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Da in vorangegangenen Arbeiten zahlreicher Arbeitsgruppen die Eigenschaften
flussiger Lipiddispersionen im Nanometerbereich bereits ausgiebig charakterisiert
wurden, soll an dieser Stelle hauptséchlich vergleichend auf die Langzeitstabilitat,
das Trocknungsverhalten, den Wirkstoffeinschlu3 und die Wirkstofffreisetzung von
SLN und NLC eingegangen werden.

Es wurde zunachst untersucht, ob die polymorphe Transformation des verwendeten
festen Lipids Uber einen langeren Zeitraum verhindert oder zumindest verzdgert
werden kann und ob dadurch eine schnellere Arzneistoffverdrangung vermieden
wird. Es stellte sich aul3erdem die Frage, ob die von Jenning fir Retinol-NLC
beschriebene Erhdhung der Beladungskapazitdt [21] und der postulierte
Zusammenhang zwischen Trocknungsverhalten und Arzneistofffreisetzung [13] auf
das Cyclosporin-System und somit generell auf andere Systeme lbertragen werden
kbnnen.

4.1 SLN-Dispersionen: Verwendung nur einer
Lipidkomponente

Als modellhafte SLN-Formulierung wurde im Rahmen dieser Arbeit auf die von
Runge entwickelte Cyclosporin-Rezeptur zurickgegriffen [27]. Nach ausgiebigem
Lipidscreening hatte sich Imwitor 900 als das am besten geeignete Lipid fir eine
hohe Cyclosporin-Beladung herausgestellt. Es gelang Runge, SLN mit einer
Beladung von 25 % bezogen auf den Lipidanteil herzustellen. Die von ihm flr eine
orale Tierstudie verwendete Formulierung setzte sich folgendermal3en zusammen:

Cyclosporin Imwitor 900 Tagat S Natriumcholat Wasser

2% 8 % 25% 0,5% ad 100 %

Ein grof3er Nachteil dieser Formulierung ist jedoch ihre mangelnde physikalische
Langzeitstabilitat. Innerhalb weniger Wochen kommt es zu Partikelaggregation,
polymorphen Lipidtransformationen und Auskristallisieren von Arzneistoff am Boden
des Vials.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde anhand dieser und einer entsprechenden
Rezeptur mit 20 % Lipidanteil (s. u.) sowie anhand der arzneistofffreien Systeme
untersucht, ob durch Variation der Abfull- und Lagerkonditionen eine Verzdgerung
der beschriebenen Prozesse erreicht werden kann.
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Ergebnisse und Diskussion

4.1.1 Charakterisierung reiner Imwitor 900 Dispersionen

Die ausgiebige Charakterisierung der arzneistofffreien Formulierung mit 10 %
Lipidanteil kann bei Runge nachgelesen werden [27]. Seine Ergebnisse in Bezug auf
PartikelgrofRe und Kiristallstruktur konnten reproduziert werden. Nach Herstellung
liegen Imwitor-SLN hauptsachlich in einer a-Modifikation vor, der mittlere PCS-
Durchmesser liegt bei ca. 140 nm.

4.1.2 Vergleich einer 10 und 20 %igen Dispersion

Da die Lipiddispersionen flr die entsprechenden topischen Formulierungen einen
madglichst hohen Cyclosporingehalt aufweisen sollten (mind. 2,5 %), wurde zusétzlich
eine Dispersion mit 20 % Lipidgehalt entwickelt.

In einem ersten Formulierungsschritt wurde nur der Imwitorgehalt von 10 % auf 20 %
erhoht, was jedoch zu einem vermehrten Auftreten von Mikropartikeln und schneller
Gelbildung fuhrte. Deshalb wurden auch die Tensidkonzentrationen entsprechend
verdoppelt, wodurch eine fast identische PartikelgroRenverteilung erzielt werden
konnte. Tabelle 4-1 zeigt die Partikelgrofen nach Herstellung im Vergleich.

Die Kristallstruktur beider Systeme wurde mit Hilfe von DSC und WAXS-Messungen
vergleichend untersucht. Dabei fiel vor allem der starke Einflud der
Tensidkonzentration auf die short spacings, d. h. auf die Seitenkettenkristallinitat der
Fettsauren, auf.

Abbildung 4-1 zeigt die groRBe Ahnlichkeit der Streumuster der 10 %igen
Formulierung mit denen der 20 %igen mit erhdhter Tensidkonzentration. Der fur die
o-Modifikation charakteristische Hauptreflex bei einem Netzebenenabstand von
d = 0,413 ist deutlich zu erkennen. Die Reflexintensitat ist jedoch durch Erh6hung der
Lipidkonzentration nicht entsprechend gestiegen. Die Seitenkettenkristallinitat scheint
also durch den héheren Emulgatoreinsatz quantitativ eher abzunehmen.

Tabelle 4-1: Mittelwerte von PCS-Partikeldurchmesser und Pl sowie Mittelwerte der LD-
GroRRenbestimmungen mit den jeweiligen Standardabweichungen von
10 %igen (n = 3) und 20 %igen (n = 6) Imwitor 900-SLN an Tag 1

PCS Laserdiffraktometrie [um = S]
mittl. @ [nm £ S] PI+S LD 50 LD 90 LD 95
10% 136,2 + 18,24 0,24+0,03 | 0,09+0,001 | 0,15+0,011 | 0,18 £0,025
20 % 123,5+ 5,93 0,22+0,01 | 0,09+0,004 | 0,15+0,009 | 0,18 +0,010
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von oben nach unten:
20 % Imwitor 900, Emulgatorenmenge wie 10 %

20 % Imwitor 900, doppelte Emulgatormenge
10 % Imwitor 900
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Abbildung 4-1: Vergleich der Streumuster von Imwitor-SLN

Konzentration an Lipid und/oder
Netzebenenabstande (d) der short spacings an

mit unterschiedlicher

Tensid, die Zahlen geben die

Die Detailmessungen im Bereich von 2 Theta = 15° bis 25° (Abbildung 4-2) zeigen
fur beide Formulierungen einen zuséatzlichen schwachen Reflex bei d = 0,46 (Pfeil),
was auf einen geringen Anteil der hoher geordneten Bi-Modifikation hinweist.

Intensitat / Zahlrate

von oben nach unten:

Imwitor 20 %, doppelte Emulgatormenge
Imwitor 10 %
0,460
\
\
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Abbildung 4-2

Detailmessungen  der
Weitwinkelreflexe einer
10- und 20 %igen SLN-

Formulierung mit
Kennzeichnung des
Reflexes bei einem

Netzebenenabstand von
d=0,46 nm
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Ergebnisse und Diskussion

Vergleicht man die 10 %ige Formulierung mit der 20 %igen gleicher
Tensidkonzentration kann man bei 20 % eine deutliche Zunahme der Reflexintensitat
im Weitwinkelbereich sowie das Auftreten von Reflexen typisch fur die Bi-Modifikation
von Mischglyceriden erkennen. Diese Ergebnisse zeigen, dafl} die Ordnung der
Fettsaureketten in hohem Mal3e durch die Emulgatorkonzentration beeinfluf3t ist.
Hinzuweisen ist an dieser Stelle auch auf die starke chemische Ahnlichkeit des
verwendeten Emulgators Tagat S, einem polyethoxylierten Glycerolmonostearat, mit
dem eingesetzten Lipid. Eine Interaktion der Fettsaureseitenketten von Tensid und
Lipid ist dementsprechend zu erwarten und erklart eventuell die Abnahme der
Seitenkettenkristallinitat bei erhdhter Emulgatormenge. Tabelle 4-2 zeigt deutlich,
dall das Peakmaximum der tensidarmeren Formulierung entsprechend ihrer
geordneteren Modifikation hoher liegt als bei der tensidreicheren, dal3 aber die
Schmelzenthalpie nur in geringem Mald zunimmt. Eine Erhdhung der Tensidmenge
fahrt hier also nur zu einer Veradnderung der Kristallmodifikation mit grof3erer
Beweglichkeit der Fettsaureseitenketten nicht aber zu einer Abnahme der
Gesamtkristallinitat. Der Kiristallinitatsgrad wurde dabei berechnet auf die
Schmelzenthalpie der 2. Aufheizkurve des Bulkmaterials, um den Einflul3 des
Schmelzprozesses wéahrend der Herstellung nicht zu vernachlassigen.

Festgehalten werden muf3 in diesem Zusammenhang, dalR zum Einflul der
Emulgatorkonzentration auf die Kristallinitdit von SLN keine generellen Aussagen
gemacht werden konnen, da u. a. die chemische Struktur des Emulgators sowie die
Art des Lipids einen entscheidenden Einfluld haben [63]. Eine durch Tenside
verursachte, verminderte Rekristallisation ist in der Literatur durchaus bekannt
[41, 64] und konnte auch im Rahmen dieser Arbeit vor allem bei den
hochkonzentrierten Formulierungen beobachtet werden.

Tabelle 4-2: Thermoanalytischer Vergleich der 1. und 2. Aufheizkurve von Imwitor 900-
Bulkmaterial mit SLN unterschiedlicher Lipidkonzentration und /oder
Tensidkonzentration

Imwitor Bulk | Imwitor Bulk | Imwitor-SLN | Imwitor-SLN | Imwitor-SLN
1. Aufheizen | 2. Aufheizen |10 % 20 % 20 %
(Tensid wie | (doppelte

10%) Tensidmenge)
Onset 57,2 °C 53,9 °C 53,8 °C 57,4 °C 53,5 °C
Peakmaximum 61,1 °C 59,1 °C 57,9 °C 59,7 °C 58,2 °C
Peakenthalpie 161 J/g 121 J/g 12,2 J/g 25,8 Jig 24,9 Jig
(Kristallinitatsgrad) (101 %) (107 %) (103 %)
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4 Flussige Lipiddispersionen

4.1.3 Inkorporation von Cyclosporin A

Runge postuliert in seiner Arbeit, dal3 die einzelnen Cyclosporin-Molekule trotz ihrer
GroRe zwischen den Fettsaureketten im Innern der SLN-Partikel lokalisiert sind. Er
stiitzt sich dabei auf die von ihm ermittelte Langperiode der Lipidkristalle von 54,6 A
und die Kristalldaten von Hassan und Al-Yahya [163], die flr Cyclosporin A eine
quaderférmige MolekiilgroBe von a = b = 8,7 A und ¢ = 26,1 A errechnen konnten.
Die Loslichkeit von Cyclosporin in der verwendeten Tensidmischung betréagt laut
Runge lediglich 2,2 mg / mL, das entspricht ca. 10 % der eingearbeiteten Substanz
berechnet auf die 10 %ige SLN-Formulierung. Die fur Cyclosporin charakteristischen
Streureflexe konnten nach Herstellung der SLN nicht mehr detektiert werden. Die
Bildung einer anderen Cyclosporin-Modifikation wahrend des Herstellungsprozesses
schlol3 er aus, nachdem einstiindiges Tempern der Substanz bei 85 °C keine
Veranderung des Streumusters ergab.

Auch im Rahmen dieser Arbeit konnten Imwitor-SLN mit 20 % Cyclosporin bezogen
auf das Lipid beladen werden. Der Lipidgehalt betrug hier sowohl 10 % analog oben
zitierter Rezeptur von Runge, als auch 20 % mit doppelter Konzentration von Tensid
und Co-Tensid.

Um abzusichern, dafl3 nicht alleine durch den Energieeintrag wéahrend des
Herstellungsprozesses mehr Substanz im verwendeten Tensidgemisch solubilisiert
wird, wurden 2 % Arzneistoff in einer heil3en Tensidlésung analog der SLN-
Herstellung homogenisiert. Dies fuhrte jedoch zu keiner Verbesserung der
Loslichkeit. Die Arzneistoffkristalle konnten bereits makroskopisch eindeutig
detektiert werden. Folglich wird der Arzneistoff malRgeblich von den Imwitor-
Glyceriden am Auskristallisieren gehindert.

Dies ist dadurch erklarbar, dal3 die Loslichkeit von Cyclosporin A in Mono- und
Diglyceriden besonders hoch ist [164]. Imwitor 900 besteht zu knapp 90 % aus
Mono- und Diglyceriden der Palmitin- und Stearinsaure. Zwar Ubersteigt die
Ldslichkeit des Arzneistoffs in klrzerkettigen Monoglyceriden (C8 =550 mg / mL)
deutlich die in langerkettigen, sie liegt jedoch im verwendeten Imwitor-
Glyceridgemisch bei Gber 200 mg/mL, d.h. Uber der gewdahlten Beladungs-
konzentration. Zur Bestimmung der Ldslichkeit wurde der Arzneistoff zunachst im
geschmolzenen Lipid gelost und die erhaltene Loésung nach vollstandigem Erkalten
polarisationsmikroskopisch auf Arzneistoffkristalle untersucht (s. auch Kapitel 4.2).

Um weiter abzusichern, dal3 die Detektion von Cyclosporin-Kristallen in SLN-
Formulierungen durch Rontgenmessungen mit dem vorhandenen Diffraktometer
maoglich ist, wurde eine 20 %ige Cyclosporin-Lésung in Octyldodecanol durch
Erhitzen auf 85 °C hergestellt. Bei AbklUhlung auf Raumtemperatur kristallisierte der
Arzneistoff aufgrund von Ubersattigung wieder aus.
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Ergebnisse und Diskussion

Diese Suspension wurde rontgendiffraktometrisch vermessen. Abbildung 4-3 zeigt
die Streumuster des Cyclosporin-Ausgangsmaterials und der auskristallisierten
Suspension. Man erkennt deutliche Unterschiede, die darauf hinweisen, dafd aus
Octyldodecanol kristallisierendes Cyclosporin A eine andere Kristallstruktur aufweist
als die urspringliche Substanz, so dal3 die zuvor zitierten MolekullgroRen des
Arzneistoffes nicht ohne Weiteres herangezogen werden konnen. In der Literatur
wurde die Existenz mehrerer Konformationen des Cyclosporin A-Molekils jedoch
bereits beschrieben [165].

Ubereinstimmende Reflexe finden sich bei 2 Theta = 15° und 17° (s. Pfeile). Da in
diesem Bereich keine Lipidreflexe liegen, kdnnen sie zur Detektion herangezogen
werden. Zu beachten ist allerdings die untere Detektionsgrenze des Rontgengerates,
die fur kristalline Substanzen bei ca. 2 % liegt. Dies entspricht der Gesamtmenge an
Cyclosporin in der 10 %igen Formulierung. Aus nicht vorhandenen Reflexen darf also
nicht auf Abwesenheit von Cyclosporin-Kristallen geschlossen werden.

Zur Detektion von Kristallen erwies sich die Polarisationsmikroskopie als wesentlich
geeigneter und wurde aus diesem Grund auch hauptsachlich genutzt. In den frisch
hergestellten Formulierungen konnten keine Cyclosporin-Kristalle detektiert werden.

von oben nach unten:
Cyclosporin Kristalle aus ubersattigtem Ol
Cyclosporin Substanz

N\

Intensitat / Zahlrate

2 Theta

Abbildung 4-3: Rontgenstreumuster von Cyclosporin  A-Kristallen aus Ubersattigter
Octyldodecanol-Lésung (oben) im Vergleich zum Ausgangsmaterial
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4 Flussige Lipiddispersionen

Tabelle 4-3: Mittelwerte von PCS-Partikeldurchmesser und PI sowie Mittelwerte der LD-
GroRRenbestimmungen mit den jeweiligen Standardabweichungen von
10 %igen und 20 %igen Cycloporin-Imwitor 900-SLN gemessen an Tag 1
PCS Laserdiffraktometrie [um = S]
mittl. @ [nm £ S] PI+S LD 50 LD 90 LD 95
10 % 212,1+17,51 0,31+0,046 | 0,13+0,019 | 0,32+0,036 | 0,37 +0,040
(n=3)
20 % 224,3 +5,46 0,27 £0,027 | 0,18 +0,025 | 0,38 +0,014 | 0,42 +0,015
(n =6)

Der Gehalt der 20 %igen Charge wurde durch HPLC-Messungen mit 90,4 % £ 5,4 %
bestimmt. Auch hier kann analog Runge der Verlust von 10% durch den
verwendeten Homogenisator (Micron LAB40) erklart werden, dessen Proben-
Auffangbehalter beheizbar ist. Wahrend des diskontinuierlichen
Homogenisationsprozesses kann es so zu leichten Verlusten an Lipid mit darin
gelostem Arzneistoff kommen. Runge konnte dieses Problem durch Verwendung
eines voll beheizbaren LAB 60 beim Scaling-up beheben.

