitig muss ausreichend
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Wirkstoff vorhanden sein, um mit hinreichender Wahrscheinlichkeit von den Mahlkugeln
erfasst werden zu kdnnen. Ansonsten wiirde die Mahlenergie durch Kollisionen zwischen
den Mahlkugeln verloren gehen. [70, 71] Hier ist die Betrachtung der Relation von
Mahlkugeln zu Wirkstoff hilfreich. Bei gegebener GroRe der Mahlkugeln kann diese Relation
indizieren, in welchem Mengenverhaltnis die Wirkstoffpartikel am effizientesten von den

Mahlkugeln erfasst werden.

Fiir die Versuche in der ,Becherglasmiihle” wurden Mahlkugeln um 0,1 mm, 0,3 mm und 0,5
mm eingesetzt. Die VergrofRerung des Durchmessers fiihrt zu einer Vervielfachung des
Volumens und damit des Gewichtes der einzelnen Kugel, so dass die Mahlenergie effizienter
Ubertragen werden kann. Bei Verwendung groBerer Mahlkugeln Gberwog in diesen
Versuchsreihen der Zugewinn an Energieeintrag durch die erhohte Masse die reduzierte

Haufigkeit von Kollisionen durch die geringere Anzahl an Kugeln pro Masseneinheit.

Die Viskositat des Systems wird durch das Dispergiermedium selbst und den Feststoffanteil
(Mahlkugeln und Mahlgut) bestimmt. Bei erhohter Viskositdt muss ein groRerer Teil der
eingebrachten Energie fiir die Bewegung des Systems verwendet werden und steht nicht fiir
die PartikelgroRenreduktion zur Verfiigung. Theoretisch kdnnen bei hochviskosen Systemen
auch Schichten entstehen, in denen unterschiedliche Geschwindigkeiten vorliegen. [72] Dies
wurde bei Verwendung eines hochviskosen Dispergiermediums durch Reduktion der Menge
an Mahlkugeln vermieden, dennoch konnte der Energieverlust durch die hohe Viskositat,
auch durch Erhohung der Riihrgeschwindigkeit, nicht Gberwunden werden. Die Art des

Dispergiermediums kann ein limitierender Faktor sein.

In Systemen, in denen die Viskositat malgeblich durch den Feststoffanteil bestimmt wird,
also bei Verwendung von niedrigviskosen Dispergiermedien, kann die Relation von Fest zu
Flassig bzw. Mahlkugeln und Wirkstoff zu Dispergiermedium hilfreich sein. Unter
Beriicksichtigung der Relation von Mahlkugeln zu Wirkstoff kann diese Relation den Bereich
aufzeigen, in dem ein optimales Verhaltnis von Viskositat und Dichte an Mahlkugeln vorliegt,
um eine effiziente PartikelgroRenreduktion durch eine gleichzeitig gute Beweglichkeit des

Systems und hohe Kontraktfrequenz zwischen Mahlkugeln und Mahlgut zu bewirken.

Es ist beachtenswert, dass in diesen Versuchsreihen hohe Werte fiir die Relation Fest zu

Fllssig erfolgreich waren, bei denen aufgrund des hohen Feststoffanteils nur relativ geringe
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Rihrgeschwindigkeiten moglich waren. Trotz des dadurch relativ geringen Energieeintrages
wurden gute Ergebnisse erreicht. Die ,,Dichte” an Mahlkugeln scheint der starkere Faktor zu
sein. Auch im direkten Vergleich zeigte sich eine geeignete Menge Mahlkugeln effektiver als
eine hohere Rihrgeschwindigkeit (5.1.2, Experimente 0 und 4). Zerkleinerungswirksam ist
die Kollisionsfrequenz zwischen Mahlkugeln und Mahlgut, wobei die GroRe der eingesetzten

Mahlkugeln eine wichtige Rolle spielt.

Die Riihrgeschwindigkeit und die Prozesszeit sind die wesentlichen Faktoren der
Energiezufuhr. Die Riihrgeschwindigkeit bestimmt, in Kombination mit der Menge der
verwendeten Mahlkugeln, den Energieeintrag durch die Haufigkeit von Kollisionen zwischen
Mahlkugeln und Mahlgut (Kontaktfrequenz) und damit direkt das zerkleinerungswirksame
Prinzip, das tUber die Prozesszeit hinweg effektiv ist. Uber die Kontaktfrequenz kann die
Geschwindigkeit bestimmt werden, mit der die PartikelgroRenreduktion erreicht wird.
Nachdem ein System bekannt ist, kann die Prozesszeit so festgelegt werden, dass die

Mahlung beendet wird, wenn die minimale PartikelgroRe erreicht ist.

In beiden Versuchsreihen konnte eine gute Reproduzierbarkeit gezeigt werden. Dies
beweist, dass das System der ,Becherglasmiihle®, als stark vereinfachte
Rihrwerkskugelmihle, prinzipiell geeignet ist, um die grundlegenden Zusammenhange in
diesen Systemen zu erkennen. Den Becherglasmiihlen sind jedoch auch Grenzen gesetzt.
Systeme mit zu hoher Viskositat konnen nur unzureichend untersucht werden, wie die
Experimente mit Rizinusol gezeigt haben. Durch die Magnetriihrer kann nicht genug Kraft
Ubertragen werden, um die Viskositat ausreichend zu beherrschen und um z. B. den Einsatz
von groBeren Mahlkugeln zu untersuchen. Die Becherglasmiihle kénnte diesbeziiglich
optimiert werden, indem mit geringeren Mengen gearbeitet wird, um die Energieverteilung
zu verbessern. Da eine geringere Masse bewegt werden muss, resultiert eine bessere
Energieverteilung und es wird sichergestellt, dass im ganzen System vergleichbare
Bedingungen herrschen, da ausgeschlossen werden kann, dass sich Schichten bilden, in

denen die Geschwindigkeit und damit der Energieeintrag unterschiedlich sind.

Die Grundprinzipien und entscheidenden Parameter der PartikelgrofSenreduktion mit

Rihrwerkskugelmiihlen wurden erkannt und fir die untersuchten Systeme quantifiziert.
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In beiden Versuchsreihen wurden homogene Wirkstoffnanosuspensionen erhalten. Durch
ein besseres Verstandnis der relevanten Parameter konnten als Ergebnis der
Rezepturentwicklung Wirkstoffnanosuspensionen mit einer geringen mittleren PartikelgréRe
zwischen 327 nm und 837 nm und einer homogenen PartikelgroRenverteilung hergestellt

werden.

In diesem komplexen System mit zahlreichen wirksamen Parametern, die sich teilweise
gegenseitig beeinflussen, sind Vorhersagen schwer zu treffen. Die Betrachtung
verschiedener Relationen von Komponenten und Parametern ermoglicht eine neue
Sichtweise und erlaubt ein besseres Verstandnis von Zusammenhangen. Zukiinftige
Versuche kdnnen daran anknipfen und auf die identifizierten Schnittmengen der
erfolgreichen Relationen (u. a. Fest zu Flissig und Mahlkugeln zu Wirkstoff) aufbauen. Hierzu
konnte auch erneut versucht werden, mit einer reduzierten Anzahl an Eingangsparametern,

mit einer DoE (Design of Experiments)-Software zu arbeiten.

Mit einer verbesserten Kenntnis von Relationen kdnnte schon in der Planung z. B. die Menge
an Tensid der erwarteten PartikelgrofRenreduktion angepasst werden. Dies wiirde auch die
Planung der Herstellung groRRerer Mengen fir industrielle Anwendungen (Scale-Up)

erleichtern.
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5.2 Bestimmung der Freisetzungscharakteristik und
Stabilitatsuntersuchungen

Im Rahmen der Rezepturentwicklung nichtwassriger Systeme ist es gelungen,
Wirkstoffnanosuspensionen mit einer mittleren PartikelgroRe zwischen 327 nm und 837 nm

und einer homogenen PartikelgréBenverteilung in Miglyol 812° herzustellen.

Analog zur Charakterisierung der wassrigen Wirkstoffnanosuspensionen sollte die
Freisetzungscharakteristik der nichtwdssrigen Rezepturen untersucht und bewertet werden.
Auch fur die nichtwassrigen Wirkstoffnanosuspensionen wurde generell die Moglichkeit
einer schnellen Freisetzung aufgrund der verbesserten Loslichkeit und

Auflésungscharakteristik nanopartikuldrer Systeme erwartet.

Da die nichtwassrigen Rezepturen auch mit Hinblick auf dermale oder ophthalmische
Anwendungen entwickelt wurden, sollten auch Franz-Diffusionszellen eingesetzt sowie
nano-und makropartikuldre Systeme als Pramisse fiir Penetrationsmodelle verglichen

werden.

Zusatzlich sollte eine Beurteilung der Haltbarkeit von nichtwdassrigen
Wirkstoffnanosuspensionen anhand der Entwicklung der mittleren PartikelgrofRe Gber
verschiedene Lagerzeitrdume erfolgen (Stabilitdtsuntersuchung). In Kombination mit einer
makroskopischen Beurteilung der Suspension sollte die Qualitat der ausgewahlten

Stabilisatoren und eingesetzten Mengen (Kompositionen) beurteilt werden.

Die verwendeten Rezepturen sollten die Validierung identischer Kompositionen und die

Herstellung groRerer Mengen (Scale-Up) abdecken.

Grundlagen, Methoden und Parameter

Freisetzungsuntersuchungen aus nichtwassrigen Medien wurden ausschlieflich mit

Dexamethasondihydrogenphosphat-Dinatrium (DSP) und sowohl nach der USP-Paddle-

Methode als auch mit Franz-Diffusionszellen durchgefiihrt.

In Anlehnung an Bedingungen im menschlichen Auge wurde als Freisetzungsmedium
kiinstliche Tranenflissigkeit (pH 7,4) verwendet (Zusammensetzung siehe Tabelle 2.3.5.A)

und die Temperatur der des menschlichen Auges (Oberflache, 32 °C-34 °C) angepasst.

Seite | 160



Die Versuche nach der USP-Paddle-Methode wurden in 500 ml kiinstlicher Tranenflissigkeit,
bei 33 °C und einer Riuhrergeschwindigkeit von 25 U/min, 60 U/min, 150 U/min und 200
U/min durchgeflhrt. Die berichteten Ergebnisse wurden mit einer Geschwindigkeit von 200

U/min erzielt.

Der Probenzug erfolgte nach 1, 10, 20, 30, 40, 50, 60, und 120 min. Die Probenahme (exakt
2,5 ml) erfolgte manuell mit einer Eppendorf-Pipette. Die entnommene Probemenge wurde

durch frisches Freisetzungsmedium ersetzt.

Die Versuche mit Franz-Diffusionszellen wurden ebenfalls mit kiinstlicher Tranenfliissigkeit
durchgefiihrt. Das Wasserbad wurde auf 34 °C temperiert, so dass die Temperatur im
Inneren der Zelle 32 °C betrug. Zwischen Donor- und Akzeptorzelle wurde eine Membran mit
einer PorengroRe/Molekilmasse von 12-14 kDa verwendet, die vor jedem Einsatz fur 30
Minuten im Medium aquilibriert wurde. Die Rihrergeschwindigkeit betrug 300 U/min. Der

Probenzug erfolgte nach 1, 30, 60, 90, 120, 150, und 180 min.