Tabelle 4-3 zeigt die Ergebnisse der PartikelgrolRenmessungen der 10 und 20 %igen
Chargen. Durch Einarbeitung von Cyclosporin kommt es zu einer Vergrof3erung um
knapp 100 nm. Die Erh6hung der Lipidkonzentration fihrt zu keiner weiteren
GrolRenanderung. Das Zetapotential der 10 % igen Charge betrug -20,1 mV
(pH = 7,1), eine Erhdéhung des Gehalts auf 20 % flhrte zu einer leichten Absenkung
des Potentials auf —18,6 mV (pH = 7,3). Diese relativ niedrigen Werte missen aber
keine mangelnde Langzeitstabilitdt bedeuten, da es sich bei Tagat S um einen nicht-
ionogenen, sterischen Stabilisator handelt, der Aggregation auch bei geringer
Oberflachenladung der Partikel verhindern kann. Die Ergebnisse der Untersuchung
des Schmelzverhaltens mittels DSC sind in Tabelle 4-4 zusammengefaldt und zeigen
die typische Absenkung der Onset-Temperatur und des Peakmaximums durch den
Arzneistoff.

nicht

Tabelle 4-4: DSC-Charakteristika von 10- und 20 %igen Cyclosporin A(CsA)-Imwitor-
SLN mit einer Beladungskapazitat von 20 % (bezogen auf den Lipidgehalt)
an Tag 1 nach Herstellung im Vergleich zu den Werten der entsprechenden
Placebo-Proben
CsA-SLN 10 % | Placebo-SLN 10 % | CsA-SLN 20 % | Placebo-SLN 20 %

Onset 50,1 °C 53,8 °C 50,2°C 53,5 °C

Peakmaximum | 56,5 °C 57,9 °C 55,4°C 58,2 °C

Peakenthalpie |9,6 J/g 12,2 Jlg 20,5 J/g 24,9 Jig
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Ergebnisse und Diskussion

Die Schmelzenthalpien entsprechen umgerechnet zu ca.100% denen der
arzneistofffreien Chargen, d. h. durch den Arzneistoff wird der Kristallinitdtsgrad des
Lipids nicht herabgesetzt.

Eine weitere SLN-Formulierung mit Imwitor 900 als Lipidmatrix wurde hergestellt, um
einen direkten Vergleich mit den spater beschriebenen Compritol-SLN und
Compritol-NLC zu ermdglichen (s. Kapitel 4.1.7 und 4.2). Der Lipidgehalt betrug
15 %, die Cyclosporinbeladung 1 % bezogen auf die Gesamtformulierung (6,7 %
bezogen auf Imwitor 900). Diese Arzneistoffkonzentration wurde gewahlt, weil sie
annahernd die maximale Beladungskapazitat in Compritol 888 darstellt. Stabilisiert
wurde die Formulierung mit 2,5 % Poloxamer 188 und 0,125 % Natriumcholat. Die
Partikel hatten einen PCS-Durchmesser von 169 nm und einen LD 100 Durchmesser
von 0,86 um. Da Poloxamer ebenfalls ein sterischer Stabilisator ist, lag das
Zetapotential auch hier nur bei —20,0 mV.

In Abbildung 4-4 sind die Streumuster der drei Formulierungen im Vergleich
abgebildet. Man erkennt deutlich den hoheren Ordnungsgrad der Fettsaure-
Seitenketten in der Poloxamer-stabilisierten Formulierung (Bi) gegenuber dem der
hauptsachlich als o-Polymorph vorliegenden Tagat-haltigen Rezepturen. Mogliche
Erklarungen hierfir sind zum Beispiel die geringere Natriumcholat-Konzentration
sowie die chemische Struktur des Poloxamers, das im Unterschied zu Tagat S keine
Fettsaureketten aufweist, die mit den Lipid-Fettsaureketten interagieren konnten. Es
befindet sich daher primér als Adsorbat auf der Partikeloberflache.

von oben nach unten:

15 % stabilisiert mit Poloxamer 188 und Na-cholat
20 % stabilisiert mit Tagat S und Na-cholat

10 % " 0,37-0,3

Intensitat / Zahlrate

0 5 10 15 20 25 30
2 Theta

Abbildung 4-4: Vergleich der Rontgendiffraktogramme unterschiedlicher Cyclosporin-
Imwitor-SLN mit den ermittelten Netzebenenabstanden (d) fur die
Weitwinkelreflexe
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Die hohere Ordnung schlagt sich in den DSC-Aufheizkurven in einem Anstieg des
Peakmaximums auf 57,9 °C nieder. Die Schmelzenthalpie liegt dagegen — unter
Berlicksichtigung der Unterschiede im Lipidgehalt - mit 17,2J/g im gleichen
Bereich, so dal3 es sich wiederum nur um eine hdhere kristalline Ordnung der
Fettsureseitenketten handelt.

4.1.4 Einflull von Art der Abflallung und Lagerung auf die
Langzeitstabilitat

Im Rahmen von Runges Arbeit ergaben sich erste Hinweise auf eine Verbesserung
der Stabilitat der 10 %igen Formulierung durch Verwendung eines modifizierten
LAB 60-Homogenisators (Chargengrof3e 2 L). Auch die Art der Abflullung schien
einen Einflul auf die Langzeitstabilitat zu haben. In einer gesonderten Studie wurden
deshalb arzneistofffreie und arzneistoffhaltige SLN in einer Chargengréf3e von 3 kg
an einem LAB 60 hergestellt und unter variierenden Bedingungen in 20 mL
Braunglas-Vials abgefullt. Untersuchte Parameter waren die Abfullmenge (5 g oder
15 g), die Abflulltemperatur (ca.50°C oder kalt) sowie die Temperatur bei
Vialverschlul3 (ca. 50 °C oder kalt) (s. auch Tabelle 4-5, S.57). Die Anzahl der
beflllten Vials ermdglichte dabei den Anbruch eines neuen Geféal3es fur jede
Probenziehung. Die verbleibende Bulkware wurde in 250 mL Braunglasflaschen
aufbewahrt und ebenfalls untersucht. Um zusatzliche Informationen tber den Einfluld
von Herstellungsmethode und GroRRe der Partikel zu erhalten, wurde jeweils ein 1 kg
Ansatz ausschlieBlich mittels Ultra Turrax hergestellt. Diese Dispersion wurde
ebenfalls unterschiedlich abgefillt und untersucht. Die Herstellung und
Charakterisierung der Partikel innerhalb der ersten 35 Tage wurde in Kooperation mit
Frau Liedtke in unserem Arbeitskreis durchgeftihrt. Als Charakterisierungsmethoden
dienten die Vermessung mittels PCS, LD, DSC, Réntgenbeugung und HPLC. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Kristallstruktur der Proben nach 9
Monaten und 2 Jahren Lagerung weiterfihrend untersucht, da sich diese innerhalb
der ersten Wochen nur geringfligig verandert hatte. Die Ergebnisse dieser
Langzeituntersuchungen sollen im folgenden Kapitel prasentiert werden.

Die unter 4.1.3 charakterisierten 20 %igen Formulierungen wurden ausschlief3lich im
LabormalR3stab hergestellt. Sie wurden unter Lichtausschlu3 bei 4 °C,
Raumtemperatur und 40 °C gelagert und in Bezug auf PartikelgroRe, Kristallstruktur,
Gehalt und das Auftreten von Cyclosporin-Kristallen untersucht. Ein Teil der
hergestellten Chargen wurde fir die Herstellung der SLN-haltigen O/W-Cremes
verwendet. Hauptaspekt bei dieser Langzeituntersuchung der Kristallstruktur war
daher der Vergleich der flissigen Dispersion mit den in der Cremegrundlage
eingeschlossenen SLN (s. Kapitel 5.2.5).
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Ergebnisse und Diskussion

4.1.4.1 PartikelgrofRe und Wirkstoffeinschluf3

Im Rahmen der von Liedtke durchgefiihrten Studie konnte wie auch bei Runge eine
bessere GroRenstabilitat der arzneistofffreien Proben bei 40 °C-Lagerung festgestellt
werden. Diese erhohte Stabilitdt erklart Runge durch den temperaturabhangigen
Anstieg des stabilisierenden Effektes von Tagat S, dessen HLB-Wert in Richtung
Phaseninversionstemperatur (55 °C) abnimmt. Im Gegensatz dazu zeigten nach
Einarbeitung von Cyclosporin A die gekihlten Proben die beste Stabilitat.

Dennoch kann man in Bezug auf die PartikelgroRe bei allen Abflllvarianten und
Lagerungstemperaturen nicht von Langzeitstabilitat sprechen, da nach 35 Tagen fast
alle Proben Aggregation und/oder Gelierung aufwiesen und im grél3eren
Mikrometerbereich lagen. Ein Groliteil aggregierte innerhalb der ersten 7 Tage. Als
beste Abflllvariante erwies sich eine hei3e Abflllung der Cyclosporin-Charge nach
Herstellung (bei etwa 50 °C) mit 15 mL Abfullvolumen und sofortigem Verschlul3 des
Vials. Hier konnte auch an Tag 35 noch ein LD 95 von 0,89 um gemessen werden.
Eine Erklarung hierfir kdnnte das sich bei dieser Abfillvariante bildende leichte
Vakuum sein. Bei Verschlul3 des Vials ist der Gasraum noch teilweise mit
Wasserdampf gefllt, der bei weiterer Abkihlung kondensiert. Bei einer geringeren
Abfullmenge (5 mL) und ansonsten gleichen Abflllbedingungen konnte die Charge
nur Uber 21 Tage stabil gehalten werden, was mit einem grof3eren Gasvolumen
erklart werden konnte.

Auf die gleiche Weise abgefiillte cyclosporinfreie Chargen konnten auf diese Weise
nicht stabilisiert werden. Hier fihrte wie bereits erwahnt nur eine Lagerung bei 40 °C
zu besseren Ergebnissen.

Nach 9 Monaten waren alle Proben stark aggregiert oder geliert und wiesen
grof3tenteils Partikelaggregate im Millimeterbereich auf.

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Dispersionen mit 20 % Lipidgehalt zeigten
ein analoges Verhalten. Die bei 40 °C gelagerte arzneistofffreie Charge wies nach
4 Wochen noch eine Verteilung ausschliel3lich im Nanometerbereich auf, selbst nach
3 Monaten war dies noch der Fall. Nach 6 Monaten Lagerung ist jedoch auch hier
eine deutliche Verschiebung in den Mikrometerbereich zu erkennen
(Abbildung 4-5 a+b).

Bei den cyclosporinhaltigen Proben fiihrte dagegen Lagerung bei 4 °C zu den
stabilsten Partikeln. Nach vier Wochen ist die Population noch deutlich im
Nanometerbereich angesiedelt, erst nach 3 Monaten sind die Partikel aggregiert
(Abbildung 4-5 c+d).
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Abbildung 4-5 a-d:  LD-Partikelgréenverteilung von arzneistofffreien (a, b) und
Cyclosporin A-haltigen (c, d) SLN-Dispersionen mit 20 % Feststoffanteil
nach Lagerung bei verschiedenen Temperaturen
a) nach 4 Wochen, b) nach 6 Monaten
¢) nach 4 Wochen, d) nach 100 Tagen

Um eine eventuelle Arzneistoffauscheidung zu erfassen, wurden die Chargen mittels
HPLC und Polarisationsmikroskopie untersucht. Nach 35 Tagen wurden den Vials
ohne vorheriges Schutteln Proben aus dem oberen und unteren Bereich entnommen
und getrennt analysiert. Nach anschlieRendem Durchmischen wurde der
Gesamtgehalt bestimmt. Der so ermittelte Gesamtgehalt blieb Gber den
angegebenen Zeitraum bei allen drei Lagerungstemperaturen mit ~ 95 % annéhernd
konstant. Wahrend jedoch bei 4 °C-Lagerung die Konzentration an Cyclosporin in
beiden Teilbereichen des Vials identisch war, konnte bei Raumtemperatur bereits ein
Gehalt von 91,6 % im oberen Teil und von 106 % im unteren Teil ermittelt werden,
d. h. es bildete sich ein arzneistoffreiches Sediment aus. Bei 40 °C-Lagerung wurde
die Differenz noch grofRer. Der Gehalt betrug oben 80,4 % und unten 112 % (n = 2).
Man erkennt deutlich eine steigende Inhomogenitat der Arzneistoffverteilung bei
steigender Lagertemperatur.
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Die Frage, ob sich das Lipid einschlie3lich inkorporiertem Arzneistoff am Boden des
Vials absetzt oder der Arzneistoff auskristallisiert, konnte durch Mikroskopie der
Proben beantwortet werden. Abbildung 4-6 a zeigt eine Aufnahme der aus
Ubersattigtem Octyldodecanol ausgefallenen Cyclosporin A-Kristalle in ihrer
charakteristischen Form. In Abbildung 4-6 b erkennt man in der bei 40 °C gelagerten
Cyclosporin-Charge an Tag 28 ebenfalls Cyclosporin-Kristalle (s.Pfeile).

Die kreisformigen Strukturen sind in Abbildung 4-6 ¢ in polarisiertem Licht und mit
groRBerer Auflosung abgebildet. Es handelt sich hierbei um fir Imwitor 900
charakteristische Lipidkristalle, die auch in arzneistofffreien Formulierungen zu finden
sind. Daneben ist die bei 4 °C gelagerte Probe abgebildet, die weder Kristalle noch
Lipidaggregate aufweist (Abbildung 4-6 d).

b) d)

Abbildung 4-6: Lichtmikroskopische Untersuchung von a) Cyclosporin A-Kristallen aus
Uberséttigter Octyldodecanol-Losung, b) SLN bei 40 °C-Lagerung an
Tag 28 mit Cyclosporin-Kristallen (Pfeile) und kreisférmigen Lipidbereichen,
c) Lipidaggregaten in starkerer Vergrof3erung und Polarisation und d) SLN
bei 4 °C-Lagerung an Tag 28
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Die Tatsache, dal3 Lagerung der Formulierungen bei 40 °C das Kristallwachstum von
Cyclosporin fordert, konnte im Rahmen dieser Arbeit an vielen Stellen bestatigt
werden (s. auch Kapitel 5.2.3). Dies konnte auch die wesentlich schlechtere
Grol3enstabilitat der cyclosporinhaltigen Charge bei 40 °C gegeniber der arzneistoff-
freien erklaren: Auskristallisierender Arzneistoff dient als Kristallisationskeim und
fordert so die Aggregation der Nanopartikel. Ob zusatzlich auch eine Veranderung
der Imwitor-Kristallstruktur von Bedeutung fur die unterschiedliche Stabilitat ist,
sollten DSC- und Réntgenbeugungsmessungen zeigen.

4.1.4.2 Thermoanalyse und Untersuchung der Kristallstruktur

Einleitend kann festgestellt werden, dal3 sich Veranderungen der Lipid-Kristallstruktur
wesentlich langsamer vollziehen als die beobachtete Partikelaggregation, so dal’ sie
nur teilweise zu ihrer Erklarung herangezogen werden kénnen. Fur den Ausschluf3
von Arzneistoff und die Bildung von Arzneistoffkristallen kdonnten sie jedoch von
wesentlich groéf3erer Bedeutung sein.

Tabelle 4-5: Langzeituntersuchung der DSC-Schmelzenthalpien [J/g] unterschiedlich
hergestellter und abgeflllter Imwitor-SLN (10 % Gehalt)
(UT = Herstellung mittels Ultra-Turrax, Homo = Hochdruckhomogenisation,
Af = Abfllllung, Vs = VerschluBR, B = Bulkgefal3, Probenname mit P
beginnend = arzneistofffrei, mit C beginnend = mit Cyclosporin)

Probenname |Abflllart dl 9 Monate |2 Jahre
CUT-B Cyclo / UT / Bulk 9,33 12,41 12,53
PUT-B Placebo / UT / Bulk 11,51 15,64 15,98
Cle-B Cyclo / Homo / Bulk 9,22 11,58 11,40
Ple-B Placebo / Homo / Bulk 11,17 14,32 14,60
Pla 15g / heilRe Af + Vs /| RT 12,18 14,26 14,88
Plb 59/ heiBe Af + Vs / RT 11,95 14,42 14,98
Pilc 5g / heil3e Af, kalter Vs / RT 11,58 14,34 14,51
PUTa UT / 159/ heiRe Af + Vs /| RT 13,63 16,38 16,83
CUTa UT / 159 / heiRe Af + Vs /| RT 9,99 11,87 11,67
Cla 159 / heiRe Af + Vs / RT 9,61 9,68 10,85
Clb 59/ heiBe Af + Vs / RT 9,68 9,65 10,54
Clc 5g / heil3e Af, kalter Vs / RT 9,36 10,27 11,65
Pi1f 5g/ heil3e Af + Vs / 1.Woche 40° dann 4° |11,88 12,65 12,70
CUTd UT / 159 / heiRe Af + Vs / 40° 9,45 10,97 12,18
PUTd UT / 159 / heilBe Af + Vs / 40° 13,32 13,68 16,19
Cld 15g / heilRe Af + Vs / 40°C 9,62 10,96 11,13
P1d 5g / heiBe Af + Vs /40°C 11,41 13,21 16,89
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Tabelle 4-5 enthalt die mittels DSC ermittelten Schmelzenthalpien der verschiedenen
10 %igen Proben an Tag 1, nach 9 Monaten und 2 Jahren, Tabelle 4-6 die
dazugehdrigen Peakmaxima an Tag 1 und nach 2 Jahren.

Die Ergebnisse unterstitzen die bereits aus der PartikelgroRenuntersuchung
gewonnenen Erkenntnisse, dal3 eine mdoglichst heilRe Abfillung mit direkt
anschlieBendem Verschlul3 des Vials die cyclosporinhaltigen Chargen am besten zu
stabilisieren vermag. Die Enthalpie ist hier nach 9 Monaten noch nahezu
unverandert und auch nach zwei Jahren Lagerung ist sie noch geringer als die der
anderen Abfillvarianten (Tabelle 4-5, Probe Cla).

Als besonders ungiinstig erwies sich die Herstellung mittels Ultra-Turrax sowie eine
Lagerung im Bulkgefal3, das fir die Probenentnahme wiederholt gedffnet und
geschittelt wurde und somit den hochsten Energieeintrag erfahren hat (Proben
CUT-B / PUT-B).