Die Probenahme (exakt 2,5 ml) erfolgte mit Spritze (B. Braun, Melsungen Deutschland) und
Kanile (B. Braun, ¢ 0.80 x 80 mm 21G x 3 1/8”). Die enthommene Probemenge wurde
jeweils durch frisches Freisetzungsmedium ersetzt. Am Ende jedes Versuches wurde der
Inhalt der Franz-Diffusionszelle in einem Messzylinder bestimmt. Die verwendeten Franz-

Zellen hatten ein Volumen von 11,7 ml.

Fir die Stabilitatsuntersuchungen wurden Variationen der in den Experimenten zur

Rezepturentwicklung identifizierten optimalen Komposition angewendet und fiir einen
neuen Wirkstoff, Dexamethasondihydrogenphosphat-Dinatrium (DSP), optimiert. Es wurden
identische Rezepturen zur Validierung, zwei Versuche (Nr. 4 und 8) mit den dreifachen der
validierten Mengen aller Komponenten (Scale-Up) und zwei Versuche mit vervielfachter
Wirkstoffmenge (Nr. 5 und 6) durchgefiihrt. Dabei wurden zwei unterschiedliche Grofien
Mahlkugeln (0,3 mm und 0,5 mm eingesetzt). Durch die Verwendung der gréReren
Mahlkugeln sollten der Energieeintrag erhéht und die Homogenitat der Suspensionen

verbessert werden.
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In allen Rezepturen wurde DSP und Miglyol 812® verwendet. Als Stabilisator wurde immer
Span 85° eingesetzt, die Ruhrgeschwindigkeit betrug 1250 U/Min und die Prozesszeit 6

Stunden.

Die Herstellung erfolgte in der ,,Becherglasmihle” reproduzierbar, wie unter 6.1
(Rezepturentwicklung) beschrieben. Das Produkt wurde in einem Glass-Vial fest verschlossen

und unter Lichtschutz flir einen definierten Zeitraum verwahrt.

Die PartikelgroRen wurden initial am Ende der Herstellung (TO) und nach 12, 21, 26, 31, 40
und 48 Tagen (je nach Rezeptur) lichtmikroskopisch bewertet. Dazu wurden jeweils
mindestens 50 einzelne Partikel der Proben mit dem Durchlichtmikroskop Motic BA 210 mit
Moticam 3.0 M mittels der zuvor kalibrierten Software Motic Image Plus 2.0 (Motic

Deutschland GmbH, D-Wetzlar) vermessen. Die Auswertung erfolge iber Excel-files.

Fir die Stabilitatsuntersuchungen wurde die mikroskopische Bewertung gewahlt, da diese
Methode neben der Erfassung der PartikelgroRen gleichzeitig eine visuelle Bewertung der

Probe erlaubt.

Zusatzlich wurden die Suspensionen makroskopisch auf mogliche Phasentrennung, Caking

und ggf. Ausschittelbarkeit eines Bodensatzes Uiberprift.
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5.2.1 Bestimmung der Freisetzungscharakteristik nichtwassriger Nanosuspensionen

Durchfiihrung und Ergebnisse - USP Paddle

Zundachst wurde die Freisetzung von Dexamethasondihydrogenphosphat-Dinatrium (DSP)
aus Miglyol 812° mit dem USP-Paddle-Modell bestimmt, um nachzuweisen, dass prinzipiell
eine schnelle Freisetzung des hydrophilen Wirkstoffes aus dem lipophilen Dispergiermedium

moglich ist. Folgende Rezeptur wurde verwendet:

Tabelle 5.2.1.A: Rezeptur fur Dissolution mit USP Paddle

Span 85 Menge Miglyol 812°® DSP Menge Mahlkugeln Menge Mahlkugeln GroBe Partikel-GroRe
(mg) Menge (g) (g) (g) (mm) TO (um)
0,32 9,5 0,5 38,07 0,3 1,0

Es wurde in drei GefdRen parallel gearbeitet, in die 50 pL, 100 pL bzw. 300 puL der
Wirkstoffnanosuspension gegeben wurden. Erwartungsgemal konnte eine schnelle und

vollstandige Freisetzung des Wirkstoffes beobachtet werden:

Abb. 5.2.1.A: Freisetzung DSP-Miglyol Wirkstoffnanosuspension
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Unter idealen Umstanden kann ein Wirkstoff schnell und vollstandig aus einer
nichtwassrigen Grundlage freigesetzt werden. In diesem Versuch waren das niedrigviskose
Dispergiermedium und die Versuchsbedingungen, insbesondere die relativ hohe
Rihrgeschwindigkeit, férdernd. Dadurch ist die Wirkstoffnanosuspension gut in der relativ
grofen Menge des Akzeptormediums verteilt worden. Die Wirkstoffnanopartikel konnten
rasch an die Grenzflichen wandern oder lagen direkt dort vor. Nach Ubertritt in die wéssrige

Phase konnten die Nanopartikel sich aufgrund ihrer GréRe schnell auflésen.
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Die Vorteile einer nanopartikularen Wirkstoffsuspension ergeben sich durch die schnelle
Diffusion zur Grenzflache, den Verteilungsschritt und die rasche Auflésung. Unter optimalen
Umstanden kénnten Depoteigenschaften éliger Parenteralia alleinig aus den Eigenschaften

der Zubereitung gestaltet werden.

Durch die Viskositat der Grundlage kann die Diffusionsgeschwindigkeit der Wirkstoffkristalle
zur Phasengrenzflache gesteuert werden. An der Phasengrenzfldache erfolgt eine schnelle
Auflésung. Die Viskositadt einer Suspension ist, z. B. durch die Wahl des Dispergiermediums,
mit sehr einfachen Mitteln zu beeinflussen und gut einzustellen, so dass auf diese Weise der
Depoteffekt gesteuert werden kann. Die Viskositat der Zubereitung kann bei intramuskularer

oder subkutaner Verabreichung auch die Spreitung der Suspension im Gewebe beeinflussen.

Zusatzlich konnen Hilfsstoffe verwendet werden, um die Freisetzungseigenschaften zu
steuern. Dies kann z. B. durch die Steuerung des Eindringens von Umgebungsfliissigkeit in
das o6lige Depot geschehen. [130, 131] Klassisch wird Aluminiumstearat in 6ligen

Suspensionen zur Viskositatserhohung verwendet.

Die geringe PartikelgroRe fordert einen raschen Ubertritt des Partikels in die wissrige Phase,
gefolgt von einer durch die geringe GrolRe bedingten schnellen Auflésung der

Wirkstoffnanopartikel.

Infolge der verbesserten Auflésungseigenschaften von Wirkstoffnanosuspensionen kénnen
so auch geringe Depoteffekte, dhnlich einer dligen Losung, eingestellt werden. So kénnen
Uber die PartikelgroBenreduktion Wirkstoffe fiir die parenterale Anwendung verfiigbar
gemacht werden, fur die es kein lipophiles Losemittel gibt, das zur parenteralen

Verabreichung geeignet ist.

Bei Verwendung von nanopartikularen Parenteralia muss besonders auf die Stabilisierung
und Reduktion der Oberflachenaktivitat geachtet werden, um Aggregationen zu vermeiden,
welche die beschriebenen Effekte reduzieren und zu Verstopfungen der Injektionskanale

fuhren konnten.

Die hier beschriebene Freisetzungsuntersuchung ist als Einstieg in weitere Investigationen zu
betrachten. Um die Ergebnisse zu relativieren, sollten analoge Versuche mit
Makrosuspensionen durchgefiihrt werden und auch mit geringeren Rilhrgeschwindigkeiten

Seite | 164



gearbeitet werden. Die Rezeptur der Nanosuspension sollte fiir eine parenterale Anwendung

optimiert werden. Der hier verwendete Stabilisator Span 85 ist nicht geeignet.

Durchfiihrung und Ergebnisse Franz-Diffusionszelle

Basierend auf der schnellen Freisetzung der Dexamethasondihydrogenphosphat-Dinatrium
(DSP) - Miglyol 812® Nanosuspension in Wasser (USP-Paddle) sollten die
Penetrationseigenschaften derselben Wirkstoffnanosuspension in einer Franz-Diffusionszelle
untersucht und mit den Eigenschaften einer entsprechenden Makrosuspension verglichen

werden.

Tabelle 5.2.1.B: Rezeptur Wirkstoffnanosuspension fiir Dissolution mit Diffusionszelle

Span 85 Menge Miglyol 812°® DSP Menge Mahlkugeln Menge Mahlkugeln GroRe Partikel-GroRe
(mg) Menge (g) (g) (g) (mm) TO (um)
0,32 9,5 0,5 38,07 0,3 1,0

Tabelle 5.2.1.C: Rezeptur Wirkstoffmakrosuspension fiir Dissolution mit Diffusionszelle

Span 85 Menge Miglyol 812°® DSP Menge Mahlkugeln Menge
(mg) Menge (g) (8) (8)
0,32 9,5 0,5 38,07

Die Makrosuspension wurde analog der Nanosuspension eingewogen und fiir eine Stunde

mit einem Magnetrihrer (IKA — COMBIMAG RET) bei 1250 U/Min geflhrt.

Es wurde mit drei oder vier Franz-Diffusionszellen parallel gearbeitet. Zwischen 5 uL und 20
uL der Wirkstoffnanosuspension bzw. Makrosuspension wurden auf die vorgequollene
Membran (PorengroRe/Molekilmasse von 12-14 kDa) gegeben. Insgesamt wurden neun (9)
Freisetzungen mit Nanosuspension durchgefiihrt, jeweils eine mit 5 uL und 10 uL, die
anderen sieben (7) mit 15 puL Wirkstoffnanosuspension. Von der Makrosuspension wurde

jeweils eine Freisetzung mit 5 pL, 10 pL, 15 pL und 20 pL durchgefihrt.
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Abb. 5.2.1.B: Exemplarische Darstellung der Freisetzung der DSP-Miglyol
Wirkstoffsuspensionen - Vergleich Nanosuspension und Makrosuspension
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In Verbindung mit einem anschlieBenden Penetrationsschritt wurden keine wesentlichen
Unterschiede in der Freisetzung zwischen der Wirkstoffnanosuspension und der

entsprechenden Wirkstoffmakrosuspension festgestellt.

Aus der Wirkstoffmakrosuspension ist tendenziell schneller und ein groBerer Anteil der
eingesetzten Menge in die Akzeptorzelle Gbergetreten. Die identifizierten Unterschiede
liegen jedoch im Bereich der Standardabweichung, die, insbesondere bei den

Wirkstoffnanosuspensionen, grof ist.