Tabelle 4-6: Langzeituntersuchung der DSC-Peakmaxima [°C] unterschiedlich
hergestellter und abgefillter Imwitor-SLN (10 %  Feststoffgehalt)
(UT = Herstellung mittels Ultra-Turrax, Homo = Hochdruckhomogenisation,
Af = Abfllllung, Vs = VerschluR, B = Bulkgefal3, Probenname mit P
beginnend = arzneistofffrei, mit C beginnend = mit Cyclosporin, Werte in
Klammern = Sekundarmaxima)

Probenname Abflllart dl 2 Jahre

CUT-B Cyclo / UT / Bulk 57,43 |58,41 (59.63)

PUT-B Placebo / UT / Bulk 59,20 57,08 (61,70 /62,86)
Cle-B Cyclo / Homo / Bulk 56,30 |58,38 (61,83)

Ple-B Placebo / Homo / Bulk 57,64 |(53,32) 57,92 (60,88)
Pla 15¢g / heilRe Af + Vs /| RT 57,92 |59,24

Plb 59/ heiBe Af + Vs / RT 57,83 |59,07

Pilc 5g / heil3e Af, kalter Vs / RT 57,61 |58,36

PUTa UT / 159/ heilBe Af + Vs /| RT 59,41 |57,33(59,34/62,72)
CUTa UT / 159 / heiRe Af + Vs /| RT 57,23 |58,64 (60,68)

Cla 15g / heilRe Af + Vs / RT 56,60 |(58,22) 59,63

Clb 59/ heiBe Af + Vs / RT 56,60 |(58,06) 59,71

Clc 5g / heil3e Af, kalter Vs / RT 56,31 |57,72 (59,56)

P1f 5g / heiRe Af + Vs / 1.Woche 40° dann 4° |57,60 |57,79

CUTd UT / 159 / heiRe Af + Vs / 40° 57,60 61,06

PUTd UT / 159 / heilBe Af + Vs / 40° 59,64 61,36

Cld 15g / heilRe Af + Vs / 40°C 56,45 60,76 (64,13)

P1d 59 / heiBe Af + Vs / 40°C 57,70 63,06
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Die Form der Schmelzpeaks sowie die Peakmaxima veranderten sich bei allen
Proben wahrend der Lagerung mehr oder weniger stark. Generell kann nach
2 Jahren ein Anstieg des Peakmaximums beobachtet werden. Die geringste
Erhohung des Peakmaximums findet sich bei der Placeboprobe, die hauptsachlich
bei 4 °C gelagert worden ist (Probe P1f in Tabelle 4-6). Auch die Enthalpie ist hier im
Verhaltnis zu den anderen arzneistofffreien Chargen relativ konstant geblieben. Dies
ist leicht erklarbar durch die verzogerte Modifikationsumwandlung von Fetten bei
geringen Temperaturen, die aus der Literatur schon lange bekannt ist [152].

Das teilweise sehr komplexe Schmelzverhalten, das durch Auftreten von mehreren
Peaks und Schultern gekennzeichnet ist, kann einerseits mit der Bildung der
stabileren, hoherschmelzenden Modifikationen (B;, B) erklart werden. Es ist jedoch zu
beachten, dall auch die Partikelgrof3e einen wesentlichen Einflu@ auf das
Schmelzverhalten einer Lipidpartikel-Dispersion hat. Westesen et al. konnten durch
detaillierte DSC- und Rontgenmessungen die einzelnen Peaks einer Schmelzkurve
von Trimyristin-SLN definierten Partikelgroien mit zum Teil nur um eine
Elementarzelle differierenden Dicken zuordnen [158, 166]. Zur Beurteilung der
Kristallmodifikation ist deshalb bei den vorliegenden aggregierten SLN die
Einbeziehung des Rontgenspektrums unerlailich.

Die Abbildungen 4.7 und 4.8 zeigen die Spektren ausgewahlter Proben. Auch hier
bestatigt sich die grof3e Stabilitdt der cyclosporinhaltigen Chargen, die heild abgefullt
und verschlossen wurden. Nach 9 Monaten kann noch keine Veranderung des
Spektrums festgestellt werden. Nach zwei Jahren ist der a-Reflex bei d = 0,415-0,42
noch immer der mit Abstand intensitatsstarkste. Bei der mittels Ultra-Turrax
hergestellten Charge hat die Intensitat des Reflexes bereits leicht abgenommen.
Eine ausgepragte B-Modifikation ware jedoch durch ein Fehlen dieses Reflexes
gekennzeichnet, so dalR zumindest ein Teil des Lipids noch in den weniger
geordneten Modifikationen vorliegt.

Die Placebo-Chargen zeigen dagegen wesentlich starkere Umwandlungen
(Abbildung 4-8). Nach 2 Jahren ist die Intensitat des Reflexes bei d = 0,415-0,42
bereits schwéacher als die der Reflexe mit Netzebenenabstanden von 0,46 und 0,39
(Pfeile), weitere Reflexe treten bei 0,44 und 0,38 auf. Dies demonstriert, dald
Cyclosporin die polymorphen Umwandlungen des Lipids zumindest verzégern kann.
Dies steht im Widerspruch zu der von Bunjes fiur Q10-SLN beschriebenen
Beschleunigung der Modifikationsumwandlung durch den Arzneistoff [63]. Der
Einflud von eingearbeiteten Arzneistoffen auf die Kristallstruktur und deren
Umwandlung muf3 demzufolge flr jedes System getrennt untersucht werden,
generelle Aussagen sind hier nicht moglich.
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2 Jahre - 15 g heil3 abgeflllt und verschlossen

9 Monate - 15 g heil3 abgefillt und verschlossen d =0,42
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Abbildung 4-7: Veranderung der WAXS-Reflexe unterschiedlich hergestellter und
abgeflllter Cyclosporin A-haltiger Imwitor-SLN (MeRmethode b). Der Pfeil
deutet auf den o/ B’-Reflex beid = 0,42

von oben nach unten:
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2 Jahre - 5 g heil3 abgefullt und verschlossen
2 Jahre - 15 g heiR abgefiillt und verschlossen d = 0,42
Tag 10 - 15 g heil3 abgefullt und verschlossen
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Abbildung 4-8: Veranderung der WAXS-Reflexe unterschiedlich hergestellter und
abgeflllter arzneistofffreier Imwitor-SLN (MelBmethode b). Die unteren
Pfeile deuten auf B; / B-Reflexe bei d = 0,46 und 0,39

60



4 Flussige Lipiddispersionen

Tabelle 4-7: Vergleich der Nahwinkelreflexe einer arzneistofffreien und —haltigen SLN-
Formulierung nach 9 Monaten Lagerung bei RT

2 Theta s [nm-1] d [nm]
Placebo 9 Monate 1,80 0,204 (=s1) 4,908
5,34 0,602 (~s1*3) |1,661
7,04 0,796 (~s1*4) |1,256
Cyclosporin 9 Monate 1,84 0,208 (= s1) 4,801
5,44 0,616 (~s1*3) [1,624
7,24 0,819 (~s1*4) |1,221

Die bei 40 °C gelagerten Cyclosporin-Proben zeigen alle die fur Cyclosporin A
charakteristischen Streureflexe, was die Ergebnisse der HPLC- und mikroskopischen
Untersuchungen untermauert. Besonders frih treten die Reflexe in den mittels Ultra-
Turrax hergestellten Proben im Bulkgefa3 auf. Eine kleine und monodisperse
Partikelpopulation scheint also das Auskristallisieren von Arzneistoff zu verzdgern.

Runge hatte in seiner Arbeit eine Langperiode der Cyclosporin-SLN von ungefahr
55 A ermittelt. Die Auswertung der Nahwinkelreflexe nach 9 Monaten ergab einen
geringeren Wert von knapp unter 50 A, was durch die Bildung der héher geordneten
Modifikationen mit starker gegenuber der (001) Kristallebene gewinkelten
Fettsaureketten erklart werden kann (Tabelle 4-7). Die Periodizitat der Streuvektoren
(s), die eine lamellare Anordnung wiederspiegeln, ist deutlich erkennbar. Die
Ausbildung des Reflexes 1. und 3. Ordnung ist fir Diglyceride charakteristisch [167].

Die Langzeitanalyse der 20 %igen Formulierungen nach Lagerung bei
verschiedenen Temperaturen ergab insgesamt ahnliche Resultate. Die Umwandlung
erfolgte hier jedoch schneller, was zum Teil dadurch erklart werden kann, daf3 nicht
fir jede Messung ein eigenes Probengefald zur Verfigung stand (starkerer
Energieeintrag, Luftaustausch). Abbildung 4-9 zeigt die Weitwinkeldetailmessungen
der cyclosporinhaltigen Charge nach vier Wochen Lagerung gegen das Streumuster
des Arzneistoffes.
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Wahrend die bei 4 °C gelagerte Probe noch keine nennenswerten Transformationen
aufweist, sind die Reflexe bei d = 0,46, 0,39 und 0,38 nach Raumtemperatur-
Lagerung bereits intensiv ausgepragt. Die bei 40 °C gelagerte Charge weist deutliche
Cyclosporin-Reflexe auf (s. Pfeile), diese waren auch mikroskopisch detektierbar.
Nach 60 Tagen Lagerung zeigt auch die unter Kihlung gelagerte Charge erste
Umwandlungen.

Tabelle 4-8 enthélt die Resultate der DSC-Messungen nach einem Jahr im Vergleich
zu den an Tag 1 gewonnenen. Sie zeigt die erwartete Zunahme von Onset und
Peakmaximum im Verlauf der Lagerung, die beim Ubergang zu héheren
Lagertemperaturen eine immer starkere Auspragung erfahrt.

Tabelle 4-8: Gegenuberstellung der DSC-Charakteristika von arzneistofffreien und
-haltigen Imwitor-SLN (20 %) an Tag 1 mit denen nach 1 Jahr Lagerung bei
4 °C, RT und 40 °C. (Werte in Klammern = Sekundarmaxima)

Tag 1 1 Jahr

Lagerung 4°C RT 40°C
Placebo Enthalpie [J/g] 249 33,1 36,5 35,2

Peakmax. [°C] 58,2 (56,0) 57,9 59,2 64,0

Onset [°C] 53,5 48,2 54,2 59,6
Cyclosporin Enthalpie [J/g] 20,5 26,1 31,2 25,4

Peakmax. [°C] 55,4 (54,7) 57,3 57,7 (58,9) 62,6

Onset [°C] 50,2 50,1 52,3 60,1
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Abbildung 4-10: Streureflexe der bei verschiedenen Temperaturen gelagerten 20 %-igen
Imwitor-Formulierung ohne Arzneistoff nach 1 Jahr Lagerung im Vergleich
zu Tag 7 nach Herstellung.

Unerwartet war jedoch die Tatsache, dal3 die Enthalpie bei 40 °C-Lagerung geringer
ausféllt als die der bei Raumtemperatur gelagerten Proben. Eine Betrachtung der
Rontgenspektren der Placebo-Proben nach einem Jahr erklart diese geringe
Schmelzenthalpie (Abbildung 4-10).

Die bei 40 °C gelagerte Probe zeigt im Weitwinkelbereich kaum noch Reflexe. Dafur
sind im Nahwinkelbereich sehr intensive Peaks entstanden. Die zu diesen Reflexen
gehdrigen Streuvektoren konnten mit s = 0,195; 0,394; 0,597; 0,796; 1,022, 1,203
ermittelt werden, wobei die starksten Reflexe s = 0,195 und s = 0,597 darstellen. Die
Lipide weisen also eine wesentlich ausgepragtere lamellare Anordnung mit einem
Wiederholungsmuster von s~ 0,2 entsprechend einem Netzebenabstand von
ungefahr 50 A auf, wahrend die Fettsdure-Seitenketten kaum noch Kristallinitat
zeigen, das heildt relativ frei beweglich sind. Eine mogliche Erklarung fur dieses
rontgendiffraktometrische Verhalten ist die Bildung von flissigkristallinen Strukturen
wéahrend des Temperns bei 40°C. Die Proben bilden makroskopisch ein
opaleszierendes Gel. Eventuell kbnnen aufgrund der héheren Beweglichkeit der
Molekile und der stark aggregierten Partikel bei dieser Temperatur groliere
lamellenartig angeordnete Strukturen mit hoher Beweglichkeit der Seitenketten
entstehen.

In den letzten Jahren ist die Verwendung flussigkristalliner Lipidpartikel als
Arzneistofftrdger immer haufiger beschrieben worden. Flussigkristalline Strukturen
unterscheiden sich von kristallinen Feststoffen vor allem dadurch, daf3 sie nicht in
alle drei Raumrichtungen eine Periodizitat besitzen sondern in maximal zweli
Dimensionen [107].
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Besonders den sogenannten Cubosomen aus Monoolein mit kubisch-
flussigkristalliner Struktur wird Potential beigemessen [168, 169] aber auch eine orale
und buccale Anwendung in Form von Kapseln oder Zylindern, sowie topische
Anwendungen wurden beschrieben [170, 171]. Ein Vorteil dieser Strukturen ist die
maogliche Inkorporation von hydrophilen und hydrophoben Arzneistoffen in
Verbindung mit kontrollierter Freisetzung und mucoadhé&sivem Verhalten. Die Art der
flussigkristallinen Struktur wird dabei als abhangig vom Wassergehalt beschrieben,
wobei mit dessen Anstieg zunéchst lamellare (L, bis 20 %) und dann kubische
Strukturen gebildet werden [172].

Aufgrund des hohen Gehaltes an Mono- und Diglyceriden in Imwitor 900 ist die
Bildung von vergleichbaren Strukturen durchaus wahrscheinlich. Die lamellare
Anordnung wird dabei wegen der beobachteten, periodisch wiederkehrenden
Nahwinkelreflexe und der Anisotropie, die zu einem opaleszierenden Gel fuhrt, als
dominierend angenommen. Die hodhere Temperatur ermoglicht eventuell eine
Trennung des Glyceridgemisches in entsprechend flussigkristalline Mono- und / oder
Diglyceridfraktionen im wasserhaltigen Randbereich der Fettaggregate einerseits und
in eine Triglyceridfraktion (etwa 10 % in Imwitor 900) andererseits. Eine in diesem
Anteil eventuell noch vorhandene Kiristallinitat ware aufgrund der relativ hohen
Detektionsgrenze des verwendeten RoOntgendiffraktometers jedoch nicht mehr
erkennbar. Im Rahmen der Thermoanalyse kdnnte der Triglyceridanteil jedoch neben
der PartikelgroRe fur das gestiegene Peakmaximum verantwortlich sein. Dies ist vor
allem wahrscheinlich, da dieses sogar das Peakmaximum der ersten Aufheizkurve
des Bulkmaterials Gbersteigt (61,1 °C (Bulk) gegen 64,0 °C).

Abbildung 4-11:

Mittels  Polarisationsmikroskopie
untersuchte arzneistofffreie SLN-
Charge (20 % Lipidgehalt) nach
1 Jahr Lagerung bei 40 °C
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Um das Vorhandensein von flissigkristallinen Strukturen in der Probe nachzuweisen,
wurde diese unter dem Polarisationsmikroskop betrachtet. Aufgrund der Anisotropie
lamellarer, flussigkristalliner Strukturen kommt es bei ausreichender GrofRe zu
Doppelbrechung. In der Literatur werden diese Strukturen unter anderem als
.nebelartig” beschrieben [173].

Abbildung 4-11 zeigt ein mikroskopisches Bild der bei 40 °C gelagerten Placebo-
Charge. Die hellen ,Nebel” sind deutlich zu erkennen. Bei Erwarmung der Probe auf
dem Obijekttrager auf >65 °C verschwinden diese, so daf hier von einem Ubergang
in eine isotrope Schmelze ausgegangen werden kann.

Die cyclosporinhaltige Probe verhalt sich nach langerer Lagerung bei erhohter
Temperatur ahnlich, wobei der Gehalt an Arzneistoff in den Partikeln durch den
beobachteten Ausstold zumindest reduziert ist. Auch hier zeigt das Rontgenspektrum
keine Reflexe im Weitwinkelbereich und fast identische starke, periodische Reflexe
im Nahwinkel. Der Netzebenenabstand ist dem der arzneistofffreien Charge analog.
Die Thermoanalyse ergibt hier sehr deutlich die Aufspaltung in zwei unterschiedliche
Schmelzvorgange, wobei die Maxima fast vier Grad auseinanderliegen (Tabelle 4-8).
Hier kdnnte ebenfalls die Trennung des Glyceridgemisches als Erklarung dienen.

Auch wenn eine néhere Charakterisierung und Einordnung der beschriebenen
Strukturen im Rahmen dieser Arbeit nicht erfolgte, ist auf Basis der vorliegenden
Daten von der Entstehung lamellarer, flissigkristalliner Strukturen bei erhoéhter
Temperatur auszugehen. Inwieweit dieses Phanomen EinfluR auf die
Arzneistofffreisetzung bei Kdrpertemperatur hat, sollte im Folgenden geklart werden
(Kapitel 4.1.5 und 4.1.6).
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4.1.5 Untersuchung des Trocknungsverhaltens

Der von Jenning postulierte Zusammenhang zwischen Trocknungsverhalten einer
Lipid-Nanopartikeldispersion und deren Freisetzungsverhalten [13] ist vor allem fir
die topische Anwendung von SLN oder NLC von Bedeutung. Bei Applikation auf die
Haut konnte die Bildung eines Films verbunden mit okklusiven Eigenschaften der
Formulierungen nachgewiesen werden [174]. Jenning untersuchte die wahrend
seiner Freisetzungsexperimente mit Franzzellen gebildeten Filme mit Hilfe der
Rontgendiffraktometrie, und konnte dabei eine polymorphe Umwandlung der Lipide
nachweisen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die fur die Freisetzungen verwendeten
Formulierungen standardmafRig in dinner Schicht bei 32 °C Uber 24 Stunden
getrocknet und mittels DSC und Roéntgendiffraktometrie untersucht.

Um mogliche Stérungen durch vorhandene Hilfsstoffe auszuschlie3en, wurden im
Voraus die verwendeten Tenside rontgendiffraktometrisch vermessen. Abbildung
4-12 zeigt deren Streumuster mit den errechneten Netzebenenabstidnden der
erhaltenen Reflexe. Vor allem das Blockpolymer Poloxamer 188 zeigt starke
Kristallinitat bei Netzebenenabstanden, die denen der B Modifikationen von
Glyceriden teilweise gleichen (d = 0,46 und 0,38-0,39). Tagat S weist an diesen
Stellen ebenfalls schwache Reflexe auf. Natriumcholat zeigt nur einen HALO und
liegt somit amorph vor.
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Abbildung 4-12: Rontgenstreumuster der verwendeten Tenside (Festsubstanzen) mit den
ermittelten Netzebenenabstéanden
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Abbildung 4-13: Rontgenstreumuster der verwendeten Tensidldsungen sowie einer
Cyclosporin A-haltigen Nanoemulsion mit den ermittelten
Netzebenenabstanden

In einem weiteren Schritt wurden die Tenside in den verwendeten Kombinationen
und Konzentrationen als walflrige Losungen bei 32 °C getrocknet. Die fir die
beschriebenen 20 %igen Imwitor-SLN verwendete Kombination von Tagat S 5 % und
Natriumcholat 1 % (Emulgatorlésung 1) zeigte noch einen schwachen Reflex bei
d =0,475, eine Kombination von Poloxamer 188 (2,5%) und Natriumcholat
(0,125 %) (Emulgatorlésung 2), die hauptséachlich zur Stabilisierung der NLC
herangezogen wurde, weist ebenfalls nur noch schwache Reflexe in den
entscheidenden Bereichen auf (Abbildung 4-13).

Als letzter Vergleich wurde eine cyclosporinhaltige Octyldodecanol-Nanoemulsion mit
Hilfe des Poloxamer-haltigen Tensidgemisches hergestellt und analog den SLN
getrocknet. Man erkennt zwar deutlich einige scharfe Reflexe des
auskristallisierenden Arzneistoffes (u. a. 2 Theta = 17 ©), dagegen sind die stérenden
Reflexe im fUr die Lipidmodifikation entscheidenden Bereich zwischen 2 Theta =
18-25 ° nicht mehr zu detektieren.

DSC-Messungen der entsprechenden Proben sind Abbildung 4-14 a-d dargestellt.
Das Peakmaximum von Poloxamer 188 als Festsubstanz liegt bei 54,0 °C und bleibt
nach Trocknung der wal3rigen Emulgatorlésung 2 nahezu konstant (53,6 °C). Dient
Poloxamer jedoch zur Stabilisierung von Octyldodecanol in Form der Nanoemulsion,
wird das Peakmaximum nach Trocknung auf 43,7 °C abgesenkt.
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Abbildung 4-14 a-d: DSC-Schmelzkurven der verwendeten Tenside als Festsubstanzen (a)
und als walirige Loésungen nach Trocknungsprozel3 (b, c), sowie einer mit
Emulgatorlésung 2  stabilisierten  arzneistoffhaltigen  Octyldodecanol-
Nanoemulsion nach Trocknungsprozef3 (d)

Der Schmelzvorgang des auskristallisierten Poloxamers sollte vom Schmelzverhalten
der SLN-Glyceride abgrenzbar sein. Tagat S schmilzt bereits unter 40 °C, in
getrockneter waldriger Losung tritt ein weiterer diffuser Schmelzpeak bei knapp 70 °C
auf, der auf entstandene Strukturen hoher Ordnung hinweist. Da Tagat S einen
Monoglycerid-Teil besitzt, kbnnte es sich hier auch um flussigkristalline Strukturen
handeln, wobei der Schmelzpeak bei ca. 33 °C den Ubergang vom kristallinen in den
flussigkristallinen Zustand darstellen wirde und der Peak bei ca. 70 °C den
Ubergang zur isotropen Schmelze. Im Rahmen der weiteren Trocknungsversuche
mit SLN trat dieser Peak nicht wieder auf, da die Tensidmolekule hier eher in der
Grenzflache Lipid / Wasser zu finden sind. Die Diskussion des beobachteten
Schmelzverhaltens bleibt hier jedoch hypothetisch. Die Ergebnisse der
Trocknungsexperimente mit Imwitor-SLN - mit oder ohne Cyclosporin und unter-
schiedlichen Tensidlésungen - werden im Folgenden beschrieben und diskutiert.
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Abbildung 4-15: DSC-Schmelzkurven (oben) und Rontgenstreumuster (unten) des
Trocknungsprozesses von Cyclosporin A-haltigen Imwitor-SLN (20 %)
stabilisiert mit Tensidlésung 1

Abbildung 4-15 zeigt die Schmelzkurven und Rontgenspektren der
cyclosporinhaltigen Imwitor-SLN (20 %) stabilisiert mit 5% Tagat S und 1%
Natriumcholat (Tensidldsung 1) vor, wahrend und nach dem Trocknungsprozel3.
Betrachtet man zunachst nur die Schmelzkurven (oben), kdnnte man von einer
polymorphen Verschiebung in Richtung der triklinen B-Modifikation ausgehen.
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Der zuvor breite Peak mit einem Maximum bei 55,9 °C wird schmaler und verlagert
sich nach anfanglicher Aufspaltung hin zu héheren Temperaturen (Max. 60,7 °C).
Auch die Onset-Temperatur weist eine deutliche Zunahme von 50,7 °C auf 57,7 °C
auf.

Die Werte der Thermoanalyse der untersuchten Proben finden sich in Tabelle 4-9.
Die sichtbare Erh6hung der Schmelzenthalpie (Flache unter der Kurve) beruht hier
vorrangig auf der Erhéhung des Lipidanteils in der Formulierung durch den starken
Wasserverlust wahrend der Trocknung bei 32 °C auf einem offenen Trager. Nach
24 h waren durchgéangig feste Filme entstanden.

Die Analyse der gemessenen Rontgenspektren (Abbildung 4-15 unten) konnte die
Annahme einer Modifikationsumwandlung dagegen nicht untermauern. Der
Trocknungsprozel3 fuhrte hier - wie die oben beschriebene Langzeit-Lagerung bei
40 °C — eher zu einer Abnahme der Seitenkettenkristallinitat als zur Ausbildung der
hoherkristallinen Modifikationen. Bereits nach einer Stunde ist der Reflex bei
d =0,415 (Pfeil) kaum noch zu erkennen, wahrend im Nahwinkelbereich starkere,
periodische Reflexe auftreten, die eine Zunahme der lamellaren Anordnung der
Glyceride belegen. Dies war zu erwarten, da die zuvor durch die geringe
Partikelgrofie von etwa 200 nm begrenzte Anzahl und GroRRe der Lamellen bei
Aggregation der Partikel und Filmbildung zunehmen sollte. Die scharfen Reflexe im
Bereich tber 2 Theta = 7 ° nach 24 Stunden sind dem auskristallisierten Cyclosporin
zuzuordnen.

Der scheinbare Widerspruch in den Ergebnissen der beiden
Untersuchungsmethoden laf3t sich auch hier durch die Folgerung auflosen, dal3 es
zur Bildung groR3erer, lamellarer Strukturen mit flissigkristallinem Charakter kommt.
Der Netzebenenabstand dieser Strukturen konnte mit d = 52,4 A ermittelt werden.
Bei der vorliegenden dinnen Schicht von etwa 50 mg Dispersion/cm? und
gegebener Moglichkeit der Wasserverdunstung setzt dieser Prozel3 bereits nach
einer Stunde ein.

Die Grof3e dieser lamellaren Strukturen und eventuell unter der Detektionsgrenze
des Rontgengerates liegende Anteile an hoherkristallinen Bereichen (Triglyceride!),
kénnten auch hier fir die Erhhung des Peakmaximums verantwortlich sein.
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Tabelle 4-9: Veranderung der thermoanalytischen Parameter Onset und Peakmaximum
der Schmelzkurven ausgewdahlter Proben wahrend einer 24stiindigen

Trocknungsperiode bei 32 °C in diinner Schicht (ca. 100 pL / 2 cm?)

(NE = Nanoemulsion, alle Zeilen mit Imwitor = SLN)

vor Trocknung nach 1 h nach 6 h nach 24 h
Tagat S 5% + |Onset [°C] kein Peak 29,21
Na.-cholat 1 % 62,36
(Tensidlsg. 1) | Peakmax. [°C] 32,82
67,90
Poloxamer Onset [°C] kein Peak 51,09
2,5% +
Na.-cholat Peakmax. [°C] 53,65
0,125 %
(Tensidlsg. 2)
Cyclo-NE Onset [°C] kein Peak 40,79
(Tensidlsg. 2) | Peakmax. [°C] 43,73
Imwitor Onset [°C] 57,42 56,46 57,38 60,09
(Tensidlsg. 1) | Peakmax. [°C] 59,67 58,46 59,73 61,56
Imwitor/Cyclo | Onset [°C] 50,74 53,46 53,21 57,70
(Tensidlsg. 1) | Peakmax. [°C] 55,93 57,25 55,85 (58,0) 60,74
Imwitor/Cyclo | Onset [°C] 52,34 50,20 48,40 59,13
angedickt Peakmax. [°C] 56,58 56,76 (59,48) 56,88 60,99
Imwitor/Cyclo | Onset [°C] 54,62 53,49 58,66 38,43
(Tensidlsg. 2) 58,47
Peakmax. [°C] 57,86 59,72 46,52 43,79
59,59 60,68

Im Folgenden sollte geklart werden, welche Faktoren die Bildung dieser Strukturen
mit hoher Beweglichkeit der Fettsdureseitenketten beginstigt. In einem ersten
Experiment wurde deshalb der Formulierung ein Gelbildner zugesetzt, um den
EinfluR der Wasserkonzentration wahrend des Trocknungsprozesses zu testen.
Verwendet wurde Johannisbrotkernmehl, das auch fiir die Andickung der Proben bei
der Rontgendiffraktometrie zum Einsatz kam.

71



Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse der Trocknung sind in Abbildung 4-16 abgebildet. Der Unterschied
der Rontgenspektren gegeniber denen der nicht angedickten Probe ist gravierend.
Zunachst  erkennt  man im  Weitwinkelbereich deutlich, dall die
Seitenkettenkristallinitat wahrend der Trocknung sogar zunimmt und eine
polymorphe Transformation stattfindet.

von oben nach unten:

nach 24 h
= nach 6 h
E nach 1 h
B SLN nach Andicken
2 SLN vor Trocknen
)
@
=
]
e
-E — ‘/L
L M
20 30 40 50 60 70 80 90
Temperatur [°C]
von oben nach unten:
nach 24h Trocknung
nach 6h Trocknung
% nach 1h Trocknung /
= vor Trocknung
<
©
N
3
‘»
c
g
i=

o 5 10 15 20 25 30
2 Theta

Abbildung 4-16: DSC-Schmelzkurven (oben) und Rontgenstreumuster (unten) des
Trocknungsprozesses von Cyclosporin A-haltigen Imwitor-SLN (20 %)
stabilisiert mit Tensidmischung 1 nach Andickung mit
Johannisbrotkernmehl

72



4 Flussige Lipiddispersionen

Die urspringlich vorliegende hexagonale o-Modifikation (d = 0,415) geht im Verlauf
der Trocknung Uber B;i (d = 0,46 und 0,42) in eine Uberwiegende B-Modifikation mit
trikliner Elementarzelle Uber. Der Reflex bei d = 0,42 ist nach 24 Stunden nur noch
sehr schwach ausgepragt (siehe Pfeil). Cyclosporin-Kristalle konnten hier nicht
detektiert werden. Dies steht im direkten Widerspruch zu der Annahme, dal3 eine
hohere Seitenkettenkristallinitdt einen Arzneistoffausstol? fordert. Eventuell erklart die
hohere Viskositat im System dieses Phanomen. Freigesetzte Arzneistoffmolekiile
werden verstarkt in ihrer Beweglichkeit eingeschrankt wodurch die Kristallbildung
erschwert wird. Es besteht aber auch die Moéglichkeit, dal3 der Arzneistoff in den
Lipidpartikeln im Randbereich lokalisiert ist. Die Wahrscheinlichkeit, daf3 dort die
Konzentration an Monoglyceriden am héchsten ist und es zu Wechselwirkungen mit
dem Emulgator Tagat S kommt, wurden bereits erortert (s. Kapitel 4.13).

Gestutzt wird diese Annahme auch durch die Arbeiten von Zimmermann [3], die
durch ESR-Messungen nachweisen konnte, dal3 die verwendete Spinsonde bei
Imwitor-SLN in den Randbereichen des Lipids lokalisiert ist. Eine Zunahme der
Kristallinitat in anderen Bereichen des Lipids muf3te folglich nicht unbedingt zu einem
Arzneistoffausstol3 fuhren.

Untersucht man den Nahwinkelbereich der Messungen, fallt wiederum die starke
Zunahme der periodischen Reflexe auf, unterhalb 2 Theta =5° sind sie sogar
wesentlich intensiver als bei den nicht angedickten Proben. Die Zunahme der
lamellaren Ordnung wird durch den Gelbildner folglich nicht aufgehoben. Die
Erhéhung kann auch darauf zurtickgeftihrt werden, daf3 die gebildeten Strukturen in
diesem Fall nicht durch entstandene Cyclosporin-Kristalle gestort werden.
Wasserentzug durch den Gelbildner scheint lediglich die freie Beweglichkeit der
Fettsdureseitenketten einzuschréanken, d. h. die Entstehung flussigkristalliner
Strukturen ist an einen bestimmten Wassergehalt gekoppelt sei er gebunden oder
frei. Die Schmelzkurven unterschieden sich nur geringflgig allerdings hatte die
Peakbreite der angedickten Probe nach 24 Stunden starker abgenommen, die
Onset-Temperatur stieg auf 59,1 °C.

In einem zweiten Experiment sollte eine Beeinflussung durch den Arzneistoff
ausgeschlossen und die Bedeutung der Tensidkonzentration untersucht werden. Zu
diesem Zweck wurde eine 20 %ige Placebo-Charge mit nur 2,5 % Tagat S und
0,125 % Natriumcholat hergestellt und getrocknet. Der im Verhéltnis starker
reduzierte Natriumcholat-Anteil wurde u. a. deswegen gewahlt, weil die Bildung
flissigkristalliner Strukturen durch Gallensalze - alleine oder in Kombination mit
anderen amphiphilen Molekulen - durchaus bekannt ist [108].
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In Abbildung 4-17 unten beweist das nach 24 Stunden aufgenommene Streumuster,
daR’ der Arzneistoff keinen Einflul3 auf die gebildete Struktur hat und die verringerte
Tensidkonzentration zu keiner Zunahme der Seitenkettenkristallinitat fuhrt. Es sind
keine Reflexe im Weitwinkelbereich zu erkennen.
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Abbildung 4-17: DSC-Schmelzkurven (oben) und Rontgenstreumuster (unten) des
Trocknungsprozesses von arzneistofffreien Imwitor-SLN (20 %) stabilisiert
mit Tagat S 2,5 % und Natriumcholat 0,125 %. Das RoOntgenstreumuster
wurde nach 24 h Trocknung aufgenommen.
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Abbildung 4-18: Kleinwinkelbereich der Streukurve der arzneistofffreien Imwitor-SLN (20 %
Lipid) nach 24 Stunden Trocknung, sowie die nach Wolff et al. gefittete
Funktion mit den berechneten Parametern, d, d; und d, [175]

Der Kleinwinkelbereich der nach 24 Stunden Trocknung erhaltenen Streukurve
dieser Probe wurde analog Wolff et al. unter Verwendung des Stapelmodells
ausgewertet, um detailliertere Informationen Uber die entstandene Grundstruktur zu
erhalten (Gleichung 3 in [175]).

Als Hauptkomponente konnte auf diese Weise eine lamellare Grundstruktur mit einer
Langperiode von d =496 A ermittelt werden (Abbildung 4-18). Die jeweiligen
Schichtdicken d; und d, werden von den polaren Kopfgruppen (d;) und den
Alkylketten (d,) gebildet und sind sich auffallend @hnlich. Ein Teil des Fettes bildet
eine weitere Struktur, da nicht alle Reflexe zuzuordnen sind. Polymorphie liegt vor,
die beschriebene Hauptkomponente macht jedoch vermutlich >90% des
Volumenanteils aus.
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Abbildung 4-19: DSC-Schmelzkurven (oben) und Rontgenstreumuster (unten) des
Trocknungsprozesses von Cyclosporin A-haltigen Imwitor-SLN stabilisiert
mit Poloxamer 188 2,5% und Natriumcholat 0,125%. Das
Rontgenstreumuster wurde nach 24 h Trocknung aufgenommen.