Auch hier missen diese ersten Versuche weitergefiihrt werden. Die Reproduzierbarkeit der
Durchfiihrung der Freisetzungsversuche mit Franz-Diffusionszellen muss verbessert werden,
um verlassliche Ergebnisse zu erzielen. Es sollte mit einer besseren Imitation menschlicher
Haut bzw. Hornhaut gearbeitet werden, um die erwarteten Vorteile einer nanopartikularen
Formulierung, z. B. durch Adhasion der Nanopartikel, abbilden zu kénnen und ggf. Vorteile

gegenlber einer Makrosuspension zu erkennen. [100, 102]
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5.2.2 Stabilitatsuntersuchungen

Durchfiihrung

Folgende Rezepturen wurden hergestellt, in allen Rezepturen wurde
Dexamethasondihydrogenphosphat-Dinatrium (DSP), Miglyol 812® und Span 85° eingesetzt,
die Rihrgeschwindigkeit betrug 1250 U/Min, die Prozesszeit 6 Stunden:

Tabelle 5.2.2.A: Rezepturen fur Stabilitdtsuntersuchungen und PartikelgroRe nach der
Herstellung (TO)

Nr. Tensid Menge Miglyol APl Menge | Mahlkugeln Menge | Mahlkugeln GroBe | Partikel-
(mg) Menge (g) (g) (g) (mm) GroBe TO
(um)

1 0,32 9,5 0,5 38,07 0,5 0,8

2 0,32 9,5 0,5 38,07 0,5 0,6

3 0,32 9,5 0,5 38,07 0,5 0,6

4 0,96 28,5 1,5 114,21 0,5 0,5

5 0,32 9,5 1 38,07 0,5 0,9

6 0,32 9,5 2 38,07 0,5 0,8

7 0,32 9,5 0,5 38,07 0,3 0,8

8 0,96 28,5 1,5 114,21 0,3 0,9

9 0,32 9,5 0,5 38,07 0,3 1,2

10 0,32 9,5 0,5 38,07 0,3 1,0
Ergebnisse

Fur alle Produkte, einschlieRlich der zwei Versuche mit den dreifachen der validierten
Mengen aller Komponenten (Nr. 4 und 8 / Scale-Up) und der zwei Versuche mit
vervielfachter Wirkstoffmenge (Nr. 5 und 6), wurden durch lichtmikroskopische Vermessung

mittlere PartikelgrofRen zwischen 0,5 um und 1,2 um erhalten (Spalte 7).

Dabei konnten keine systematischen Unterschiede zwischen den Rezepturen zur Validierung
(Nr.1-3, 7, 9-10), den verschiedenen GrofRen der Mahlkugeln (Nr. 1-3 vs. 7, 9-10) und den
Scale-Up-Versuchen (Nr. 4 und 8) sowie den Versuchen mit doppelter bzw. vierfacher
Wirkstoffmenge (Nr. 5 und 6) festgestellt werden. Alle Suspensionen wiesen Partikel im
oberen Nanometerbereich bis unteren Mikrometerbereich auf. Die Kompositionen, die mit
kleineren Mahlkugeln hergestellt wurden (Nr. 7-10), insbesondere die Nr. 9 und 10, hatten

tendenziell hohere mittlere PartikelgrofRen.
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Alle Suspensionen waren nach Herstellung makroskopisch absolut homogen.

Die Rezepturen, die mit den 0,5 mm-Mahlkugeln hergestellt wurden, haben sich innerhalb
weniger Stunden nach Herstellung verfestigt und eine gelartige Struktur angenommen. Dies
konnte auf Reste von Tensiden an den ausnahmsweise wiederverwendeten Mahlkugeln
zuriickgefuhrt werden. Die Mahlkugeln wurden zuvor fiir die Validierung der Herstellung von
Nanosuspensionen mit der Kugelmiihlentechnologie (Kapitel 3.2) verwendet und wiesen
offensichtlich Reste der dort verwendeten Tenside Poloxamer 188, SDS und Tween 80 auf.
Die Entstehung des Gels konnte mit der Mischung aus den drei Tensiden sowie mit jedem
einzelnen der Tenside reproduziert werden. Es handelt sich vermutlich um spontane
Ausbildung von Mizellen, wie Messungen der Leitfahigkeit wahrend der Entstehung des Gels

nahe legen. Die genaue Struktur und Entstehung konnten noch nicht geklart werden.

Nach einer festgelegten Lagerzeit (dunkel, luftdicht verschlossen) wurden die Suspensionen

bzw. Gele zunachst makroskopisch bewertet und dann erneut lichtmikroskopisch vermessen.

Die flissigen Proben zeigten an allen Messzeitpunkten erkennbar Sedimentation, die sich

jedoch problemlos von Hand aufschiitteln liel3. Es wurde kein Caking beobachtet. Die Gele

waren makroskopisch unveradndert.

Folgende PartikelgréBen wurden lichtmikroskopisch bestimmt:

Tabelle 5.2.2.B: Ergebnisse der Stabilitdtsuntersuchungen (PartikelgréRen)

Nr. Partikel- Partikel- Partikel- Partikel- Partikel- Partikel- Partikel-
GroRe TO GroRe 12d GroRe 21d GroRe 26d GroRRe 31d GrofRe 40d GroRe 48d
(nm) (nm) (nm)) (nm)) (um) (nm) (um)
1 0,8 0,8 0,7 - - - 0,8
2 0,6 0,7 - - - 0,7 -
3 0,6 0,7 - - - 0,8 -
4 0,5 0,7 - - - 0,8 -
5 0,9 - - - 0,8 - -
6 0,8 - - - 0,8 - -
7 0,8 - - 1,4 - - -
8 0,9 - - 1,6 - - ;
9 1,2 1,4 - - - - -
10 1,0 1,3 - - - - -
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Alle flissigen Rezepturen zeigten durch eine geeignete Auswahl und Menge des Tensids nur
geringe Neigung zur Sedimentation und kein Caking. Dies wird durch die im Vergleich zu

Wasser bei Miglyol 812° leicht erhdhte Viskositat unterstitzt.

Die Experimente Nr. 1-6, welche Validierungschargen, Scale-Up-Chargen und die Chargen
vervielfachter Wirkstoffmenge umfassen und in Gele umgewandelt wurden, zeigten zu
keinem Untersuchungszeitpunkt, bis hin zu 48 Tagen, eine nennenswerte Veranderung der

mittleren lichtmikroskopisch bestimmten PartikelgrofSe.

Dagegen konnte bei den Experimenten 7-10, die mit 0,3 mm-Mahlkugeln hergestellt wurden
und fliissig blieben, eine Zunahme der mittleren PartikelgroRe schon nach 12 Tagen

festgestellt werden.

Die deutlichen Unterschiede in der Entwicklung der mittleren Partikelgrofie stehen
offensichtlich in einem Zusammenhang mit der Entstehung der Gele. Durch die Umwandlung
von einer thermodynamisch relativ instabilen Suspension in ein deutlich stabileres Gel

wurden Prozesse, die ein PartikelgroBenwachstum bewirken, verlangsamt oder gestoppt.

Bei den Rezepturen 7-10 war dies nicht der Fall. Die Verwendung von kleineren Mahlkugeln
(0,3 mm anstatt 0,5 mm) hat auBerdem einen Einfluss auf die initiale PartikelgroRe nach
Herstellung und zeigt sich an TO in einer tendenziell erh6hten mittleren PartikelgrofRe
(insbesondere Nr. 9 und 10). Nach 12 Tagen bzw. 26 Tagen wurde ein deutlicher Unterschied
zu den Suspensionen festgestellt, die mit groReren Mahlkugeln hergestellt wurden. Nach 12

Tagen war die mittlere PartikelgroRe um ca. 20 % gestiegen, nach 26 Tagen fast verdoppelt.

Diese Beobachtung kann mit Ostwald-Reifung erklart werden. Offensichtlich hat durch die
Verwendung der kleineren Mahlkugeln keine ausreichende Homogenisierung der
Suspensionen stattgefunden. Durch die relativ groRen Unterschiede in der PartikelgroRe
kommt es zu Ostwald-Reifung mit der Folge, dass kleinere Partikel zugunsten der grofReren

Partikel verschwinden.

Dies konnte durch die Entstehung der Gele bei den Rezepturen 1-6 vermieden werden.
Dariber hinaus wurde durch Verwendung der groReren Mahlkugeln unter ansonsten
vergleichbaren Bedingungen durch den héheren Energieeintrag eine ausreichend homogene
PartikelgroRenreduktion erreicht, die keine Ostwald-Reifung zeigt. Dies deckt sich mit den
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Beobachtungen aus der Rezepturentwicklung, in der sich die erhéhte Krafteinwirkung durch
groBere Mahlkugeln bereits der hoheren Kontaktfrequenz durch kleinere Mahlkugeln als

Uberlegen erwies.

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe zeigen die Soliditat der Methode
(RGhrwerkskugelmihle). Sofern eine geeignete Komposition aus Wirkstoff (Mahlgut),
Dispergiermedium, Tensid, geeigneten Relationen (z. B. Fest/FlUssig) zugrunde gelegt wird,
ist das System in der Lage, reproduzierbare mittlere PartikelgrofRen zu liefern und verkraftet
erhohte Wirkstoffmengen (Nr. 5 und 6). Auch ein Scale-Up ist problemlos moglich und liefert
vergleichbare Ergebnisse (Nr. 4 und 8). Eine homogene initiale PartikelgroBenverteilung
vorausgesetzt, sind Wirkstoffnanosuspensionen tiber den untersuchten Zeitraum stabil. Es

kommt zu keiner nennenswerten Erhéhung der mittleren PartikelgrofRe.

Bei ansonsten vergleichbaren Bedingungen fiihrt die Verwendung von kleineren Mahlkugeln

zu inhomogenerer PartikelgrofRenverteilung und Ostwald-Reifung.

Die spontane Gelbildung stellt eine effektive Moglichkeit dar, eine thermodynamisch
instabile Suspension in ein stabileres System zu Uberflihren, und unterstiitzt, neben einer
homogeneren PartikelgroRenverteilung, die Langzeitstabilitdt durch Erhalt der initialen
PartikelgroRRe. Die Ursachen und Mechanismen der Entstehung des Gels sollten, z. B. durch

Untersuchung der Struktur, weiter untersucht werden.

Die hier beschriebenen Ergebnisse basieren auf einer relativ kleinen Datenbasis. Daher
empfiehlt es sich, sie aufgrund der aufschlussreichen Erkenntnisse mit einer grofReren

Datenbasis zu validieren.
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5.2.3 Zusammenfassung

Die Untersuchung der Wirkstofffreisetzung aus dem nichtwassrigen Dispergiermedium
(Miglyol 812®) mit der Paddle-Apparatur hat erwartungsgemal eine schnelle und
vollstandige Freisetzungscharakteristik ergeben. Diese Moglichkeit, einen nanopartikularen
Wirkstoff schnell und vollstdandig aus einer nichtwassrigen Grundlage in ein wassriges
Medium freizusetzen, stellt eine ideale Grundlage zur Entwicklung von Depotarzneiformen
mit verzogerter Freisetzung dar. Da die Auflosungs- und Freisetzungsgeschwindigkeit kein
limitierender Faktor ist, kann die Freisetzung durch die Eigenschaften der Arzneiform

gestaltet werden.

Bei Ergdnzung eines Penetrationsschrittes durch Verwendung einer Franz-Diffusionszelle
konnte eine Wirkstoffnanosuspension keine Vorteile gegeniiber einer entsprechenden
Makrosuspension zeigen. Da die Vorteile einer Nanosuspension hinsichtlich des
Penetrationsvermogens eher durch Adhasion als durch schnelle Auflésung erwartet werden,

sollte der Versuchsaufbau optimiert werden.

Wirkstoffnanosuspensionen haben sich durch verschiedene Mechanismen liber einen
Zeitraum von bis zu 48 Tagen stabil hinsichtlich der mittleren PartikelgréofRe und
Sedimentationsneigung gezeigt. Dies wird durch eine homogene PartikelgréBenverteilung
und Vermeidung von Ostwald-Reifung, durch eine gute Stabilisierung und durch die im

Vergleich zu Wasser leicht erhdhte Viskositat erreicht.

Die Umwandlung der Wirkstoffnanosuspensionen in Gele hat die Stabilitat durch
Umwandlung der thermodynamisch instabilen Suspension in ein stabileres System
unterstitzt. Die Mechanismen der Gelbildung sollten weiter untersucht werden; hier besteht
groRes Potenzial zur Nutzung der stabilisierenden Eigenschaften. Die Gele sollten auch in die

Freisetzungsstudien einbezogen werden.
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5.3 Validierung der PartikelgroBenbestimmung in nichtwassrigen Medien
Sowohl die Laserdiffraktometrie (LD) mit dem ,Mastersizer 2000 als auch die

Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) mit dem ,,Zetasizer Nano-ZS“ (beide Malvern
Instruments, Herrenberg, Germany) setzen Wasser als Dispergiermedium fiir die Probe

voraus.