Im letzten Experiment dieser Reihe wurde der Emulgator Tagat S durch
Poloxamer 188 ersetzt. Beide nicht-ionogenen Tenside besitzen Polyethoxy-
Teilstrukturen, der Glycerolmonostearat-Anteil des Tagat wird aber mit grél3erer
Wahrscheinlichkeit mit dem Lipid interagieren als die Polyoxypropylen-Blocke des
Poloxamer. Tatsachlich hat der Emulgator Tagat S einen erheblichen Einflul3 auf die
Struktur der Fettsaureseitenketten. Abbildung 4-19 unten zeigt eine nach 24 Stunden
Trocknung der Poloxamer-Charge stark ausgeprégte und hochkristalline B/ -
Modifikation. Tabelle 4-10 charakterisiert die Nahwinkelreflexe vor und nach
Trocknung.
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Tabelle 4-10: Kleinwinkelreflexe der Poloxamer-stabilisierten Cyclosporin-SLN vor und
nach Trocknung bei 32°C dber 24h, sowie die berechneten
Streuvektoren (s) und Netzebenenabstande (d)

Vor Trocknen Nach 24 h Trocknen
2 Theta d [nm] 2 Theta s [1/nm] d [nm]
1,6-1,72 5,52-5,14 1,68 0,190 (= s1) 5,26
3,36 0,380 (= 2*s1) 2,63
54-5,6 1,64 — 1,58 5,08 0,575 (=3*sl) 1,74
5,88 0,665 1,503
6,74 0,765 (= 4*s1) 1,311

Wahrend man bei der urspriinglichen SLN-Dispersion noch keine klar definierten
Peaks erkennen kann, ist die anhand der Streuvektoren s sehr gut sichtbare
Periodizitat nach 24 Stunden auch hier gegeben (Abbildung 4-19 unten, Tabelle
4-10). Der Netzebenenabstand der Lamellen liegt bei ca. 53 A.

Die abgebildeten Aufheizkurven (Abbildung 4-19 oben) belegen darliber hinaus, dal3
zumindest ein Teil des Poloxamer wéahrend der Trocknungsphase auskristallisiert.
Der Schmelzpeak ist bereits nach 6 Stunden deutlich bei ca. 45 °C auszumachen
(Werte in Tabelle 4-9). Wahrend alle anderen untersuchten Chargen in den ersten
Stunden zunéchst keine Zunahme oder sogar eine Abnahme des Peakmaximums
aufweisen, ist dieses bei der Poloxamer-stabilisierten Probe bereits nach einer
Stunde um 2 °C erhdéht, d. h. die Umwandlung erfolgt besonders rasch.

Im folgenden Abschnitt sollte durch Freisetzungsuntersuchungen geklart werden, ob
sich die beobachteten Unterschiede im Trocknungsverhalten auf die Arzneistoff-
Freisetzung in Franz-Diffusionszellen auswirken.

4.1.6 Arzneistofffreisetzung

Zur Beurteilung der Freisetzung des Arzneistoffes aus den partikularen
Formulierungen wurde im Rahmen dieser Arbeit als Vergleich jeweils eine
entsprechende Nanoemulsion gewahlt. Diese wurde auf gleiche Weise durch
Hochdruckhomogenisation heil3 hergestellt, die feste Lipidkomponente wurde aber
durch eine flissige ersetzt. Die Wahl fiel hier auf Octyldodecanol, da Cyclosporin A in
diesem wesentlich besser l6slich ist als in dem von Jenning verwendeten Miglyol 812
(s. Kapitel 4.2).
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Es wurden zwei Nanoemulsionen (NE) folgender Zusammensetzung hergestellt:

Cyclosporin | Octyldodecanol | Tagat S | Polox. 188 | Natriumcholat | Wasser

NE 1 4% 16 % 5% 1% ad 100 %

NE 2 1% 14 % 25% 0,125 % ad 100 %

Tabelle 4-11 zeigt die Ergebnisse der Partikelgréf3enanalytik mittels PCS und LD.
Die GrofRen liegen im Bereich der untersuchten SLN bzw. der im folgenden Kapitel
beschriebenen NLC. Die Messung der Zetapotentiale ergab ebenfalls analoge Werte
fur die Nanoemulsionen. Sie lagen fir die 4 %ige bei —18,7 mV (pH = 7) und fur die
1 %ige bei —21,6 mV. Dal} die Werte trotz stark differierender Konzentration an
ionogenem Emulgator in der gleichen GroéRRenordnung liegen, kann u.a. dadurch
erklart werden, dal3 Cyclosporin-Kristalle alleine in auf 50 uS eingestelltem Wasser
von pH 6,7 ein positives Zetapotential von 14,9 mV aufweisen und dadurch in der
hoherkonzentrierten Charge ein gro3erer Anteil des Natriumcholats zur
Kompensation aufgewendet werden muf3.

Der durch HPLC ermittelte Gehalt der Emulsionen lag bei 93,7 + 2,8 % (4 %) und bei
100,8+£1,9% (1%). Der hohere Verlust der 4 %igen Charge ist darauf
zuruckzufuhren, dal3 dieser Gehalt schon im Bereich der Sattigungskonzentration
liegt und die Lésung des gesamtes Arzneistoffes in dem heiRen Ol einen langeren
Zeitraum in Anspruch nimmt. Auch konnen hier bereits nach wenigen Wochen
Arzneistoffkristalle am Boden des Vial detektiert werden, wéahrend dies bei der
1 %igen Probe Uber mehrere Monate nicht der Fall ist.

Die Freisetzungsuntersuchungen erfolgten stets an Tag 1 nach Herstellung in Franz-
Diffusionszellen mit n = 3 fur beide Formulierungen tber 24 Stunden. Die freigesetzte
Menge an Arzneistoff in Prozent wurde auf den am selben Tag bestimmten Gehalt
der Formulierungen bezogen.

Tabelle 4-11: PartikelgroRencharakterisierung der beiden Nanoemulsionen im Vergleich

PCS Laserdiffraktometrie [um = S]

mittl. @ [nm = S] PI+S LD 50 LD 90 LD 95

4% 160,7 +6,55 |0,17+0,027 | 0,160 + 0,009 | 0,413 + 0,026 | 0,504 = 0,031

1% 196,3+3,66 |0,13+0,018| 0,180 +0,011 | 0,404 + 0,013 | 0,481 + 0,011

78




4 Flussige Lipiddispersionen

In Abbildung 4-20 ist die Cyclosporinfreisetzung der Formulierungen mit 4 % (oben)
und 1 % (unten) Gehalt an Arzneistoff gegen die Zeit aufgetragen.
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Abbildung 4-20: Cyclosporin A-Freisetzung aus 4 %igen (oben) und 1 %igen (unten) SLN
bzw. Nanoemulsionen tber 24 Stunden
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Sowohl die hoher konzentrierte SLN-Charge mit 20 % Lipidgehalt und der
Tagat S / Natriumcholat ~ Stabilisierung (=SLN 1), als auch die 15 %ige,
hauptsachlich Poloxamer-stabilisierte Charge (= SLN 2) zeigten in den ersten
Stunden eine starkere Freisetzung als die entsprechenden Nanoemulsionen. Beide
SLN-Formulierungen weisen dabei einen Uber den gesamten Zeitraum
abnehmenden Flux auf. FiUr die SLN 1 konnten die entsprechenden Werte nach
2 Stunden mit J=375ug/cm?/2h und nach 24 Stunden mit 45 ug/cm?/ 2h
ermittelt werden, bei den SLN 2 sank der Flux von anfanglich 97 ug / cm?/ 2h auf
20 ug/cm2/2h. Nach 6 Stunden haben beide etwa 20 % der enthaltenen
Arzneistoffmenge freigesetzt. Die Abnahme des Flux kann auf eine zunehmende
Behinderung der Arzneistoffdiffusion durch das feste Lipid bei Wasserverdunstung
und Filmbildung zuriickgefihrt werden. Die SLN-Proben lieRen sich im Anschlul an
das Experiment als feste, zusammenhangende Filme von den Membranen abheben.
Die Unterschiede im Trocknungsverhalten der beiden Imwitor-Chargen sowie die
differierende Arzneistoffoeladung des Lipids fuhrten nicht zu signifikanten
Unterschieden im Freisetzungsverhalten. Auch die mit Johannisbrotkernmehl
angedickten SLN 1 zeigten ein zu den nicht angedickten SLN fast identisches
Freisetzungsprofil, obwohl die Unterschiede im Trocknungsmuster deutlich
ausgepragt waren. Prinzipiell gibt es daftir zwei Erklarungsansatze:

1. Eine polymorphe Transformation des festen Lipids beeinflul3t die Freisetzung des
darin eingeschlossenen Arzneistoffes nicht.

2. Der Arzneistoff befindet sich zum Zeitpunkt der Freisetzung nicht in dem Teil des
Lipids, der die Transformation erfahrt.

Gegen den ersten Erklarungsansatz spricht die Tatsache, dal3 Cyclosporin A als
zyklisches Undecapeptid nur sehr schwer Raum in einem hochkristallinen Lipidgitter
(Bi oder B-Modifikation) finden wiirde. Es ist also eher davon auszugehen, dal3 sich
die Arzneistoffmolekile hauptséchlich in Lipidbereichen mit geringer oder fehlender
Kristallinitat befinden und diese ihre Struktur wahrend der Freisetzung nicht
wesentlich verandern.

Schote et al. konnten mittels H-NMR, isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) und
CD-Spektroskopie  belegen, dalR  Cyclosporin A aufgrund  hydrophober
Wechselwirkungen im Inneren der Lipiddoppelschichten von Liposomen lokalisiert ist
[176]. Wie bereits diskutiert kbnnte sich der Arzneistoff im Fall des SLN-Systems
folglich in den monoglyceridreichen Arealen des komplexen Imwitorgemisches
befinden, deren Fettsdureketten ebenfalls eine hohere Mobilitat besitzen. Der initiale
Arzneistoff-Burst wird so erklarbar. In welcher Weise sich andere Bereiche des Lipids
verandern (u. a. Bildung hochkristalliner Domanen) ware in diesem Fall fur die
Freisetzung von untergeordneter Bedeutung. Abbildung 4-21 zeigt vereinfacht den
moglichen Aufbau der Partikel.
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Im Kern befinden sich hauptsachlich die lipophileren Di- und Triglyceride, zur
Grenzflache hin nimmt die Konzentration an amphiphilen Monoglyceriden zu. Der
Arzneistoff ist aufgrund seiner hohen Léslichkeit in dieser Randschicht lokalisiert.
Modifikationsanderungen wahrend der Trocknung finden hauptsachlich im Lipidkern
statt und haben somit keinen Einflu3 auf die Freisetzung.

Die Nanoemulsionen zeigen je nach Konzentration dagegen ein unterschiedliches
Freisetzungsverhalten. Nanoemulsion 1 (Abbildung 4-20, oben) weist einen
konstanten Flux Uber den gesamten Zeitraum auf (nach 2 Stunden 185 ug / cm?/ 2h
und nach 24 Stunden 191 ug/ cm2/ 2h) und hat folglich am Ende der Freisetzung mit
51,3 % etwa 20 % mehr Cyclosporin freigesetzt als die SLN.

Diese Freisetzungskinetik annahernd 0. Ordnung wird jedoch nur bei der
hochbeladenen Nanoemulsion erzielt. Unter diesen Bedingungen ist der Arzneistoff
auf der Donatorseite in so groBem Uberschul? vorhanden, daR die Konzentration
Uber den Versuchszeitraum praktisch nicht abnimmt (infinite dose technique) und
somit stets das gleiche Konzentrationsgefédlle zwischen beiden Kompartimenten
aufrecht erhalten wird. Nach dem 1. Fick’'schen Diffusionsgesetz resultiert daraus ein
konstanter Flux. Die Nanoemulsion 2 (in Abbildung 4-20, unten), mit 6,7 %
Cyclosporin bezogen auf das Ol, zeigt dagegen eine Abnahme der Freisetzungsrate.
Der Flux sinkt von 44 auf 12 ug/cm?/2h und bleibt damit Gber den gesamten
Zeitraum unter dem der entsprechenden Imwitor-SLN.

Es kann also zusammenfassend festgestellt werden, dall - zumindest fur die
Cyclosporin A-haltigen Systeme - bei Verwendung komplex zusammengesetzter
Lipide eine Korrelation des Trocknungsverhaltens mit der Freisetzung nicht méglich
ist. Die in den Roéntgenspektren beobachteten Unterschiede fuhrten nicht zu
variierenden Freisetzungsprofilen bei den SLN.

DAk vonogiyceridschicht

Tensidmolekile

Arzneistoff

Abbildung 4-21: Vereinfachte Darstellung eines Cyclosporin A-haltigen Nanopartikels auf
Imwitor-Basis
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Durch Austausch des Lipids sollte dessen Einfluld auf die Freisetzung beleuchtet
werden. Statt Imwitor 900 wurde das bereits von Jenning verwendete Compritol 888
ATO eingesetzt.

4.1.7 Vergleich mit einer reinen  Compritol-SLN
Formulierung

Eine Beladung mit 20 % Cyclosporin analog der hochkonzentrierten Imwitor-Charge
war aufgrund der schlechteren Loslichkeit des Arzneistoffes in Compritol 888 ATO
nicht moglich. Runge ermittelte die Ldslichkeit mit <10 %. Es wurde daher lediglich
eine Charge mit 6,7 % Beladung (1 % in der Formulierung) verwendet.

Die Rezeptur setzte sich wie folgt zusammen: Cyclosporin 1 %, Compritol 14 %,
Poloxamer 188 2,5 %, Natriumcholat 0,125 %, Wasser ad 100 %. Die Rezeptur
diente damit auch als direkter Vergleich zu den in Kapitel 4.2 beschriebenen NLC-
Formulierungen.

4.1.7.1 Charakterisierung

In Bezug auf Gro3e und Ladung lagen die Compritol-SLN im Bereich der Imwitor-
Partikel. Der PCS-Durchmesser betrug an Tag 1 214 nm, der LD 95 wurde mit
0,47 um bestimmt, das Zetapotential lag bei —19,5 mV (pH 6,3). Die Rezeptur war
jedoch von mangelhafter Stabilitdt. Innerhalb von einer Woche trat bei allen
Lagertemperaturen Gelbildung und Aggregation auf. Abbildung 4-22 zeigt die
Umwandlung von der zu Beginn vorliegenden orthorhombischen B’ zur triklinen
Bi / B-Modifikation innerhalb der ersten 100 Tage bei Raumtemperatur. Zu diesem
Zeitpunkt waren unter polarisiertem Licht in allen Proben Cyclosporin-Kristalle
erkennbar.

Tag 100 Abbildung 4-22:

Rontgenstreukurven  der 15 %-igen

Compritol-Formulierung mit 1%

Arzneistoff an Tag 1 und nach 100

Tagen Lagerung bei RT, die Pfeile
deuten auf die (;i/B-Reflexe bei

0 5 10 15 20 25 30 d=0465und0,375

2 Theta

Intensitat / Zahlrate

Tag 1
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4.1.7.2 Untersuchung des Trocknungsverhaltens

Abbildung 4-23 zeigt die thermoanalytische und rontgendiffraktometrische
Auswertung des Trocknungsprozesses dieser Charge. Bereits nach einer Stunde hat
das Peakmaximum in der Aufheizkurve seinen héchsten Wert von 71,3 °C erreicht.
Der Schmelzpeak des Poloxamer erscheint hier nach 6 Stunden (s. Pfeil, oben).

Die Untersuchung der Rontgenstreumuster (unten) zeigt auch fur Compritol die
starke Zunahme der Reflexe im Nahwinkelbereich mit ausgepragt lamellarer
Anordnung der Lipide. Die Fettsaureseitenketten zeigen nach 24 Stunden noch
Kristallinitat und Umwandlung zu hoher geordneten Strukturen (Abnahme des
Reflexes bei d=0,42 und Zunahme des Reflexes bei 0,465 (Pfeil)). Die
Reflexintensitét ist hier jedoch generell schwach.

von oben nach unten:
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% nach 1 h
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Abbildung 4-23: DSC-Schmelzkurven (oben) und Rontgenstreukurven (unten) des
Trocknungsprozesses  von Cyclosporin A-haltigen Compritol-SLN
(Erklarung s. Text)
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Auch bei Compritol handelt es sich um ein Glyceridgemisch, jedoch liegt der Gehalt
an Monoglyceriden bei <18 % und die langkettige Behenséaure macht >80 % der
Fettsaurefraktion aus.

Selbst wenn es hier ebenfalls zur Bildung monoglycerid- und cyclosporinreicher
Lipidanteile kame, sollte sich die polymorphe Transformation der Ubrigen
Lipidfraktionen starker auf die Freisetzung auswirken, da nicht der gesamte
Arzneistoff im Monoglyceridanteil gel6st sein kann.

Eine Auswertung des Kleinwinkelbereiches analog Wolff et al. ergab einen
Netzebenenabstand der Lamellen von d=62,3A. Im Vergleich zu der
entsprechenden getrockneten Imwitor-Charge entspricht das einer Zunahme um
ca. 10 A. Dies kann u. a. mit der Lange der Fettsaureketten erklart werden, da
Compritol hauptsachlich Behensaure (Cz) enthalt, wahrend die maximale
Kettenlange in Imwitor 900 18 C-Atome betragt.

4.1.7.3 Arzneistofffreisetzung

Die Cyclosporinfreisetzung der Compritol-SLN ist im Vergleich zu den bereits
beschriebenen Imwitor- und Octyldodecanol-Chargen in Abbildung 4-24 dargestellt.
Innerhalb der ersten vier Stunden erfolgt die Freisetzung des Wirkstoffs bei beiden
SLN-Formulierungen nahezu identisch. Anschlie3end nimmt jedoch der Flux aus der
Compritol-Charge nicht im gleichen Ausmald ab. Die nach Abschlul3 des
Experimentes freigesetzte Gesamtmenge liegt daher um mehr als 10 % hdher
(bezogen auf den jeweils ermittelten Gehalt).

Dal3 die Freisetzung der Compritol-Charge erst im Verlauf des Experimentes von der
Imwitor-Charge  abzuweichen  beginnt, deutet auf eine zunehmende
Verschlechterung der Loslichkeit wahrend des Versuches hin. Ein Einflu3 der
polymorphen Transformation des Lipids mit Verdrangung des Arzneistoffes analog
Jenning ist hier folglich anzunehmen.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dal3 sich der Arzneistoff bei den
untersuchten Imwitor- und Compritol-SLN hauptsachlich in den Randbereichen der
Partikel befindet. Wahrend die Cyclosporin-Freisetzung aus Imwitor-SLN nicht durch
das Trocknungsverhalten beeinflul3t wurde, konnte im Vergleich fur Compritol-SLN
eine leichte Steigerung verzeichnet werden, die erst nach mehr als vier Stunden
auftrat und somit auf Veranderungen der Lipidmatrix zurtickgefiihrt werden kann.
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Abbildung 4-24: Cyclosporin A-Freisetzung aus Compritol-SLN im Vergleich zu Imwitor-SLN
und einer Nanoemulsion tber 24 Stunden (allgemeine Zusammensetzung:

Lipid 14 %, Cyclosporin A1 %, Poloxamer 188 2,5%, Natriumcholat
0,125 %, Wasser ad 100 %)

4.1.8 Zusammenfassende Diskussion

Anhand der von Runge entwickelten Cyclosporin-Imwitor-Formulierung wurden
weitere Erkenntnisse Uber die Mdoglichkeit der Stabilisierung flussiger SLN-
Dispersionen gewonnen. Eine umfangreiche Studie zum Einflu? der Abftllparameter
ergab in dem Fall eine gesteigerte Stabilitdt, wenn die Dispersionen direkt nach
Herstellung heil3 abgefillt und verschlossen und die Vials vollstandig befullt wurden.
Die ausschlie8lich mittels Ultra-Turrax hergestellten Chargen, sowie die im
Bulkgefal3 gelagerten, wiesen dagegen eine deutlich schlechtere Stabilitat auf.
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Runges Beobachtung, daf3 sich Lagerung der Chargen bei 40 °C in Bezug auf die
Partikelgrof3e positiv auswirkt, konnte nur in Teilen bestatigt werden. Dieser Effekt
trat nur bei reinen Imwitorpartikeln auf. Wahrend Runge dagegen nach 30 Tagen mit
Hilfe der von ihm entwickelten Zentrifugationsmethode noch eine fast vollstandige
Arzneistoffinkorporierung bei 40 °C-Lagerung unterstellte, konnte durch Bestimmung
der Arzneistoffkonzentrationen im unteren und oberen Drittel der Gefal3e eine
deutliche, temperaturabhangige Separation mit Aufkonzentrierung des Arzneistoffes
am Gefallboden festgestellt werden. Diese durch Erhéhung der Temperatur
beschleunigte Arzneistoffkristallisation konnte durch Polarisationsmikroskopie
bestatigt werden.

Es stellt sich folglich die Frage, ob die durch Runge etablierte Bestimmung der
Inkorporationsrate nach Abzentrifugieren der SLN zur Untersuchung der
Langzeitstabilitait geeignet ist. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrte
Kombination von Mikroskopie und modifizierter Probenziehung fir die HPLC erwies
sich zur Detektion des Arzneistoffausstol3es als vorteilhafter.

Es war dartber hinaus mdglich, diese Arzneistoffverdrangung mit Veranderungen
der Kristallstruktur zu korrelieren. Wéahrend jedoch eine Modifikationsumwandlung in
der Regel nur in Verbindung mit Wirkstoffkristallisation anzutreffen war, konnten
Kristalle auch in Formulierungen mit unverandertem kristallographischem Muster und
sogar bei abnehmender Seitenkettenkristallinitat gefunden werden.

Dies war vor allem bei 40 °C-Lagerung der Fall, da eine leicht erhéhte Temperatur
die Kiristallisation von Cyclosporin A unabhéngig von den Eigenschaften der Matrix
beglnstigt. Um eine optimale Lagerstabilitait von arzneistoffhaltigen SLN zu
erreichen, ist es demnach nicht ausreichend, die polymorphe Umwandlung von
Lipiden zu verzbogern oder im besten Fall zu verhindern. Die
Kristallisationseigenschaften des  Arzneistoffs missen bei Wahl der
Lagerungsbedingungen ebenfalls beriicksichtigt werden.

Im Fall der beschriebenen Formulierungen bedeutet dies konkret, dal3
arzneistofffreie Chargen bei leicht erhdéhten Temperaturen, cyclosporinhaltige
dagegen unter Kihlung gelagert werden sollten, um die Stabilitat der an sich
aggregationsgefahrdeten Imwitor-Formulierungen zu verbessern.

Tempern bei erhéhten Temperaturen flihrte bei einigen SLN-Formulierungen auf
Imwitor-Basis zur Ausbildung lamellarer Strukturen mit flissigkristallinem Charakter.
Wahrend dieser Prozel} in verschlossenen Injektionsflaschen erst nach Uber sechs
Monaten beobachtet wurde, trat er unter Trocknungsbedingungen auf einem offenen
Trager innerhalb weniger Stunden auf.
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Untersuchungen der Arbeitsgruppe Siekmann/Westesen unter Verwendung von
Monoolein und einer Kombination von Ultraschalldispergierung und Homogenisation
deuten zusatzlich darauf hin, daf3 die Herstellung flissigkristalliner Lipidnanopartikel
auf Basis der in Imwitor enthaltenen Monostearate und Monopalmitate mdglich ist
[168].

Die Frage, ob das Trocknungsverhalten einer Formulierung als geeigneter Parameter
zur Voraussage des Freisetzungsprofils herangezogen werden kann, mufite in
Bezug auf die beschriebenen Imwitor-Formulierungen verneint werden. Die durchaus
erheblichen Unterschiede der kristallographischen Verdnderungen wahrend der
Trocknung konnten nicht mit entsprechenden Differenzen im Freisetzungsverhalten
korreliert werden. Erklart wurde dies durch einen mehrschichtigen Partikelaufbau mit
Lokalisation der Arzneistoffmolekiile in der monoglyceridreichen Grenzflache.

Bei Verwendung von Compritol mit erniedrigtem Monoglyceridanteil konnte dagegen
ein Einflud der Modifikationsumwandlung im Verlauf der Freisetzung beobachtet
werden. Polymorphe Transformationen waren hier auch wéahrend der Lagerung
ausgepragter und fihrten selbst bei Kihlung zu Arzneistoffausstold und
-kristallisation innerhalb kurzer Zeit.

Die Mdglichkeit einer zutreffenden Voraussage nimmt folglich mit steigender
Homogenitat der Lipidmatrix zu. Im Fall eines heterogenen Gemisches kdnnen
beobachtete Veranderungen der Kristallstruktur unter Umstdnden nur in den
Teilbereichen der Partikel erfolgen, die nicht an der Inkorporation des Arzneistoffs
beteiligt sind.
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4.2 NLC-Dispersionen: Zumischung einer fllissigen
Lipidkomponente

Wie bereits in Kapitel 2.2 beschrieben und diskutiert, wurden von Jenning, Lippacher
und Zimmermann bisher unterschiedliche NLC-Systeme hergestellt [3, 12, 16].
Jenning postuliert fir sein Compritol / Miglyol / Retinol-System das Vorliegen von Ol-
Clustern im Inneren der Partikel und erklart dadurch die verzdgerte Freisetzung des
Wirkstoffs. Lippacher unterstitzt dieses Modell mit seinen ESR-Messungen an
Wachs-NLC aus Cetylpalmitat und Cetiol A (Laurylsdurehexylester). Die Spinsonde
TEMPO wurde hier langsamer durch Natriumascorbat abgebaut als nach
Einarbeitung in eine Nanoemulsion. Zimmermann konnte dies fir ihr
Imwitor / Miglyol / Spinsonden-System jedoch nicht bestatigen. Es existierte hier kein
Unterschied zwischen dem Abbau der Spinsonde in NLC oder einer Nanoemulsion.
Sie postulierte deshalb das Vorliegen von stark olhaltigen Randbereichen der
Partikel. Das verwendete feste Lipid scheint also einen erheblichen Einflu3 auf die
Struktur der gebildeten Partikel zu haben. Imwitor 900 als Matrixmaterial zeigte dabei
erneut die Tendenz, Fremdmolekile — in diesem Fall die flissige Lipidkomponente —
in den Partikelrandbereichen einzulagern.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob die von Jenning und Lippacher
beobachtete Erhéhung der Beladbarkeit auch fir Cyclosporin zu realisieren ist, ein
Auskristallisieren des Arzneistoffs wahrend der Lagerung verhindert werden kann
und die Freisetzung durch Verédnderung der Lipidmatrix bei Applikation gefordert
wird.

Da Cyclosporin in Imwitor 900 bereits besser loslich ist als in den meisten Olen und
aus genannten Gruinden ein Einflul3 des festen Lipids auf die Freisetzung hier nicht
zu erwarten war, wurde analog Jenning Compritol 888 ATO verwendet. Ein weiterer
Vorteil dieses Lipids ist der relativ hohe Schmelzpunkt von ca. 70 °C, der auch bei
hoherer Olbeladung die Ausbildung fester Partikel ermoglicht. Um die geeignete
flissige Lipidkomponente zu ermitteln, wurden zunadchst Ldsungsversuche
durchgefiihrt. Dazu wurden Mischungen von 0,1 g Cyclosporin und 0,9 g Ol in 20 mL
Glasvials eingewogen und eine Stunde lang bei 85 °C geschiuttelt. Nach 15, 30, und
60 Minuten erfolgte eine visuelle Kontrolle auf Kristalle, nach Erkalten wurden die
zuvor gelosten Proben erneut auf Kristallisation untersucht. Den Olen, die 10 %
Arzneistoff gut I6sen konnten, wurden in weiteren Experimenten steigende Mengen
Arzneistoff zugesetzt und so die ungefahre Loslichkeit ermittelt. Tabelle 4-12 zeigt
ausgewahlte Resultate dieser Untersuchung. Ungesattigte Fettsauren hatten mit
Abstand das hochste Losungsvermégen fir Cyclosporin. Parikh et al. bestimmten die
Ldslichkeit von Cyclosporin in reiner Linolsaure mit 575 mg / mL und konnten durch
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Zusatz von 10 % Linolséure zu Miglyol 818 die Ldslichkeit mehr als verdoppeln [177].
Da reine Linolsaure sehr kostspielig ist, wurde im Rahmen dieser Arbeit mit einem
Gemisch gearbeitet, das einen Gehalt von 60 % Linolsaure aufwies. Die Ldslichkeit
von Cyclosporin lag hier, wie auch in Olsaure, zwischen 40 und 50 %. Ein weiterer
Vorteil vor allem der mehrfach ungesattigten -6 -Fettsauren ist ihre Wirksamkeit bei
Psoriasis und atopischer Dermatitis [178, 179]. Eine Unterstltzung des Cyclosporin-
Effektes ware bei topischer Applikation zu erwarten.

Als nachteilig erweist sich — neben dem teilweise sehr hohen Preis - die
Oxidationsempfindlichkeit der ungesattigten Fettsduren. Verwendung des Linolsaure-
Gemisches macht eine exakte Charakterisierung der Partikel dartiber hinaus schwer,
da sich die Frage stellt, ob es in den Partikeln zu einer Entmischung der flissigen
Komponenten kommt.

Der unempfindliche, verzweigtkettige Alkohol Octyldodecanol zeigte ebenfalls eine
gute Loslichkeit fur Cyclosporin von knapp 20 %. Durch zusatzlichen Einsatz von
Tensiden konnten Nanoemulsionen mit 20 % Beladung hergestellt werden, in denen
Uber einige Tage keine Kiristallisation des Arzneistoffes auftrat (s. Kapitel 4.16). Zur
Herstellung der 15 %igen NLC-Dispersionen wurde deshalb hauptsachlich auf
Octyldodecanol zurickgegriffen. Daridber hinaus wurden die ungesattigten
Fettsduren versuchsweise zur Herstellung halbfester NLC-Dispersionen eingesetzt
(s. Kapitel 6.2).

Tabelle 4-12: Loslichkeit von Cyclosporin A (10 %) in verschiedenen flissigen Lipiden bei
85°C und nach Abkihlen (+=keine Kristalle sichtbar, /=einige
Restkristalle sichtbar, - = nicht geldst)

Lipid 15 min | 30 min | 60 min Nach Abklihlen
Olivenol / -
Rizinusol - - + -
Isopropylmyristat / / / -
PEG 600 / / / -
PEG 400 + + + +
Miglyol 812 / / / -
Octyldodecanol + + + +
Octyldodecanol (15 % Cyclo.) + + + +
Octyldodecanol (20 % Cyclo.) / / + /
Octyldodecanol (25 % Cyclo.) / / / -
Linolsaure 60% + + + +
Linolsé&ure 60% (20 % Cyclo.) + + + +
Linols&ure 60% (50 % Cyclo.) / / / -
Olsaure (20 % Cyclo.) + + + +
Olsaure (50 % Cyclo.) / / / -
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4.2.1 Verhalten der Bulkmischungen

In einem ersten Experiment wurde die Mischbarkeit der beiden Lipidkomponenten
getestet. Dazu wurden 20 mL Vials mit einer Gesamtlipidmenge von 2 g in
unterschiedlichen, physikalischen Mischungsverhaltnissen beflllt und bei 85 °C eine
Stunde unter Schutteln inkubiert. Der Olanteil lag zwischen 13 und 87 %
Octyldodecanol. Nach Entfernen aus dem Inkubationsschrank erstarrten alle Proben
in der Reihenfolge steigender Olbeladung. Nach vollstandigem Abkiihlen tiber Nacht
hatten alle Mischungen ein homogenes Aussehen. Anschlieend wurden sie
thermoanalytisch vermessen. Tabelle 4-13 enthalt die ermittelten Werte flr
Peakmaximum, Onset und Schmelzenthalpie der Aufheizkurven. Betrachtet man den
Wert bei 50 % Olbeladung als AusreiRer ergibt sich eine lineare Abnahme der
Temperatur des Peakmaximums mit R =0,995. Auch Onset (R =0,983) und
Enthalpie (R =0,993) zeigen eine durchgangige Abnahme. Ein analoges Verhalten
zeigen die Abkuhlkurven, die Werte finden sich in Tabelle 4-14. Die Ergebnisse
zeigen, dal3 von einer unbegrenzten Mischbarkeit der Komponenten auszugehen ist.

Tabelle 4-13: Peakmaximum, Integral und Onset der DSC-Aufheizkurven von

Compritol / Octyldodecanol-Bulkmischungen mit steigendem Olanteil

Anteil Octyldodecanol 0% 13,3 % 23,3 % 33,3% 40 %
Peakmaximum [°C] 73,42 70,44 67,29 64,23 63,3
Integral [J/g] 135,59 110,26 100,38 90,67 86,65
Onset [°C] 69,48 66,26 63,47 61,57 57,49
Anteil Octyldodecanol 50 % 60 % 67 % 77 % 87 %
Peakmaximum [°C] 64,89 60,14 57,35 56,34 52,71
Integral [J/g] 41,92 67,74 50,48 36,61 23,6
Onset [°C] 56,6 57,09 54,14 51,31 4541
Tabelle 4-14: Peakmaximum, Integral und Onset der DSC-Kristallisationskurven von

Compritol / Octyldodecanol-Bulkmischungen mit steigendem Olanteil

Anteil Octyldodecanol 0% 13,3 % 23,3 % 33,3% 40 %
Peakmaximum [°C] 65,97 61,49 60,75 59,35 57,77
Integral [J/g] -134,08 -111,04 -98,03 -83,27 -77,09
Onset [°C] 70,24 67,25 64,75 61,88 60,06
Anteil Octyldodecanol 50 % 60 % 67 % 77 % 87 %
Peakmaximum [°C] 53,03 52,88 51,25 47,93 44 47
Integral [J/g] -47,39 -53,78 -42 64 -30,23 -18,53
Onset [°C] 56,2 54,85 53,45 49,75 46,83
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Abbildung 4-25: DSC-Kuhlkurven (links) und anschlieRendes Aufheizen (rechts) von
Octyldodecanol / Compritol-Mischungen mit variierendem Olanteil in %.
100 % entspricht dem reinen Ol. Der Pfeil deutet auf den Schmelzpeak der
energiereicheren Modifikation des Octyldodecanol.