Im Falle des ,,Mastersizer 2000“ ist das Dispergiermodul zur Aufbereitung und Beférderung
der Probe zur und durch die optische Einheit (Messzelle) fest verbaut und kann nicht ohne
Weiteres mit anderen als wassrigen Flissigkeiten befiillt und genutzt werden. Das Volumen
des Dispergiermoduls ist mit 200 ml dariiber hinaus ungeeignet fir die in der

»,Becherglasmihle” erzeugten nichtwassrigen Wirkstoffnanosuspensionen.

Beim ,Zetasizer Nano-ZS“ dagegen werden nur ca. 1,5 ml Probe zur Messung in Einweg-

Polystyren-Kivetten bendtigt.

Das Messprinzip der Photonenkorrelationsspektroskope beruht auf der Streuung des Lichtes
durch die zu untersuchenden Partikel in Kombination mit deren Bewegung im
Dispersionsmedium aufgrund der Brownschen Molekularbewegung. Abhangig von der GrolRe
der Partikel entstehen individuelle Streumuster (Speckle Muster). Unter anderem durch die
Brownsche Molekularbewegung der Partikel andern sich diese permanent. Die zeitabhangige
Korrelation der Speckle Muster wird lber die Stoke-Einstein-Gleichung in die Partikelgrof3e

umgerechnet:

kT
6mnD

Gleichung 1.3.3.B: Stoke-Einstein-Gleichung

r = Radius der dquivalenten Kugel
k = Boltzmann-Konstante

T = absolute Temperatur (in Kelvin)
n = Viskositdt

D = Diffusionskoeffizient
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Aus der Stoke-Einstein-Gleichung geht hervor, dass die der PCS-Messung zugrunde liegende
Brownsche Molekularbewegung von der Temperatur und der Viskositdat des Mediums
abhangt. Die Temperatur kann vom Zetasizer ,,Zetasizer Nano-ZS” exakt eingestellt werden,
um reproduzierbare und akkurate Messungen sicherzustellen. [84] Die Viskositat als

verbleibende Variable ist entscheidend bei Verwendung nichtwassriger Dispergiermedien.

Durch diese Untersuchungen sollten die korrekten Einstellungen fir die optischen
Eigenschaften und insbesondere fiir die Viskositat des Dispergiermediums ermittelt werden,

um die korrekte PartikelgroRRe einer bekannten Probe zu ermitteln.

Grundlagen, Methoden und Parameter

Als Referenzsubstanz wurde eine Suspension von Zirconiumdioxid (ZrOz) mit einer

bekannten mittleren PartikelgréBe von 150 nm (Particular GmbH, D-Burgdorf) verwendet.

Das PCS wurde mit folgenden Parametern genutzt:

Probenaufbereitung: direkte Vermessung, keine Verdiinnung

Einweg-Polystyren-Kiivetten (,DTS00012 Disposable Sizing Cuvette”)

Fillhohe Kiivetten (entsprechend der Geratevorgabe) zwischen 1,0 und 1,5 cm [84]

Dispersion Technology Software, Version 5.00 (Malvern Instruments GmbH)

Durchfiihrung und Ergebnisse:

Die Referenzsubstanz wurde unverdiinnt vielfach vermessen. Die Software erlaubt, die in der
SOP hinterlegten Parameter , Dispersant” (Dispergiermedium), Viskositat des
Dispergiermediums, Brechungsindex des Dispergiermediums, Probenmaterial,
Brechungsindex des Probenmaterials und Absorption des Probenmaterials vor und nach

einer Messung einzustellen, und berechnet ggf. die Ergebnisse neu.

Die Temperatur wird entsprechend der Vorgabe in der SOP in der Messzelle eingestellt und

wurde nicht betrachtet. Die Raumtemperatur wahrend der Messungen lag bei ca. 20 °C.

Durch Anpassung der oben genannten Parameter ist es gelungen, die bekannte

PartikelgroRe des Referenzmaterials als Messergebnis zu erhalten.
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Die folgende Tabelle zeigt exemplarisch, wie durch Veranderung der vorgegebenen
Parameter, hier des Brechungsindexes oder der Viskositat des Dispergiermediums, die

Berechnung der PartikelgrofRen beeinflusst wurde.

Tabelle 5.3.A: Ergebnisse der Vermessung des Referenzmusters mit verschiedenen

Parametern
Measurement Date and Time T(°C) | Z-Ave (d.nm) | PdlI
Particular 1 Dispersant Rl 1,45->2,0 20 482,3 0,311
Particular 1 Dispersant Rl 1,45->2,0 20 515,5 0,205
Particular 1 Dispersant Rl 1,45->2,0 20 477,8 0,368
Particular 1 Dispersant Rl 1,45->2,0 20 495,6 0,391
Particular 1 Dispersant Rl 1,45->2,0 20 493,2 0,426
Particular 1 Dispersant Rl 1,45->2,0 20 530,4 0,57
Particular 1 Dispersant Rl 1,45->2,0 20 478,3 0,279
Particular 1 Dispersant Rl 1,45->2,0 20 532,6 0,145
Particular 1 Dispersant Rl 1,45->2,0 20 653,2 0,104
Particular 1 Dispersant Rl 1,45->2,0 20 493 0,324
515,19 0,31
Particular 1 Dispersant Rl 1,45->1,0 20 120,6 0,311
Particular 1 Dispersant Rl 1,45->1,0 20 128,9 0,205
Particular 1 Dispersant Rl 1,45->1,0 20 119,5 0,368
Particular 1 Dispersant Rl 1,45->1,0 20 123,9 0,391
Particular 1 Dispersant Rl 1,45->1,0 20 123,3 0,426
Particular 1 Dispersant Rl 1,45->1,0 20 132,6 0,57
Particular 1 Dispersant Rl 1,45->1,0 20 119,6 0,279
Particular 1 Dispersant Rl 1,45->1,0 20 133,2 0,145
Particular 1 Dispersant Rl 1,45->1,0 20 163,3 0,104
Particular 1 Dispersant Rl 1,45->1,0 20 123,2 0,324
128,81 0,31
Particular 1 Dispersant Visosity 30 -> 100 20 76,05 0,311
Particular 1 Dispersant Visosity 30 -> 100 20 81,28 0,205
Particular 1 Dispersant Visosity 30 -> 100 20 75,35 0,368
Particular 1 Dispersant Visosity 30 -> 100 20 78,16 0,391
Particular 1 Dispersant Visosity 30 -> 100 20 77,77 0,426
Particular 1 Dispersant Visosity 30 -> 100 20 83,63 0,57
Particular 1 Dispersant Visosity 30 -> 100 20 75,42 0,279
Particular 1 Dispersant Visosity 30 -> 100 20 83,99 0,145
Particular 1 Dispersant Visosity 30 -> 100 20 103 0,104
Particular 1 Dispersant Visosity 30 -> 100 20 77,74 0,324
81,24 0,31

Nachdem die korrekten Parameter ermittelt wurden, konnte mit SOP ,,Nonclear Nanosusp
10 Einzelm.AB.2.ZrO.NAQ" reproduzierbar ein Ergebnis entsprechend der Referenz erzeugt

werden.
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Tabelle 5.3.B: Ergebnisse der Vermessung des Referenzmusters mit SOP ,,Nonclear Nanosusp

10 Einzelm.AB.2.Z2rO.NAQ"

Measurement Date and Time T(°C) | Z-Ave (d.nm) | PdlI
SOP ,Nonclear Nanosusp 10 Einzelm.AB.2.ZrO.NAQ" 20 129,6 0,253
SOP ,Nonclear Nanosusp 10 Einzelm.AB.2.ZrO.NAQ" 20 178 0,006
SOP ,Nonclear Nanosusp 10 Einzelm.AB.2.ZrO.NAQ" 20 143,4 0,013
SOP ,Nonclear Nanosusp 10 Einzelm.AB.2.ZrO.NAQ" 20 169,4 0,149
SOP ,Nonclear Nanosusp 10 Einzelm.AB.2.ZrO.NAQ" 20 160 0,076
SOP ,,Nonclear Nanosusp 10 Einzelm.AB.2.ZrO.NAQ" 20 160,4 0,058
SOP ,Nonclear Nanosusp 10 Einzelm.AB.2.ZrO.NAQ" 20 157,2 0,266
SOP ,Nonclear Nanosusp 10 Einzelm.AB.2.ZrO.NAQ" 20 178,3 0,06
SOP ,Nonclear Nanosusp 10 Einzelm.AB.2.ZrO.NAQ" 20 179 0,222
SOP ,,Nonclear Nanosusp 10 Einzelm.AB.2.ZrO.NAQ" 20 231,8 0,172
168,71 0,13
SOP ,,Nonclear Nanosusp 10 Einzelm.AB.2.ZrO.NAQ"“ 20 109,7 0,042
SOP ,,Nonclear Nanosusp 10 Einzelm.AB.2.ZrO.NAQ" 20 126,2 0,107
SOP ,,Nonclear Nanosusp 10 Einzelm.AB.2.ZrO.NAQ" 20 118,9 0,24
SOP ,,Nonclear Nanosusp 10 Einzelm.AB.2.ZrO.NAQ" 20 129,7 0,252
SOP ,,Nonclear Nanosusp 10 Einzelm.AB.2.ZrO.NAQ" 20 144.3 0,351
SOP ,,Nonclear Nanosusp 10 Einzelm.AB.2.ZrO.NAQ" 20 141,2 0,141
SOP ,Nonclear Nanosusp 10 Einzelm.AB.2.ZrO.NAQ"“ 20 159,8 0,072
SOP ,,Nonclear Nanosusp 10 Einzelm.AB.2.ZrO.NAQ" 20 174,7 0,177
SOP ,,Nonclear Nanosusp 10 Einzelm.AB.2.ZrO.NAQ"“ 20 169,1 0,204
SOP ,,Nonclear Nanosusp 10 Einzelm.AB.2.ZrO.NAQ" 20 179,2 0,213
145,28 0,18

Die Einstellungen wurden in der SOP ,,Nonclear Nanosusp 10 Einzelm.AB.2.ZrO.NAQ" fixiert.

- SOP ,Nonclear 25C Nanosusp 10 Einzelm.AB.2.ZrO.NAQ" (1 Run = 10 sec; 10

Einzelmessungen, 25 °C, Dispersant: Miglyol 812 (25 °C, Viskositat: 30,000 cP (mPas),

Brechungsindex: 1,450) [137], Material: ZrO (Brechungsindex: 2,152, Absorption:

0,01, Data Processing: ,,normal resolution®)
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Ab ,Rezepturentwicklung durch Design of Experiments (DoE) und durch Bewertung der
Mengenverhaltnisse der Komponenten (Relationen)” (Kapitel 5.1.2) wurde diese Einstellung

verwendet. Die dort erzeugten Messdaten konnen als valide angesehen werden.

Die in Kapitel 5.1.1 erzeugten PCD-Daten sind nicht nach dieser SOP erzeugt worden und

haben dementsprechend eingeschrankte Aussagekraft.

Die Untersuchungen wurden in Miglyol 812® durchgefiihrt und sind auch auf dieses
Dispergiermedium anwendbar. Um andere, insbesondere héherviskose Ole, zu vermessen,
miissen Referenzmaterialien in diesen Olen zur Kalibrierung der Einstellungen verwendet

werden.
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5.4 Entwicklung und Charakterisierung nanodisperser Arzneiformen in
Polydimethylsiloxan (Dimeticon)

Aufgrund der besonderen chemisch-physikalischen Eigenschaften, einerseits der Ahnlichkeit
zu Wasser (klar, vergleichbare Viskositat, weitgehend geruchslos) und andererseits der
besonderen Eigenschaften eines Silikonodles (wasserabweisend, stark spreitend,
Permeabilitat, nicht resorbierbar) ist Polydimethylsiloxan ein pharmazeutisch interessantes

Dispergiermedium fur Wirkstoffnanokristalle.

5.4.1 Entwicklung nanodisperser Arzneiformen in Polydimethylsiloxan

Als Methode zur Herstellung von Wirkstoffnanosuspensionen in Polydimethylsiloxan
(Dimeticon) wurde Hochdruckhomogenisation gewahlt, da erwartet wurde, dass die unter
1.2.3.2 (Hochdruckhomogenisation (HPH)) beschriebenen zerkleinerungswirksamen
Prinzipien aufgrund der besonderen Eigenschaften des Q7-9120 besonders gut umzusetzen
sind. In wassrigen Medien ermoglicht die Hochdruckhomogenisation eine zuverlassige und
schnelle Herstellung von Wirkstoffnanosuspensionen. Es sollte ermittelt werden, ob dies auf

das Polydimethylsiloxan Q7-9120 Gbertragbar ist.

Grundlagen, Methoden und Parameter

Es wurden verschiedene Modelle des APV LAB 40 (APV Homogenizer Systems; Technischer
Support durch GEA Niro Soavi Deutschland GmbH, D-Liibeck) genutzt. Die

Homogenisationsbedingungen sind in der Durchfiihrung genannt.

Im Rahmen von Loéslichkeitsversuchen wurde KF6104 als geeignetes Tensid identifiziert, um
Wirkstoffsuspensionen in Q7-9120 zu stabilisieren. KF 6104 war in 0,5 %iger Konzentration
bereits ohne Schitteln optisch nicht mehr wahrnehmbar, in 5 %iger Konzentration war es

nach Schitteln bei 25 °C (und 70 °C) nicht mehr wahrnehmbar.

In einem Rezepturscreening mit den Arzneistoffen Nifedipin und Piroxicam, wechselnden
Arbeitsstoff- und Tensidmengen sowie Homogenisationsbedingungen sollte eine optimale
Rezeptur mittels Hochdruckhomogenisation (HPH) ermittelt werden. Als Annahmekriterium
wurde die makroskopische und lichtmikroskopische Homogenitat nach Herstellung und einer

Lagerzeit von 2, 4 und 12 Wochen gewahit.
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Durchfihrung

Die in Tabelle 5.4.1.A genannte Menge KF6104 wurde in einem 100 ml Becherglas mit der
entsprechenden Menge Q7-9120 mit einem Magnetrihrer mit Heizplatte fiir 30 Sekunden
bei Raumtemperatur gemischt (100 U/min). Diese Mischung wurde anschlieBend bei
Raumtemperatur jeweils einmal mit 500 bar und 1000 bar homogenisiert. Mit der
erhaltenen Mischung wurde die Menge des Arzneistoffes (Nifedipin oder Piroxicam) mit
Morser und Pistill angerieben (Arzneistoff vorgelegt, Flissigkeit schrittweise zugegeben) und

das Produkt homogenisiert.
Die Resultate wurden lichtmikroskopisch begutachtet, jeweils mit 630-facher VergrofRerung.
Folgende Rezepturen wurden untersucht:

Tabelle 5.4.1.A: Rezepturen Rezepturscreening Tenside — HPH — KF6104

Nr. | Tensid Menge (g) Menge (g) Menge (g) Menge (g) | Stabilitdtsunter-
Tensid Nifedipin Piroxicam Q7-9120 suchung
(Wochen)
Nifedipin
1 KF6104 0,8 2,0 - 37,2 -
1.1 12
2 KF6104 0,2 2,0 - 37,8 -
2.1 4
3 KF6104 0,2 2,0 - 37,8 -
3.1 2
3.2 12
Piroxicam
4 KF6104 0,2 - 2,0 37,8 -
4.1 4
4.2 12
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Modifikation der Homogenisationsbedingungen

5 | KF6104 0,2 2,0 37,8 -
6 | KF6104 0,8 0,8 37,8
Modifikation der Tensidkonzentration
7 | KF6104 0,03 2,0 37,97 -
8 | KF6104 0,1 2,0 37,9 -
9 | KF6104 4,0 2,0 34,0 -
Modifikation der Arzneistoffkonzentration
10 | KF6104 2,0 4,0 34,0 -
11 | KF6104 2,0 8,0 30,0 -
12 | KF6104 4,0 8,0 28,0 -
Ergebnisse

Die folgende Tabelle zeigt die Ergebnisse der Homogenisationsversuche anhand der

lichtmikroskopischen Aufnahmen.
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Tabelle 5.4.1.B: Ergebnisse Rezepturscreening Tenside — HPH — Nifedipin

Nifedipin
Rezeptur Arzneistoff, Tensid | Arzneistoff, Tensid Arzneistoff, Tensid Arzneistoff, Tensid
und Q7-9120 nach und Q7-9120 nach und Q7-9120 nach und Q7-9120 nach
¢ (w/w) initialen zusatzlich zusatzlich zuséatzlich
3 x 150 bar 2 x 500 bar 3 x 1000 bar 3 x 1500 bar
KF6104 (2 %) i
Nifedipin (5
%) gy
g
i, E .”}]\"*7@ AT gL
; :‘I"\:ll W"ée"é“ﬁ)m.. e
1.1
KF6104 (2 %)
Nifedipin (5
%)
Nach 12
Wochen
2
KF6104 (0,5

%) Nifedipin
(5 %)

2.1

KF6104 (0,5
%) Nifedipin
(5 %)

Nach 4
Wochen

Ny

e g
‘5‘ W 7&'&"1
N
. ‘f-\“ ALY,
¥ ‘(ﬁu 1
,-'@‘."1‘:’" i

Dy
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Rezeptur

c (w/w)

Arzneistoff, Tensid
und Q7-9120 nach
initialen

3 x 150 bar

3

KF6104 (0,5
%) Nifedipin
(5 %)

Arzneistoff, Tensid
und Q7-9120 nach
zusatzlich

2 x 500 bar

Arzneistoff, Tensid
und Q7-9120 nach
zusatzlich

3 x 1000 bar

Arzneistoff, Tensid
und Q7-9120 nach
zusatzlich

3 x 1500 bar

3.1

KF6104 (0,5
%) Nifedipin
(5 %)

Nach 2
Wochen

N
)
0

s 5;% AR

3.2

KF6104 (0,5
%) Nifedipin
(5 %)

Nach 12
Wochen
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Piroxicam

Rezeptur

c (w/w)

Arzneistoff, Tensid
und Q7-9120 nach
initialen

3 x 150 bar

4

KF6104 (0,5
%) Piroxicam
(5%)

Arzneistoff, Tensid
und Q7-9120 nach
zusatzlich

2 x 500 bar

Arzneistoff, Tensid
und Q7-9120 nach
zusatzlich

3 x 1000 bar

Arzneistoff, Tensid
und Q7-9120 nach
zusatzlich

3 x 1500 bar

4.1

KF6104 (0,5
%) Piroxicam
(5 %)

w‘.":a&"'q; A
WA Tt A
Nach 4 %' ‘}'h‘é":ﬁ;“"r\" r\‘u%&
Wochen &tziz?:%f ‘d«k;%‘g}&%
LAY 4" »‘l el thd
284 }@?ﬁﬁ!‘ﬁ\m‘.‘ﬁw rieh
4.2 e
)
KF6104 (0,5

%) Piroxicam
(5 %)

Nach 12
Wochen

Sowohl mit 0,5 % als auch mit 2 % (w/w) KF6104 und 5 % (w/w) Arzneistoff wurden

makroskopisch wie mikroskopisch gleichmaRige und stabile Wirkstoffsuspensionen erhalten.

Auf den mikroskopischen Bildern ist die PartikelgroRenreduktion gut zu erkennen. Wahrend

insbesondere nach 3 x 150 bar noch grofRe Arzneistoffkristalle zu erkennen sind, nimmt die

PartikelgroRe mit zunehmender Applikation von Homogenisationszyklen stetig ab, bis eine

homogene Suspension vorliegt. Die Rezepturen waren nach 2, 4 bzw. 12 Wochen nahezu

unverandert stabil. Diese Ergebnisse lieRen sich gut reproduzieren (Experiment 3).
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Die Ergebnisse unter wechselnden Prozessbedingungen, Tensid- und

Arzneistoffkonzentrationen sind in folgender Tabelle dargestellt.

Tabelle 5.4.1.C: Modifikation HPH-Bedingungen, Tensid- und Arzneistoffkonzentration

Modifikation der Homogenisationsbedingungen
Rezeptur Arzneistoff, Tensid Arzneistoff, Tensid Arzneistoff, Tensid Arzneistoff, Tensid
und Q7-9120 nach und Q7-9120 nach und Q7-9120 nach und Q7-9120 nach
c (w/w)
3 x 1500 bar 5 x 1500 bar 7 x 1500 bar 15 x 1500 bar
5 -
KF6104
(0,5 %)
Nifedipin
(5%)
Arzneistoff, Tensid Arzneistoff, Tensid
und Q7-9120 nach und Q7-9120 nach
10 x 1500 bar 20 x 1500 bar
6
KF6104
(2,0 %)
Nifedipin
(2,0 %)

Eine Veranderung der Homogenisationsbedingungen, die Applikation von
Homogenisationszyklen mit konstant hohem Druck anstatt der stufenweisen Steigerung des
Homogenisationsdruckes, fiihrte nicht zu einer Anderung des Ergebnisses. Bei direkter
Anwendung des Maximaldruckes von 1500 bar (nach Prahomogenisation) nimmt die
PartikelgroRe aufgrund des hoheren Energieeintrages schneller ab als bei stufenweiser
Erhohung des Druckes. Nach 7 x 1500 bar lag auch hier eine homogene und stabile
Suspension vor. Die Anwendung von 20 x 1500 bar fiihrte jedoch aufgrund des insgesamt zu

hohen Energieeintrages zu Agglomeration. In diesem Fall konnte das System die Energie
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nicht zu einer weiteren PartikelgroRenreduktion nutzen, der Energieliberschuss fiihrte zu

Agglomeration.

Modifikation der Tensidkonzentration

Rezeptur

c(w/w)

Arzneistoff, Tensid
und Q7-9120 nach

3 x 1500 bar

7

KF6104
(0,075 %)
Nifedipin
(5%)

8

KF6104 (0,25
%) Nifedipin
(5 %)

9

KF6104 (10
%) Nifedipin
(5 %)

Arzneistoff, Tensid
und Q7-9120 nach

5 x 1500 bar

Arzneistoff, Tensid
und Q7-9120 nach

7 x 1500 bar

Arzneistoff, Tensid
und Q7-9120 nach

15 x 1500 bar

Durch die Modifikation der Tensidkonzentration von 0,075 % (iber 0,25 % (0,5 % und 2 %, s.

0.) bis 10 % (w/w) konnte eine erforderliche Mindestmenge Tensid ermittelt werden.

Waihrend die Rezeptur mit 0,075 % (w/w) Tensid starke Agglomeration zeigt, ergaben sich ab

0,25 % (w/w) KF6104 homogene und stabile Wirkstoffsuspensionen.