Um die Struktur des Olanteils naher zu untersuchen, wurden die Proben zusatzlich
auf —60 °C abgeklhlt. Abbildung 4-25 zeigt die Abkuhlkurven (links) und
Aufheizkurven (rechts) der hoherkonzentrierten Mischungen. Das Maximum des
Haupt-Kristallisationspeaks von reinem Octyldodecanol konnte mit —49,5°C ermittelt
werden. Eine schwach ausgepragte Polymorphie ist nur bei reinem Ol zu erkennen.
Wahrend des Aufheizens ist ein erster Schmelzprozel3 bei —48 °C zu beobachten
(Pfeil), nach Auskristallisieren dieser Fraktion in einer geordneteren Modifikation,
kommt es zum erneuten Schmelzen des gesamten Ols bei —9,4 °C. Bereits nach
Zumischen von 23 % Compritol tritt nur noch die hoherkristalline Modifikation auf. Auf
eine Zuordnung der Modifikationen des verzweigtkettigen Alkohols wurde im
Rahmen dieser Arbeit verzichtet. Mit abnehmender Olbeladung wird der
Kristallisationspeak deutlich breiter, was auf eine abnehmende Gro3e der 6lhaltigen
Bereiche hinweist. Da jedoch noch ein Kristallisationsprozel3 zu verzeichnen ist
(= Freisetzung von Gitterenergie), missen die Olmolekile auch bei niedriger
Konzentration zumindest noch in kleineren Clustern vorliegen.

Auch das Kiristallisationsverhalten der beschriebenen 60 %igen Linolsdure in
Mischung mit Compritol wurde untersucht. Trotz der komplexeren Zusammensetzung
trat ein definierter Kristallisationspeak mit einem Maximum von -18,4 °C auf, der
Schmelzprozel3 hatte sein Maximum bei -11,5°C. Die Betrachtung der
Aufheizkurven der physikalischen Mischungen in Abbildung 4-26 macht jedoch
deutlich, da’ Compritol und Linolsaure 60 % keine unbegrenzte Mischbarkeit zeigen.
Ab 50 % Olbeladung kommt es zur Aufspaltung des Schmelzpeaks (Pfeil), und damit
zur Ausbildung unterschiedlich zusammengesetzter Bereiche in der Fettmischung.
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Abbildung 4-26: DSC-Aufheizkurven von Linolsaure (60 %)/ Compritol-Mischungen mit
variierendem Olanteil in %.

Es wurden dartber hinaus Bulkmischungen unter Verwendung von Imwitor 900 als
festem Lipid untersucht. Mit Octyldodecanol ergab sich wiederum eine unbegrenzte
Mischbarkeit, die Werte der DSC-Messungen finden sich in Tabelle 4-15 und zeigen
eine lineare Abnahme von Peakmaximum (R =0,990), Onset (R =0,974), und
Schmelzenthalpie (R =0,997) bis zu 70 % Olbeladung. Mit Linolsaure konnten
homogene Mischungen bis zu einer Beladung von 40 % hergestellt werden.

Zusammenfassend liel3 die Untersuchung der Bulkmischungen Octyldodecanol als
vielversprechenden Mischungspartner zur Herstellung von NLC erscheinen, obwohl
aufgrund der chemischen Struktur des verzweigtkettigen Alkohols durchaus keine
ausgezeichnete Mischbarkeit mit den festen Glyceriden vorauszusetzen war.

Tabelle 4-15: Peakmaximum, Integral und Onset der DSC-Schmelzkurven von

Imwitor 900 / Octyldodecanol-Bulkmischungen mit steigendem Olanteil

Anteil Octyldodecanol 0 % 10 % 20 % 30 % 40 %
Peakmaximum [°C] 60,21 59,58 58,72 57,22 55,86
Integral [J/g] 138,2 123,45 113,35 103,03 90,93
Onset [°C] 56,71 55,82 54,78 52,13 47,82
Anteil Octyldodecanol 50 % 60 % 70 %
Peakmaximum [°C] 53,63 52,83 50,80
Integral [J/g] 77,07 72,41 59,17
Onset [°C] 46,44 45,32 44,95
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4.2.2 Charakterisierung von fest-fliissigen Dispersionen

Im nachsten Schritt wurden 15 %ige NLC-Formulierungen mit variierendem Olgehalt
hergestellt. Die gute Mischbarkeit der reinen Komponenten ist zwar eine wichtige
Voraussetzung fur die Herstellung komplex zusammengesetzter, homogener
Lipidnanopartikel, allerdings ist die Ubertragung des Bulk-Verhaltens auf den
Nanometermalistab nur begrenzt moglich. Imwitor 900 ist in Form der Bulkware eine
komplex zusammengesetzte aber homogene Mischung verschiedener Glyceride.
Wie in Kapitel 4.1 jedoch dargelegt, kommt es im Prozel3 der SLN-Herstellung und
Lagerung zumindest zur teilweisen Entmischung der Komponenten. Als Tenside
kamen zunachst Tagat S (2,5 %) und Natriumcholat (0,5 %) zum Einsatz. Die
PartikelgroRenanalytik ergab fur alle Chargen ahnliche Werte. Sie finden sich in
Abbildung 4-27. Lediglich die Nanoemulsion lag im PCS-Durchmesser etwa 20 nm
unter den hergestellten festen Partikeln.

Im Rahmen der Thermoanalyse konnte flr den Schmelzvorgang - wie auch bei den
Bulkmischungen - ein linearer Zusammenhang zwischen zunehmender Olbeladung
und Abnahme von Peakmaximum (R = 0,995) und Enthalpie (R = 0,991) hergestellt
werden (Abbildung 4-28 links und Abbildung 4-29).
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Abbildung 4-27: Ergebnisse der Partikelgrof3enanalytik (LD und PCS) von Compritol-SLN im
Vergleich zu Compritol / Octyldodecanol-NLC verschiedener Olbeladung
und einer Octyldodecanol-Nanoemulsion, gemessen an Tagl nach
Herstellung
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Abbildung 4-28: DSC-Aufheizkurven (links) und Kristallisationskurven (rechts) von
Compritol-SLN (0 %), Comepritol / Octyldodecanol-NLC mit variierendem
Olanteil und einer Octyldodecanol-Nanoemulsion (100 %)

Die Onsettemperatur sank bis zu einer Olbeladung von 33,3 % ebenfalls linear
(R =0,999), blieb dann jedoch relativ konstant bei ca. 50 °C. Wie auch Jenning
bereits bezuglich seiner Miglyol / Compritol-Mischungen beobachten konnte, sinkt
der Onset mit einer Steigung der Regressionsgeraden von —0,54 °C/% wesentlich
starker ab als das Peakmaximum (-0,225 °C/%). Folglich kann auch hier auf eine
zunehmende Heterogenitat der kristallographischen Zusammensetzung der Partikel
geschlossen werden. Es kommt zur Bildung von o&lreichen und &larmen
Lipidfraktionen. Der Kiristallisationsgrad berechnet auf den Compritolgehalt der
Partikel veranderte sich durch einen Olzusatz bis 50 % nicht. Werden SLN gleich
100 % Kiristallinitat gesetzt, ergaben sich fur die NLC Werte von 106 %, 104 %,
102 % und 101 % (Daten geordnet nach steigender Olbeladung von 13 % bis 50 %).
Fur 60 % Olbeladung konnte dagegen ein Wert von lediglich 80 % ermittelt werden,
d. h. die Glyceride des Compritol wurden hier am vollstandigen Auskristallisieren
gehindert.
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Der Kristallisationsprozel3 (Abbildung 4-28 rechts) verlief ebenfalls mit linearer
Abnahme des Peakmaximums (R =0,998), der Enthalpie (R =0,996) und des
Onsets (R =0,999) bei zunehmender Olbeladung. Onset und Maximum nahmen hier
jedoch gleichmafiig ab (Steigung der Regressionsgeraden bei beiden = —0,29 °C/%).
Bei der Arbeit mit dlhaltigen Lipidnanopartikeln stellt sich — vor allem bei hoher
Beladung — immer wieder die Frage, ob das flissige Lipid tatséchlich in die
Lipidpartikel integriert wird, oder ob neben den festen Partikeln eventuell eine
Nanoemulsion gebildet Bisher existieren, wie bereits diskutiert,
widersprichliche Aussagen zu diesem Thema. Zur Zeit werden von Jores et al. mit
Hilfe von ESR und NMR nahere Untersuchungen durchgefuhrt, die eine weitere
Aufklarung dieser Frage erwarten lassen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher auf
analoge Messungen verzichtet. Die Tatsache, daR es bei steigender Olbeladung
wahrend des Aufheizprozesses zu einer linearen Abnahme von Peakmaximum und
Onset kommt, deutet jedoch auf eine entsprechend gestiegene Assoziation des Ols
mit dem festen Lipid hin. Um auszuschlie3en, dafl3 es wahrend des Aufheizens der
Probe in der DSC-Kammer zu einer Artefaktbildung und Verfalschung der Probe
kommt, wurde eine 50 %ige NLC-Formulierung hergestellt und deren
thermoanalytisches Verhalten mit dem einer 50 %igen Mischung der Nanoemulsion
und der reinen Compritol-SLN verglichen. Zusammensetzung und Gehalt beider
DSC-Proben waren somit identisch, so daf3 Unterschiede nur auf einen variierenden
Aufbau der Dispersion zurtickgefuihrt werden konnten. Abbildung 4-30 zeigt die
Ergebnisse der beiden Messungen sowie als weiteren Vergleich die Kurve der reinen
Compritol-SLN.

wird.

-------- Compritol-SLN
Compritol-Octyldodecanol-NLC 50 %
—— Mischung SLN / Nanoemulsion 50:50

.

]

]
1
’

]
\
[
)
)
[}
\)

-

exotherm - Enthalpie - endotherm

N
o

S~

.
]
]
'
]
.
)
]
’
1
'
]
1
’
'
g

30 40 50 60 70 80 90
Temperatur [°C]

Abbildung 4-30:

Gegenuberstellung
der DSC-Kurven
von SLN, NLC mit
50 %iger Beladung
und einer 50:50
Mischung von SLN
und Nanoemulsion
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Es ist deutlich zu erkennen, daf3 bei Vorliegen einer Nanoemulsion neben o6lfreien
SLN-Partikeln das Peakmaximum im Vergleich zu den reinen Compritol-SLN kaum
beeinflut wird (69,4 °C gegen 69,9 °C), und nur die NLC-Formulierung eine starke
Abnahme zeigt (60,3 °C). Zwar nimmt die Onsettemperatur der Compritol-SLN
(67,4 °C) durch Zumischen der Nanoemulsion erheblich ab (62,2 °C), jedoch ist
diese Abnahme langst nicht so ausgepragt wie bei Vermessen der NLC-
Formulierung (49,0 °C).

Auch die Struktur des Octyldodecanols als flissige Komponente wurde verglichen. In
Abbildung 4-31 sind die Kristallisationskurven von NLC, 50 %iger Mischung und
Nanoemulsion abgebildet. Wahrend in diesem Fall das Peakmaximum der
Kristallisation  weniger variiert, kann eine deutliche Verringerung der
Kristallisationsenthalpie des Ols in NLC gegeniiber der Nanoemulsion und der
physikalischen 50:50 Mischung beobachtet werden. Demzufolge liegen die Molektile
des Ols zwar innerhalb der NLC in Verbanden vor, so daR eine Gitterbildung moglich
ist, diese Verbande missen aber deutlich kleiner sein als innerhalb der
Nanoemulsionstropfen, da die freiwerdende Gitterenergie wesentlich geringer ist.

Die Ergebnisse zeigen eindeutig, dal? zumindest ein GroRteil des Ols in die Partikel
integriert sein muR. Ob in diesem Fall eher das Modell nach Zimmermann (Ol im
Randbereich) oder Jenning (Ol im Inneren) zutreffend ist, wird in Kapitel 4.26 anhand
der Arzneistofffreisetzung diskutiert.

Compritol-Octyldodecanol-NLC 50 %
—— Mischung SLN/Nanoemulsion 50 %
--------- Octyldodecanol-Nanoemulsion

Enthalpie - exotherm

-52 -50 -48 -46 -44 -42 -40 -38 -36
Temperatur [°C]

Abbildung 4-31: Gegenulberstellung der DSC-Abkuhlkurven von einer Octyldodecanol-
Nanoemulsion, NLC mit 50 %iger Beladung und einer 50:50 Mischung von
SLN und Nanoemulsion
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Abbildung 4-32: An Tag 1 nach Herstellung aufgenommene Rdntgendiffraktogramme von
Compritol-SLN (0 %), Compritol / Octyldodecanol-NLC mit variierendem
Olanteil und einer Octyldodecanol-Nanoemulsion (100 %) (Pfeil = leichter
Bi-Reflex bei d = 0,46)

Durch Rontgendiffraktometrie sollte der EinfluR der Olbeladung auf die
Kristallmodifikation des Compritols untersucht werden. Wie in Abbildung 4-32
deutlich erkennbar, ist dieser EinfluR sehr gering. Alle Spektren der Nanopartikel-
Dispersionen zeigen die fur die p’-Modifikation charakteristischen Reflexe bei
d =0,38 und 0,42, die Nanoemulsion als Vergleich zeigt keine Kristallinitat. Die von
Jenning beobachtete verstarkte Bildung des Bi-Polymorphs ist hier wenn Gberhaupt
nur sehr schwach ausgepragt (s. Pfeil). Die Intensitdtsabnahme der Reflexe im
Nahwinkelbereich sowie ihre Verbreiterung deutet darauf hin, dal3 die
Schichtenanordnung der Glyceride innerhalb der Partikel durch die zunehmende
Olbeladung gestort wird.

Da die Wahl des eingesetzten Tensids einen grofR3en Einflu? auf die Kristallstruktur
der SLN hatte, sollte dieser Parameter auch fur die NLC-Partikel untersucht werden.
Dazu wurden zwei weitere Formulierungen mit jeweils 15 % Gehalt an Gesamtlipid
und 33,3 % Olbeladung hergestellt. Diese Konzentration an Octyldodecanol wurde
gewahlt, da hier das Ol bereits in ausreichender Konzentration vorliegt, um groRere
Cluster zu bilden (NLC Typ IllI) und eine Erh6hung der Beladungskapazitat mit
Arzneistoff zu ermoglichen. Eine hthere Konzentration an Ol wurde vermieden, da
nur bei Uberwiegendem Anteil an festem Lipid mit einem Einflud von
Modifikationsumwandlungen auf die Freisetzung gerechnet werden kann.
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Tabelle 4-16: Ergebnisse der PartikelgréRenanalytik (PCS und LD) sowie Zetapotentiale
unterschiedlich stabilisierter Compritol / Octyldodecanol-NLC (33 %) an
Tag 1 nach Herstellung (Gesamtlipidgehalt: 15 %)

PCS Laserdiffraktometrie [um] ZP [mV]
mittl. @ [nm] Pl LD 50 LD 90 LD 95
Miranol Ultra 1,5 % 222.3 0,22 | 0,115 0,332 0,384 -46,3
Tagat S 2,5 % + 210,0 0,25 | 0,108 0,218 0,276 -46,6
Natriumcholat 0,5 %
Poloxamer 188 2,5 % + 265,7 0,20 | 0,178 0,429 0,503 -28,0
Natriumcholat 0,125 %

Tabelle 4-16 enthalt die verwendeten Stabilisatoren, die Ergebnisse der
Partikelgro3enanalytik sowie die Zetapotentialwerte bei pH 6,4. Wahrend die
Miranol- und Tagat S-stabilisierten Chargen ahnliche Grole und Oberflachenladung
aufweisen, besitzt die Poloxamer-stabilisierte Charge einen hoheren mittleren
Durchmesser und aufgrund der niedrigen Konzentration an ionogenem Tensid ein
geringeres, wenn auch zur Stabilisierung ausreichendes Zetapotential.

Abbildung 4-33 enthalt die DSC-Aufheizkurven (links) und Rdntgenspektren (rechts)
der drei Formulierungen. Wéahrend alle drei Proben laut Rontgendiffraktometrie in der
gleichen Modifikation vorliegen, erkennt man in den Aufheizkurven deutliche
Unterschiede. Die Miranol-stabilisierte Charge zeigt eine Aufspaltung des
Schmelzpeaks, was auf eine starke Entmischung der Lipide hinweist. Poloxamer-
und Tagat-stabilisierte Proben zeigen ahnliche, homogene Kurven, jedoch ist die
Reflexintensitat der Tagat / Natriumcholat-Probe im Rontgendiffraktogramm durch
geringere Seitenkettenkristallinitat deutlich erniedrigt. Diese Tensidmischung scheint
also auch die Kristallstruktur des monoglyceridarmeren Compritol zu beeinflussen.
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Abbildung 4-33: DSC-Aufheizkurven (links) und Rontgenstreukurven (rechts)
unterschiedlich stabilisierter Compritol / Octyldodecanol-NLC an Tag 1
nach Herstellung
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4.2.3 Charakterisierung nach Arzneistoffinkorporation

In die drei beschriebenen Rezepturen wurde jeweils 1 % Cyclosporin A eingearbeitet,
wobei der Anteil an Octyldodecanol entsprechend gesenkt wurde. Die
Formulierungen enthielten folglich 10 % Compritol und 4 % Octyldodecanol bezogen
auf den Gesamtansatz. Die Arzneistoffbeladung entsprach mit 6,7 % bezogen auf die
Lipidphase genau derjenigen, die auch fir die 15 %igen Compritol-SLN in
Kapitel 4.1.7 gewahlt wurde. Die Poloxamer / Natriumcholat-Charge ist dartber
hinaus identisch stabilisiert, so daf3 ein direkter Vergleich von SLN und NLC méglich
wird (Poloxamer 188 2,5 %, Natriumcholat 0,125 %).