Eine Tensidkonzentration von 0,25 % (w/w) (Tensid-Wirkstoff-Verhaltnis = 1:20) kann als

Mindestmenge betrachtet werden. Eine obere Grenze fiir die Tensidkonzentration wurde
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nicht festgestellt. Auch die doppelte Menge Tensid im Vergleich zum API lieferte eine stabile
Suspension. Eine ausreichende Menge Tensid ist erforderlich, um die durch
PartikelgroRenreduktion entstehenden Grenzflachen zu besetzen. Je kleiner die Partikel
werden, desto starker ist der relative Anstieg an Oberflaichen und somit Grenzflachen zum
Dispergiermedium. Diese missen insbesondere bei der Hochdruckhomogenisation mit einer
typischerweise schnellen PartikelgroBenreduktion schnell durch ein geeignetes Tensid
besetzt werden, um Agglomeration zu vermeiden.

Surface area versus particle size
—
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Abb. 1.2.2: Verdnderung der Partikeloberflache in Relation zur PartikelgroRe [17]
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Modifikation der Arzneistoffkonzentration

Rezeptur Arzneistoff, Tensid | Arzneistoff, Tensid Arzneistoff, Tensid Arzneistoff, Tensid
und Q7-9120 nach und Q7-9120 nach und Q7-9120 nach und Q7-9120 nach
c(w/w)
3 x 1500 bar 5 x 1500 bar 7 x 1500 bar 15 x 1500 bar

10

KF6104 (5 %)
Nifedipin (10
%)

11

KF6104 (5 %)
Nifedipin (20
%)

12

KF6104 (10
%) Nifedipin
(20 %)

Eine deutlich erhohte Wirkstoffkonzentration von 10 % bzw. 20 % (w/w) fihrt zu
Agglomeration, auch wenn die Tensidkonzentration so weit erhoht wird, dass das zuvor
ermittelte minimale Tensid-Wirkstoff-Verhaltnis = 1:20 eingehalten wird. Dies kann mit einer
unzureichenden Verteilung des Tensids in der Suspension erklart werden. Aufgrund der
hohen Arzneistoffkonzentration kann das Tensid die Grenzflachen nicht schnell genug

erreichen und besetzen, so dass es zu Agglomeration kommt.
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Eine Bestimmung der PartikelgréRe in den finalen Arzneistoffsuspensionen anhand der
mikroskopischen Aufnahmen ergab Partikelgr6Ren im oberen Nanometer- bis unteren

Mikrometer-Bereich (Kalibrierungsdatei zur PartikelgréBenmessung: ,, 1000 ansgar2.cal”).

Im Vergleich zu den wassrigen Wirkstoffnanosuspensionen aus dem Kugelmiihlenprozess,
bei denen finale PartikelgréBen (LD 95, PCS) deutlich unter 1000 nm erhalten wurden, liegt
die PartikelgroRenverteilung hier somit auf einem héheren Niveau. Dies ist zum einen im
Herstellungsprozess und zum anderen im Dispersionsmedium begriindet. Grundsatzlich
kénnen die Ergebnisse der Hochdruckhomogenisation nicht mit denen der
Kugelmuhlentechnologie verglichen werden. Entscheidend ist weiterhin das
Dispersionsmedium, das aufgrund seiner von Wasser abweichenden Eigenschaften (u. a.
Viskositat, Dichte, Dampfdruck) Einfluss auf die zerkleinerungswirksamen Prinzipien der
Hochdruckhomogenisation nimmt. In diesem Fall konnte aufgrund der Eigenschaften des
Polydimethylsiloxans der Effekt der Kavitation als wichtigstes zerkleinerungswirksames

Prinzip der Hochdruckhomogenisation geringer sein.
Ergebnis ist eine finale PartikelgroRenverteilung aullerhalb des Nanometerbereiches.

Aufgrund dieser PartikelgroRenverteilung kdnnen die Vorteile einer echten Nanosuspension,
insbesondere die Verbesserung der Loslichkeit und die Erhohung der
Auflosungsgeschwindigkeit, die fir die wassrigen Nanosuspensionen nachgewiesen wurden,

fr die Wirkstoffsuspensionen in Q7-9120 nicht erwartet werden.
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5.4.2 Bestimmung der Freisetzungscharakteristik von Polydimethylsiloxan-
Nanosuspensionen

Die Versuche zur Hochdruckhomogenisation in Polydimethylsiloxan ergaben finale
PartikelgroRenverteilungen im oberen Nanometer- bis unteren Mikrometer-Bereich. Durch
Freisetzungsuntersuchungen sollten die Aufldsungs- und Freisetzungseigenschaften der in
Q7-9120 hergestellten Wirkstoffsuspension im Vergleich zum API-Rohmaterial bestimmt und

eingeordnet werden.

Grundlagen, Methoden und Parameter

Als Vermittler zwischen wassrigem Freisetzungsmedium und der Polydimethylsiloxan-
Nanosuspensionen wurde das Tensid Tagat TO® (Polyoxyethylen-25-glyceryl-trioleat) in

einem Screening auf Basis der Loslichkeit in Q7-9120 ermittelt.

Die Versuche zur Bestimmung des Auflésungsverhaltens (Dissolutionsexperimente) wurden
mit der Freisetzungsapparatur ,,PharmaTest Type PTW S [lI“ durchgefiihrt, die den
Anforderungen der USP-Monografie , Dissolution” entspricht. Ublicherweise wurde mit 6
Ansatzen parallel gearbeitet, bei Bedarf, z. B. wenn zwei Loslichkeitsprofile parallel

untersucht werden sollten, mit 2 x 3 Ansatzen.

Es wurden jeweils 4,0 mg/L (ug/ml) Wirkstoff eingesetzt. Die Experimente wurden in 900 ml
Aqua Purificata, ungepuffert, bei 37 °C und einer Rihrergeschwindigkeit von 100 U/min

durchgefiihrt. Zur Sicherstellung der Benetzung wurde Tagat TO® zugesetzt.

Die Temperatur wurde bei jedem Probenzug tberprift. Der Probenzug erfolgte nach einem

produktspezifischen Probezugplan.

Der Probenzug wurde mit einer 5 ml-Einmalspritze (B. Braun, Melsungen, Deutschland)
unter Zuhilfenahme eines Nadelaufsatzes aus der GefdaBmitte oberhalb des Riihrers
durchgefiihrt. Die gezogene Probe wurde durch einen 0,1 um- Celluloseacetat-Filter
(Sartorius AG, Gottingen, Deutschland) filtriert. Von den entnommenen 5 ml wurden 3 ml
durch den Filter verworfen, die verbleibenden 2 ml wurden fiir die HPLC- Analytik in

Eppendorfgefdlle abgefiillt.
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Die HPLC Analytik erfolgte auf der Basis der Arzneibuchmonografien von Nifedipin. Weitere

Details siehe Kapitel 2.3.4.

Durchfiihrung

Es wurde die Wirkstoffsuspension in Polydimethylsiloxan (Q7) im Vergleich zu einer

wassrigen Suspension des makropartikularen Ausgangsmaterials untersucht.

Ergebnisse
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% Freisetzung

Zeit
. J
Grafik 5.4.2.A: Auflosungscharakteristik Nifedipin-Q7-Wirkstoffsuspension in Tagat TO 1 %

(w/w) Mittelwert der GefdRRe A-F

Die Freisetzungs- bzw. Auflésungscharakteristik von Nifedipin-Q7-Wirkstoffsuspension in
Tagat TO 1 % (w/w) zeigt einen langsamen und konstanten Anstieg der gelosten Menge, bis

nach 60 Minuten die gesamte eingesetzte Menge gel6st vorliegt.

Zum Vergleich wurde die Freisetzungs- bzw. Auflésungscharakteristik von Nifedipin-API-

Pulver und wassriger Nanosuspension in wassrigem Medium aus Kapitel 3.2.2 herangezogen:
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Grafik 5.4.2.C: Auflésungscharakteristik von Nifedipin-Nanosuspension 18 %. Mittelwert der
GefidlRRe A-F

% Freisetzung

Vergleicht man nun das Auflésungs-bzw. Freisetzungsprofil von Nifedipin-Q7-
Wirkstoffsuspension in Tagat TO und das von makropartikularem API-Rohmaterial, zeigt sich
eine schnellere und vollstandigere Auflosung bzw. Freisetzung aus der Q7-

Wirkstoffsuspension.

Die Freisetzungs- bzw. Auflésungscharakteristik von Nifedipin-Q7-Wirkstoffsuspension in
Tagat TO 1 % (w/w) zeigt nach 60 Minuten eine vollstandige Auflésung bzw. Freisetzung,
wahrend das makropartikuldre Pulver auch nach 120 Minuten noch nicht vollstandig gelost

ist.

Durch Herstellung von Wirkstoffsuspensionen in Q7-9120 kénnen also im Vergleich zum
makropartikuldren API-Pulver verbesserte Auflosungs- bzw. Freisetzungsprofile erreicht
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werden. Zwar wird in Q7-9120 weder die PartikelgrofRe noch die sehr schnelle Auflésung
bzw. Freisetzung einer wassrigen Nanosuspension erreicht, doch ist durch die Halbierung der
Zeit bis zur vollstandigen Auflésung ein deutlicher Vorteil zum makropartikularen API-Pulver

gegeben.

Dieses Auflosungs- bzw. Freisetzungsprofil von Nifedipin-Q7-Wirkstoffsuspension aus in
Tagat TO resultiert aus einer Kombination von PartikelgréBen- und, in geringem Male, ggf.

Diffusionseffekten im nichtwassrigen Medium.

Das gefundene Freisetzungsprofil entspricht den Erwartungen hinsichtlich der

PartikelgroRenverteilung.
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5.5 Zusammenfassung

In extensiven Studien zur Rezepturentwicklung von Wirkstoffnanosuspensionen in
nichtwassrigen Medien wurden grundlegende Prinzipien der Partikelgroenreduktion
erkannt sowie Zusammenhange zwischen den Mechanismen hergestellt und genutzt, um
Wirkstoffnanosuspensionen mit einer geringen mittleren PartikelgroRe zwischen 327 nm
und 837 nm und einer homogenen PartikelgroBenverteilung herzustellen. Es konnten
reproduzierbare Ergebnisse mit der minimierten Rithrwerkskugelmihle im Becherglas
erzeugt werden; das System erwies sich als ausreichend robust fiir Scale-Up und hdhere

Wirkstoffmengen in einer geeigneten Rezeptur.

Unter idealen Voraussetzungen kann aus Wirkstoffnanosuspensionen in Miglyol 812® eine
schnelle und vollstandige Freisetzung erreicht werden. Die bote eine perfekte Grundlage fiir
die Entwicklung von parenteralen Depotarzneiformen (iber die Modifikation der

Eigenschaften der Zubereitung. Es sind weitere Untersuchungen zur Freisetzung erforderlich.

Infolge einer guten Homogenitat der PartikelgroBenverteilung kdnnen nichtwassrige
Wirkstoffnanosuspensionen tber einen Zeitraum von bis zu 48 Tagen hinsichtlich der
mittleren PartikelgrofRe stabilisiert werden. Hier war auch die Bildung eines Gels
entscheidend, das weiter untersucht werden sollte. Dies bietet, den Erhalt guter
Freisetzungseigenschaften vorausgesetzt, eine herausragende Moglichkeit der Stabilisierung

von Wirkstoffnanosuspensionen.

Durch Verwendung von Nanopartikeln bekannter GroRe konnten Einstellungen fir PCS
festgelegt werden, die eine valide Messung von Nanosuspensionen in Miglyol 812°
ermoglichte. Flr andere Dispergiermedien miissen in weiteren Untersuchungen die

korrekten Einstellungen ermittelt werden.

Auch in Polydimethylsiloxan konnten durch eine Reduktion der PartikelgréRen Vorteile in
den Auflése- und Freisetzungseigenschaften im Vergleich zu makropartikularen Systemen
erreicht werden. Es besteht Potenzial fiir weitere Untersuchungen zu den Mechanismen der

Freisetzung und zur Optimierung der erreichbaren PartikelgréRen in Polydimethylsiloxan.
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6. Zusammenfassung / Summary

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Nanosuspensionen verschiedener pharmazeutischer
Wirkstoffe (API) reproduzierbar mit homogener PartikelgroBenverteilung in wassrigen und
nichtwassrigen (lipophilen) Dispergiermedien hergestellt. Die PartikelgroRen der
Wirkstoffnanosuspensionen konnten in beiden Medienarten mit validen Methoden mit LD

bzw. PCS bestimmt werden.

Die Uberlegenen Freisetzungseigenschaften wassriger Wirkstoffnanosuspensionen wurden
im Vergleich zu makropartikuldren Systemen bewiesen und auf verschiedenen Wegen in
stabilere, feste Arzneiformen (ibertragen. Die Gestaltung der festen Arzneiformen erlaubt
eine Steuerung der Freisetzungscharakteristik und damit eine Kontrolle der Bioverfiigbarkeit
urspringlich schwerloslicher Wirkstoffe (z. B. der BCS Klasse Il, deren Bioverfiigbarkeit

ausschliellich durch deren Loslichkeit limitiert wird).

Die Kugelmiihlentechnologie stand im Zentrum dieser Arbeit und wurde erfolgreich zur
Herstellung von Wirkstoffnanosuspensionen in wassrigen und nichtwassrigen Medien

genutzt.

In wéassrigen Systemen ist die Kugelmiihlentechnologie bereits etabliert. Hier lag der Fokus,
mit Blick auf eine industrielle Anwendung, auf der Validierung des Prozesses und Ermittlung
des Einflusses des Mahlgutes sowie der Identifikation von Grenzen des Verfahrens anhand
zuvor mittels Hochdruckhomogenisation entwickelter Rezepturen. Dabei wurden deutliche
Unterschiede zwischen den verwendeten Wirkstoffen Nifedipin und Piroxicam, zwischen
verschiedenen Herstellern desselben Wirkstoffes wie auch zwischen unterschiedlichen
Chargen des Materials eines Herstellers festgestellt. Abhangig vom Ausgangsmaterial war
eine unterschiedliche Prozesszeit (Anzahl Passagen) erforderlich, um die Grenzdispersitat zu
erreichen. Aufgrund der verwendeten professionellen Mid-Size Rilhrwerkskugelmihle zeigte
sich die Technologie der Nassmahlung mit Riihrwerkskugelmiihlen jedoch insgesamt so
leistungsfahig, dass mit einer ausreichenden Anzahl an Passagen, unabhangig vom
Ausgangsmaterial und wiederholbar, die stoffspezifisch minimal erreichbare Partikelgrofie

(oder die Nahe dieser) erzielt werden kann (Grenzdispersitat).
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Neben der PartikelgrofRenverteilung sind die Auflése- bzw. Freisetzungseigenschaften
relevant, um die wassrigen und nichtwassrigen Wirkstoffnanosuspensionen zu
charakterisieren. ErwartungsgemaR zeigten die wassrigen Nanosuspensionen deutliche
Vorteile in der Auflésungscharakteristik im Vergleich zur entsprechenden Makrosuspension.
Weiterhin konnte durch die homogenere PartikelgroRenverteilung der Nanosuspension im

Vergleich zum urspriinglichen Pulver ein gleichmaRiges Auflosungsprofile erreicht werden.

Um die Freisetzung von wassrigen Wirkstoffnanosuspensionen zu steuern, wurden porose
Tragermaterialien mit groBer spezifischer Oberflache mit Wirkstoffnanosuspensionen
beladen. Die Anwendung unterschiedlicher Beladungsmethoden hat zu typischen
Freisetzungsprofilen gefiihrt. Es konnte reproduzierbar, unabhangig vom Wirkstoff und mit
geringen Unterschieden zwischen den verwendeten Trdgermaterialien, eine schnelle oder

eine verzogerte Freisetzung erzeugt werden.

Zur Stabilisierung der verbesserten Freisetzungseigenschaften und deren Kontrolle sind die
wassrigen Wirkstoffnanosuspensionen unter Erhaltung ihrer Auflésungs- und
Freisetzungseigenschaften in schnell freisetzende, trockene orale Darreichungsformen
Uberfuhrt worden. Durch systematische, datenbasierte Rezepturentwicklung sind aus
Wirkstoffnanosuspensionen wirkstoffhaltige Granulate hergestellt worden, die durch eine
homogene Verteilung des Wirkstoffes und gleichmaRige PartikelgroRenverteilung des
Granulates geeignete Grundlagen zur Weiterverarbeitung, z. B. zur Direkttablettierung sind.

Aus diesen Granulaten konnten reproduzierbar Tabletten hergestellt werden.

In Freisetzungsstudien konnte gezeigt werden, dass die Vorteile einer
Wirkstoffnanosuspension, die schnellere Auflésung und Wirkstofffreisetzung, von den
Suspensionen in feste und trockene Arzneiformen wie Granulate oder Tabletten tibertragen

wurden.

Auch die Spriihtrocknung einer Wirkstoffnanosuspension fiihrte nicht zu einer Verdanderung

der schnellen Freisetzung

Dank der technologischen Méglichkeiten, die Auflosung oder den Zerfall von Tabletten, z. B.

durch zugesetzte Hilfsstoffe oder Uberziige, zu steuern, bestehen nahezu unbegrenzte
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Moglichkeiten, auch durch ihre Schwerloslichkeit schlecht bioverfligbare Arzneistoffe in

Form von Wirkstoffnanosuspensionen fiir Patienten verfligbar zu machen.

Die Langzeitstabilitdt von Wirkstoffnanosuspensionen kann durch Uberfiihrung in trockene
Arzneiformen voraussichtlich deutlich gesteigert werden. Da die thermodynamischen
Nachteile einer Suspension (An- und Uml6sung, Agglomeration, Sedimentation) entfallen
oder minimiert werden, kann davon ausgegangen werden, dass Eigenschaften wie
PartikelgroRe, Kristallinitat und damit das vorteilhafte Auflésungs- und

Freisetzungsverhalten dauerhaft erhalten bleiben.

Eine direkte Mahlung von Wirkstoffen in nichtwassrigem Medium ist bisher kaum genutzt,
obwohl es zahlreiche Anwendungen fiir Wirkstoffnanosuspensionen in nichtwassrigen
Medien gibt und es Vorteile bietet, PartikelgroRenreduktion direkt im lipophilen Medium
durchzufiihren. Um die zugrunde liegenden Mechanismen und Parameter im
Zusammenhang zu verstehen und zu quantifizieren, wurden zunachst empirische
Untersuchungen durch schrittweise Anderung einzelner Parameter durchgefiihrt. Darauf
aufbauend wurde die Rezepturentwicklung durch Bewertung der Mengenverhaltnisse der
Komponenten (Relationen) verbessert. Durch diese Untersuchungen konnten

Ubereinstimmend grundlegende Prinzipien nachgewiesen werden.

Das zerkleinerungswirksame Prinzip von Kugelmihlen sind Reibungs- und Prallkrafte durch
die eingebrachte Mahlenergie. Die Mahlenergie wird wesentlich durch die Zeit des
Mahlvorganges und die Geschwindigkeit, mit der das Mahlgut und die Mahlkugeln bewegt
werden, kontrolliert. Weitere Einflussfaktoren sind die Viskositat des Systems, die Art und
Mengen und Verhaltnisse von Mahlgut, Mahlkugeln, Dispergiermedium und Tensid. Diese
Faktoren wirken in einem komplexen System mit- und gegeneinander und beeinflussen das
Mahlergebnis hinsichtlich der finalen mittleren PartikelgroRe und PartikelgroBenverteilung.
So bewirken z. B. groRere Mahlkugeln einen héheren Energieeintrag durch ihr hoheres
Gewicht, gleichzeitig reduziert sich bei gegebener Menge die Anzahl und damit die Frequenz
der Kontakte mit dem Mahlgut. Diese komplexen Mechanismen wurden filir nichtwassrige
Systeme durch verschiedene Herangehensweisen mit dem Ziel untersucht, Zusammenhange

zu erkennen, um zukiinftige Rezepturentwicklungen zu erleichtern.
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Neben grundlegenden Anforderungen bzw. Einfliissen wie der Loslichkeit des Tensids im
Dispergiermedium, der Affinitat des Tensids zum Mahlgut, der Eigenschaften des Mahlgutes
selbst und der Viskositat wurden verschiedene zusammenhangende Parameter identifiziert.
Dazu gehoren die Relation der Mengen von Tensid zum Mahlgut, die Menge der
eingesetzten Mahlkugeln im Zusammenhang mit der Menge des Mahlgutes sowie die
Relation von Fest zu Fliussig (bzw. Mahlkugeln und Wirkstoff zu Dispergiermedium). Der bei
Verwendung groBerer Mahlkugeln erreichte Zugewinn an Energieeintrag hat sich der
reduzierten Haufigkeit von Kollisionen durch die geringere Anzahl an Kugeln pro
Masseneinheit iberlegen gezeigt. Hohe Anteile an Mahlkugeln waren ebenso erfolgreich,
die ,Dichte” an Mahlkugeln zeigte sich hier einer hoheren Riihrgeschwindigkeit Gberlegen.
So konnten Grundprinzipien und entscheidende Parameter der PartikelgroRenreduktion mit
Rihrwerkskugelmiihlen erkannt und fiir die untersuchten Systeme quantifiziert werden.
Erfolgreiche Rezepturen konnten reproduzierbar und in vergréBertem Malstab hergestellt
werden (Scale-Up) und zeigten sich robust genug, gréBere Mengen Mahlgut zu verkraften.
Trotzdem bleibt es schwer, in diesem komplexen System mit zahlreichen wirksamen
Parametern Vorhersagen in einer Weise zu treffen, die eine rein theoretische Entwicklung
erfolgreicher Rezepturen erlaubt. Die Betrachtung der identifizierten Relationen
verschiedener Komponenten und Parameter ermoglichte ein besseres Verstandnis von

Zusammenhangen, an die zukiinftige Versuche anknipfen kénnen.

Es wurden homogene Wirkstoffnanosuspensionen mit einer geringen mittleren
PartikelgroRe zwischen 327 nm und 837 nm und einer homogenen PartikelgroRenverteilung
in Miglyol 812® hergestellt, die durch verschiedene Mechanismen lber einen Zeitraum von
bis zu 48 Tagen stabil blieben hinsichtlich der mittleren PartikelgrofRe und
Sedimentationsneigung. Dies wird durch eine homogene PartikelgrofRenverteilung und
Vermeidung von Ostwald-Reifung, durch eine gute Stabilisierung und durch die im Vergleich

zu Wasser erhohte Viskositat erreicht.

Auch fir die nichtwassrigen Wirkstoffnanosuspensionen konnte mit der Paddle-Apparatur
erwartungsgemald eine schnelle und vollstandige Freisetzungscharakteristik gezeigt werden.
Die Moglichkeit, einen nanopartikularen Wirkstoff schnell und vollstéandig aus einer
nichtwassrigen Grundlage in ein wassriges Medium freizusetzen, stellt eine ideale Grundlage

zur Entwicklung von Depotarzneiformen mit verzégerter Freisetzung dar. Da die Auflésungs-
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und Freisetzungsgeschwindigkeit kein limitierender Faktor ist, kann die Freisetzung durch die

Eigenschaften der Arzneiform gestaltet werden.

Zur Charakterisierung der wassrigen Wirkstoffnanosuspensionen wurden in grolem Umfang
die Laserstreulichtverfahren Laserdiffraktometrie (LD) und

Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) genutzt.

LD und PCS stehen fir die PartikelgroBenbestimmung in nichtwassrigen Medien prinzipiell
nicht zur Verfligung, da sowohl Messgerate als auch Messverfahren auf wassrige Systeme
ausgelegt sind. Das zur Verfligung stehende LD kann aufgrund des fest mit der optischen
Einheit verbundenen Dispergiermoduls generell nicht mit nichtwassrigen Systemen genutzt
werden. Das Messprinzip der PCS basiert auf der Veranderung des Streulichtmusters durch
die Brownsche Molekularbewegung, ist dementsprechend sensitiv fur die Viskositat des
Dispergiermediums und konnte aus diesem Grund bisher nicht fiir eine valide

PartikelgroRenbestimmung in nichtwéassrigen Medien genutzt werden.

Durch Verwendung einer Suspension von Zirconiumdioxid (ZrO,) mit einer bekannten
mittleren PartikelgrofRe von 150 nm als Referenzsubstanz ist es gelungen, die in der Software
des ,Zetasizer” verfiigbaren Parameter , Dispersant” (Dispergiermedium), Viskositat des
Dispergiermediums, Brechungsindex des Dispergiermediums, Probenmaterial,
Brechungsindex des Probenmaterials und Absorption des Probenmaterials so einzustellen,
dass eine valide PartikelgroRenbestimmung in Miglyol 812® mdoglich war. Durch Verwendung
der flr dieses Medium geeigneten Parameter konnten die Referenzsubstanz und die in
diesem Dispergiermedium hergestellten Wirkstoffnanosuspensionen korrekt mit PCS

vermessen werden.

Die vorliegende Arbeit zeigt Methoden auf, Wirkstoffnanosuspensionen sowohl in wassrigen
als auch in nichtwassrigen Medien reproduzierbar herzustellen und valide zu
charakterisieren. Die angestrebte Verbesserung der Bioverfligbarkeit konnte durch
schnellere Auflésungseigenschaften erreicht und durch die Steuerung der Freisetzung fester

Arzneiformen aus Wirkstoffnanosuspensionen kontrolliert werden.

Seite | 197



SUMMARY

In the course of this work, nanosuspensions of various pharmaceutical active ingredients
(API1) were reproducibly produced with homogeneous particle size distribution in aqueous
and non-aqueous (lipophilic) dispersing media. The particle sizes of the active ingredient
nanosuspensions could be determined in both media types using valid methods with LD or

PCS.

The superior release properties of agueous active substance nanosuspensions have been
proven in comparison to macroparticulate systems and have been converted into more
stable, solid drug forms in various ways. The composition of the solid pharmaceutical forms
allows to control the release characteristics and thus the bioavailability of originally poorly
soluble active ingredients (e.g. BCS class Il, the bioavailability of which is limited only by their

solubility).

Ball mill technology was at the center of this work and was successfully used to produce

active ingredient nanosuspensions in agueous and non-agueous media.

Ball mill technology is well established in aqueous systems. The focus here, with a view to an
industrial application, was on the validation of the process and determination of the
influence of the milled material and the identification of the limits of the process based on
recipes previously developed using high-pressure homogenization. Differences were found
between the active ingredients nifedipine and piroxicam, between different manufacturers
of the same active ingredient as well as between different batches of material from one
manufacturer. Depending on the starting material, a different process time (number of
passages) was required to reach the limit of dispersity. However, due to the professional
mid-size agitator ball mill used, the technology of wet grinding with agitator ball mills was so
powerful overall that with a sufficient number of passages, irrespective of the starting
material and repeatable, the particle-specific minimum particle size (or the proximity of it)

can be achieved (limit of dispersity).

In addition to the particle size distribution, the dissolution or release properties are relevant
in order to characterize the aqueous and non-aqueous active ingredient nanosuspensions.

As expected, the aqueous nanosuspensions showed clear advantages in the dissolution
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characteristics compared to the corresponding macrosuspension. Furthermore, the more
homogeneous particle size distribution of the nanosuspension compared to the original

powder made it possible to achieve a uniform dissolution profile.

In order to control the release of aqueous active substance nanosuspensions, porous carrier
materials with a large specific surface area were loaded with active substance
nanosuspensions. The use of different loading methods led to typical release profiles. It was
possible to produce a rapid or delayed release in a reproducible manner, regardless of the

active ingredient and with little differences between the carrier materials used.

In order to stabilize the improved release properties and to control them, the agueous active
substance nanosuspensions have been converted into fast-releasing, dry oral dosage forms
retaining their dissolution and release properties. Using systematic, data-based formulation
development, granules containing active ingredient have been produced from API-
nanosuspensions. Thanks to a homogeneous distribution of the active ingredient and
uniform particle size distribution of the granulate, these provide a suitable basis for further
processing (e.g. for direct tableting). Tablets could be reproducibly produced from these

granules.

Release studies evidenced that the advantages of an active ingredient nanosuspension, the
faster dissolution and active ingredient release, were transferred from the suspensions to

solid and dry dosage forms such as granules or tablets.

The spray drying of an active ingredient nanosuspension did not change the rapid release

either.

By changing the properties of the resulting tablets, e.g. by using certain excipients or
coatings, there are nearly unlimited possibilities to make APl available to patients that were

with originally limited in bioavailability by their poor solubility.

The long-term stability of API-nanosuspensions can be significantly increased by converting
them into dry dosage forms. Since the thermodynamic disadvantages of a suspension
(dissolving and redissolving, agglomeration, sedimentation) are eliminated or minimized, it
can be assumed that properties such as particle size, crystallinity and thus the advantageous
dissolution and release behavior are permanently retained.
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A direct grinding of active substances in a non-aqueous medium has so far hardly been used,
although there are numerous applications for active substance nanosuspensions in non-
aqueous media and there are advantages in carrying out particle size reduction directly in
the lipophilic medium. In order to understand and quantify the underlying mechanisms and
parameters, empirical studies were first carried out by gradually changing individual
parameters. Based on this, the formulation was improved by evaluating the quantitative
ratios of the components (relations). These investigations unanimously demonstrated basic

principles.

The grinding principle of ball mills is friction and impact forces due to the grinding energy.
The grinding energy is essentially controlled by the time of the grinding process and the
speed at which the milled material and the grinding balls are moved. Other factors are the
viscosity of the system, the type and amounts and ratios of the milled material, grinding
balls, dispersing medium and surfactant. These factors work with and against each other in a
complex system and influence the grinding result regarding the final average particle size
and particle size distribution. As an example, larger grinding balls provide a higher energy
input due to their higher weight, at the same time the number and thus the frequency of the
contacts with the ground material is reduced. These complex mechanisms have been
investigated for non-agqueous systems by various approaches with the aim of identifying

relationships in order to facilitate future developments of recipes.

Besides basic requirements such as the solubility of the surfactant in the dispersion medium,
the affinity of the surfactant for the milled material, the properties of the milled material
itself and the viscosity, various interrelated parameters were identified. This includes the
relationship between the amounts of surfactant and the milled material, the amount of
grinding balls used in connection with the amount of the milled material and the relation of
solid to liquid (or grinding balls and active ingredient to dispersing medium). The advantage
in energy input achieved when using larger grinding balls was shown to be superior to the
reduced frequency of collisions due to the lower number of balls per unit of mass. High
proportions of grinding balls were also successful, the “density” of grinding balls was
superior to a higher stirring speed. In this way, basic principles and decisive parameters of
particle size reduction with agitator ball mills could be recognized and quantified for the

examined systems. Successful recipes were reproducible and produced on an enlarged scale
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(scale-up) and were robust enough to work with larger quantities of milled material.
Nevertheless, it remains difficult to make predictions in this complex system with numerous
effective parameters in a way to allow a purely theoretical development of successful
recipes. The observation of the identified relationships of different components and
parameters allows a better understanding of the relationships and future experiments can

build on this.

Homogeneous active ingredient nanosuspensions with a small average particle size between
327 nm and 837 nm and a homogeneous particle size distribution were produced in Miglyol
812°®. These remained stable regarding the average particle size and sedimentation tendency
over a period of up to 48 days. This was achieved by a homogeneous particle size
distribution and avoidance of Ostwald ripening, by good stabilization and by the increased

viscosity compared to water.

As expected, the non-aqueous API- nanosuspensions showed a fast and complete release
characteristic. The ability to quickly and completely release a nanoparticulate drug from a
non-agueous- into an aqueous medium is an ideal basis for the development of sustained
release depot dosage forms. Since the rate of dissolution and release is not a limiting factor,

the release can be influenced by the properties of the Dosage form can be designed.

Laser diffractometry (LD) and photon correlation spectroscopy (PCS) were used extensively
to characterize the aqueous active ingredient nanosuspensions. By principle, LD and PCS are
not available for particle size determination in non-aqueous media, since both measuring
devices and measuring methods are designed for aqueous systems. The available LD can
generally not be used with non-aqueous systems because the dispersion module
permanently connected to the optical unit. As the measuring principle of the PCS is based on
the change in the scattered light pattern due to Brownian molecular motion, this technology
is sensitive to the viscosity of the dispersing medium and, for this reason, could previously

not be used for a valid particle size determination in non-aqueous media.

By using a suspension of zirconium dioxide (ZrO2) with a known average particle size of 150
nm as a reference substance, different parameters available in the software of the
"Zetasizer" like "Dispersant" (dispersing medium), viscosity of the dispersing medium,

refractive index of the dispersing medium, sample material, refractive index of the sample
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material and absorption of the sample material could be adjusted in that a valid particle size
determination in Miglyol 812® was possible. By using the identified parameters for this
medium, the reference substance and the API-nanosuspensions produced in this dispersion

medium could be measured correctly with PCS.

This work shows methods to reproducibly produce active ingredient nanosuspensions in
both aqueous and non-aqueous media and to characterize them validly. The desired
improvement in bioavailability could be achieved by faster dissolution properties and
controlled by controlling the release of solid dosage forms from active ingredient

na nosuspensions.
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10. Abkiirzungsverzeichnis

AP| Active Pharmaceutical Ingredient (Wirkstoff)

BCS Biopharmaceutical Classification System (Biopharmazeutisches

Klassifizierungssystem)

C Konzentration (wenn nicht anders angegeben immer (w/w))
d day (Tag)

DSP Dexamethasondihydrogenphosphat-Dinatrium

h hour (Stunde)

HPLC High Pressure (Perfomance) Liquid Cromatography

LD Laserdiffraktometrie

NS Nanosuspension

NC Nanocrystal (Nanokristall)

PCS Photon Correlation Spectroscopy (Photonenkorrelationsspektroskpie)
PDI Polydispersitatsindex (Siehe PCS)

RI Realer Brechungsindex

RT Raumtemperatur

SOP Standard Operation Procedure (Arbeitsanweisung)

Wil Water for Injektion (Aqua ad Injectabilia)

% Prozent (w/w) (wenn nicht anders angegeben)
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