Abbildung 4-34 enthalt die ermittelten GréRen der drei NLC-Formulierungen im
Vergleich. Sowohl untereinander als auch zu den entsprechenden arzneistofffreien
Chargen sind keine wesentlichen Unterschiede zu erkennen, die Tagat-Formulierung
hat auch hier den geringsten Durchmesser. Die Bestimmung der Oberflachenladung
mittels Zetapotential ergab dagegen fur alle Proben eine deutliche Absenkung
gegenuber den arzneistofffreien Chargen. Der pH aller NLC-Formulierungen lag
zwischen 6 und 7, gemessen wurde daher bei pH 6,5. Die Werte wurden mit
-35,7 mV (Miranol), -25,9 mV (Tagat) und —-18,6 mV (Poloxamer 188) ermittelt, so
daR’ die Abnahme bei allen mindestens 10 mV betrug. Cyclosporin A scheint somit
die Anlagerung der ionischen Tenside (Miranol, Natriumcholat) an die
Partikeloberflache zu verringern oder deren negative Ladung zu kompensieren.
Besonders ausgepragt ist die Abnahme bei der Tagat/ Natriumcholat-Rezeptur
(>20 mV), welche das negativ geladene Natriumcholat in hdherer Konzentration
enthielt. Dennoch kann aufgrund dieser Werte nicht auf eine mangelnde Stabilitat
geschlossen werden, da die Stabilisierung der geringer geladenen Formulierungen
hauptsachlich auf sterischem Weg erfolgt.
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Miranol Tagat+ Poloxamer
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Abbildung 4-34: PartikelgroRen (LD und PCS) von unterschiedlich stabilisierten,
Cyclosporin A-haltigen NLC-Formulierungen an Tag 1 nach Herstellung
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Einarbeitung von Cyclosporin in NLC-Partikel fihrte zu keiner wesentlichen
Veranderung der Kristallstruktur (Abbildung 4-35, rechts). Auch hier war die
Seitenkettenkristallinitat der Lipide in der Tagat-Formulierung herabgesetzt.

Wie in Abbildung 4-35 (links, 2. Kurve von unten) dargestellt, liel3 eine weitere
Erhdhung der Tensidkonzentrationen auf 5% Tagat und 1 % Natriumcholat die
Kristallinitat noch weiter sinken, die Schmelzenthalpie nahm hier von 10,7 J/ g auf
9,0J/g ab. Das Schmelzverhalten war - wie auch bei Miranol-Stabilisierung -
besonders heterogen und gepragt durch das Auftreten von Schultern.

Die Tensidmischung Poloxamer 188 2,5 % und Natriumcholat 0,125 % erwies sich
aufgrund ihres homogenen Schmelzverhaltens und ausgepragter Reflexintensitat im
Rontgendiffraktogramm als besonders geeignet (jeweils untere Kurven in Abbildung
4-35). Die Partikel sind von fester Struktur, die Glyceride zeigen ausgepragte
Seitenkettenkristallinitat. Ein Schutz inkorporierter Fremdmolekile ware folglich zu
erwarten. Dariiber hinaus scheint die Olfraktion hier im Vergleich zu den anders
stabilisierten Partikeln in einer homogeneren Mischung mit den festen Lipiden
vorzuliegen. Eine vollstandige Phasentrennung kann anhand der Datenlage
ausgeschlossen werden, eine Inkorporation der Olphase ist in diesem Fall am
wahrscheinlichsten.
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Abbildung 4-35: DSC-Aufheizkurven (links) und Rontgenstreukurven (rechts) unterschiedlich
stabilisierter Cyclosporin / Compritol / Octyldodecanol-NLC an Tag 1 nach
Herstellung (Gesamtlipidgehalt jeweils 15 %, eingesetzte Tenside:
Miranol Ultra 1,5 % (Miranol), Tagat S 2,5 % + Natriumchol. 0,5 % (Tagat),
Tagat S5 % + Natriumcholat 1 % (Tagat x 2), Poloxamer 188 2,5% +
Natriumcholat 0,125 % (Poloxamer))
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Der Gehalt der Formulierung betrug 104 + 2,2 % (n = 3). Dieser Wert von tber 100 %
kann auf die hohere Produktionstemperatur der Compritol-Chargen von 90 °C im
diskontinuierlichen Betrieb zurtickgefuhrt werden.

Zwischen den drei Produktionszyklen muf3 die Charge dabei erneut auf diese
Temperatur gebracht werden, da es in den nur unvollstandig beheizbaren Teilen des
Micron LAB40 zur Abkihlung der Formulierung kommt. Trotz Abdecken des
Becherglases ist hier ein hoherer Wasserverlust nicht zu vermeiden. Eine
Abscheidung des Lipid/ Arzneistoff-Gemisches an Homogenisatorteilen scheint
dagegen bei dieser Temperatur und nach Olzusatz nicht aufzutreten.

Direkt nach Herstellung konnten bei allen Chargen unter dem Polarisationsmikroskop
keine Cyclosporin-Kristalle detektiert werden.

4.2.4 Untersuchung der Langzeitstabilitat

Drei Fragestellungen sollten durch Untersuchung der Langzeitstabilitat beantwortet
werden:

1.) Verandert der Zusatz einen flissigen Lipids die GrofRenstabilitat?

2.) Wird durch Olzusatz die Modifikationsumwandlung des Lipids wahrend der
Lagerung beeinfluf3t?

3.) Kann durch Olzusatz die Verdrangung des Arzneistoffes Cyclosporin A aus
den Partikeln verhindert werden?

Zu diesem Zweck wurden die Proben lber eine Zeitraum von bis zu 3 Jahren bei
Raumtemperatur unter LichtausschluR in 20 mL Glasvials gelagert und in
regelmaligen Abstanden mittels LD, PCS, DSC, Rontgendiffraktometrie und
Polarisationsmikroskopie untersucht.

Die aufgrund ihrer kristallographischen Eigenschaften bevorzugte Poloxamer-
stabilisierte Charge wurde zusatzlich bei 4 °C und 40 °C gelagert.
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4.2.4.1 Partikelgrofie

Sowohl die arzneistofffreien als auch die arzneistoffhaltigen Chargen zeigten bei
Raumtemperatur eine ausgezeichnete Lagerstabilitdt. Viele wiesen nach drei Jahren
bei Raumtemperatur nur ein minimales Grofienwachstum und keine
Aggregationstendenzen auf.

Abbildung 4-36 enthalt zunédchst die LD 95 Werte der arzneistofffreien,
Tagat / Natriumcholat-stabilisierten Chargen mit unterschiedlicher Olbeladung im
Vergleich, Tabelle 4-17 die dazugehérigen PCS-Werte.
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Abbildung 4-36: GroRRenstabilitit der Tagat/ Natriumcholat-stabilisierten  Nanopartikel
anhand der LD 95-Durchmesser an Tag 1 und nach 3 Jahren Lagerung
(zahl in Probennamen = Octyldodecanol-Anteil in %, NE = Nanoemulsion)

Tabelle 4-17: PCS-Werte (mittlerer Durchmesser und PI) Tagat/ Natriumcholat-
stabilisierter Nanopartikel an Tag 1 und nach 3 Jahren Lagerung
(NE = Nanoemulsion)

SLN NLC 13 % NLC 23 % NLC 33 %
Tagl PCS mittl. @ [nm] 198,7 201,9 199,5 203,3
Pl 0,225 0,270 0,239 0,257
3 Jahre PCS mittl. @ [nm] 213,3 217,7 198,2 212,0
Pl 0,325 0,274 0,307 0,172
NLC 50 % NLC 60 % NE
Tag 1 PCS mittl. @ [nm] 201,9 200,5 178,5
Pl 0,238 0,229 0,132
3 Jahre |PCS mittl. @ [nm] 2245 221,5 202,6
Pl 0,151 0,144 0,152
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Die Zunahme der PCS-Durchmesser liegt bei allen Chargen unter 25 nm, der gegen
Aggregation empfindliche LD 95 Wert ist bei keiner Probe in den Mikrometerbereich
verschoben. Diese hohe Stabilitat findet sich auch bei Miranol-Stabilisierung, der
LD 95 betrug nach 3 Jahren 0,44 um. Die Poloxamer / Natriumcholat-Charge zeigt
auch eine ausreichende Stabilitdt von mehr als einem Jahr (LD 95 = 0,83 um), ist
jedoch anfallig gegen Aggregation und Gelbildung. Dies a3t sich durch den
verminderten Gehalt an Natriumcholat als ionischem Emulgator erklaren. Detaillierte
Studien von Freitas et al. an Poloxamer-stabilisierten Compritol-SLN beschreiben
den EinfluB von Licht, Sauerstoff, Elektrolyten und Lagertemperatur auf die
Langzeitstabilitat [7, 70, 180, 181]. Diese war u. a. davon abhangig, dal3 die durch
Veranderung der Kristallstruktur und -form entstehenden neuen Oberflachen schnell
von Tensidmolekilen besetzt werden, da es sonst zu Aggregation und Gelbildung
kommt. Natriumcholat spielt bei diesem Prozel eine wesentliche Rolle.

Da die hier untersuchten Proben zwar in silanisierten Glasvials unter Lichtausschluf3,
nicht aber unter Stickstoff gelagert wurden und aufl3erdem bei Probenziehung
wiederholt Scherkréften ausgesetzt waren, konnte die Stabilitat bei optimierter
Lagerung voraussichtlich weiter gesteigert werden.

Auch die arzneistoffhaltigen Chargen zeigten eine gute Langzeitstabilitat, wobei sich
Miranol-Stabilisierung als besonders geeignet erwies. Tabelle 4-18 enthalt die Werte
der GrolBenmessungen im Vergleich. Verwendung von Poloxamer ergab bei
Raumtemperatur eine Stabilitdt von mindestens 6 Monaten, Lagerung bei 40 °C und
4 °C fuhrte jedoch zu Gelbildung innerhalb der ersten Woche. Zu betonen ist jedoch,
daR die analog zusammengesetzte Cyclosporin-SLN-Formulierung auch bei
Raumtemperatur bereits nach einer Woche ein Gel bildete, so dal3 der Ersatz eines
Teils des Compritols durch Octyldodecanol hier zur Verbesserung der
GroRenstabilitat fuhrte.

Tabelle 4-18: Ergebnisse der PartikelgroRenanalytik (PCS und LD) unterschiedlich
stabilisierter, Cyclosporin A-haltiger NLC (Lipidgehalt 15 %) im Vergleich

PCS Laserdiffraktometrie [um]

mittl. @ [nm] | PI LD50 | LD90 | LD 95

Miranol ultra 1,5 % Tag 1 235,2 0,20 | 0,270 | 0,392 | 0,438
3 Jahre 272,3 0,29 | 0,294 | 0,480 | 0,534

Tagat S 2,5 %+ Na-cholat 0,5 % Tag 1 265,7 0,20 | 0,108 | 0,248 | 0,330
3 Jahre 423,1 0,28 | 0,260 | 1,624 | 1,913

Polox. 188 2,5 % + Na-cholat 0,125 % Tag 1 243,7 0,24 | 0,186 | 0,424 | 0,495
6 Monate 241,4 0,21 | 0,145 | 0,372 | 0,461
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4.2.4.2 Thermoanalyse und Untersuchung der Kristallstruktur

Betrachtet man zuerst die arzneistofffreien Chargen nach 3 Jahren wird deutlich, daf3
bei Olzusatz groRere Veranderungen auftreten als in der reinen SLN-Formulierung.
Abbildung 4-37 enthalt die Streumuster der Tagat/ Natriumcholat-stabilisierten
Chargen nach 3 Jahren, Abbildung 4-32 die entsprechenden Muster an Tag 1. Vor
allem bei niedrigerem Olzusatz kann man die Entstehung des fiir die Bi-Modifikation
charakteristischen Reflexes erkennen (s. Pfeil). Die SLN-Charge zeigt sich dagegen
nahezu unverédndert (unteres Streumuster). Die in Tabelle 4-19 enthaltenen Werte
der Thermoanalyse an Tag 1 und nach 3 Jahren belegen ebenfalls, dal3 es in den
Olhaltigen Partikeln zu Veranderungen kommt, die durch Aufspaltung der
Schmelzpeaks gekennzeichnet sind. Bis 50 % Olbeladung liegt das erste Maximum
bei Temperaturen von 60 - 63 °C, das zweite zwischen 67 und 69 °C. Dies kdnnte
darauf hinweisen, dal? es wahrend der Lagerung innerhalb der Partikel zu
Entmischungen kommt und sich Olreiche Areale von 6larmen, hoher kristallinen
(Bi-Reflex im Rontgenspektrum) abgrenzen. Die hohere Beweglichkeit der Glyceride
des Compritol in den 6lhaltigen Partikeln scheint dabei deren Umwandlung in eine
Modifikation héherer Ordnung zu foérdern, ein Phdnomen, das u. a. auch schon von
Jenning beschrieben wurde.
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Abbildung 4-37: Nach drei Jahren Lagerung aufgenommene RoOntgendiffraktogramme von
Tagat / Natriumcholat-stabilisierten  Compritol-SLN (0 %), NLC mit
variierendem Olanteil und einer Octyldodecanol-Nanoemulsion (100 %)
(Pfeil = Bi-Reflex bei d = 0,46), die generelle Abnahme der Reflexintensitat
mit steigendem Olgehalt ist auf die quantitative Abnahme der festen
Lipidfraktion zurtickzufiihren
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Tabelle 4-19: Vergleichende Ergebnisse der DSC-Thermoanalyse von
Tagat / Natriumcholat-stabilisierten ~ Compritol-SLN ~ und NLC  mit
variierendem  Octyldodecanol-Anteil, Werte in Klammern stellen
Sekundarmaxima dar

SLN NLC 13 % NLC 23 %
Tagl 3 Jahre Tagl 3 Jahre Tagl 3 Jahre
Peakmaximum [°C] 69,79 70,69 67,92 (63,32) 66,11 (62,08)
68,20 67,47
Integral [J/g] 19,14 21,74 17,59 19,14 15,34 16,80
Onset [°C] 67,67 64,17 60,72 61,12 54,64 53,40
NLC 33 % NLC 50 % NLC 60 %
Tagl 3 Jahre Tagl 3 Jahre Tagl 3 Jahre
Peakmaximum [°C] 63,04 61,0 59,54 60,19 56,64 56,49
(68,9) (67,1) (64,41)
Integral [J/g] 13,07 14,79 9,63 8,37 6,12 5,86
Onset [°C] 50,14 53,49 49,26 52,07 50,48 51,15

Die hohere Ordnung drtckt sich auch durch die gestiegene Schmelzenthalpie, sowie
die intensiveren Reflexe im Nahwinkelbereich aus. Die fir eine lamellare Anordnung
der Lipide charakteristische Periodizitat ist bei den SLN wesentlich schwacher
ausgepragt.

Wahrend Miranol-Stabilisierung zu einem ahnlichen Spektrum mit schwachem Reflex
bei 0,46 bereits nach 4 Wochen fuhrt, zeigt die Poloxamer-stabilisierte Charge die
geringste Veranderung (s. auch Abbildung 4-40 Mitte). Dies konnte darauf
zuruckzufihren sein, dal3 das Blockpolymer am wenigsten mit den Partikel-Lipiden
der Oberflache interagiert. Dies stimmt mit den Beobachtungen von Bunjes uberein,
die eine schnelle Umwandlung bei Verwendung solche Tenside annimmt, die mit den
Glyceriden aufgrund &hnlicher Struktur interagieren und so von der Grenzflache her
einen ordnenden Effekt als Kristallisationskeim ausiben. Dafld der Einflu3 der
verwendeten Tenside auf die Modifikationsumwandlung dermal3en ausgepragt ist,
begrindet sie u.a. damit, daf’ die Glyceride in der Grenzflache die hdchste Energie
besitzen und leichter beweglich sind. So kann von ihnen die bendtigte
Konformationsanderung leichter vollzogen werden [63].

Die Annahme, daR durch den Zusatz eines flissigen Lipids die
Modifikationsumwandlung der kristallinen Glyceride verhindert werden kann, hat sich
fur die arzneistofffreien Proben also nicht bestatigt. Es kommt vielmehr wahrend der
Lagerung zu einer Phasenseparation verbunden mit starkerer polymorpher
Transformation des festen Anteils aufgrund der hoheren Beweglichkeit der Molekiile.
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Abbildung 4-38: Veranderung der Rontgenstreumuster von Cyclosporin A-haltigen NLC
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Nach Einarbeitung von Cyclosporin A sind die Unterschiede im Kristallaufbau der
Partikel noch wesentlich ausgepragter. Abbildung 4-38 zeigt die Streumuster der mit
Tagat (oben) und Miranol (unten) stabilisierten Systeme an Tag 1 im Vergleich zu
denen nach einem und drei Jahren Lagerung.

Man erkennt deutlich die starkere Umwandlung bei Verwendung von Miranol. Das
Peakmaximum der DSC-Aufheizkurve dieser Charge hat sich entsprechend von
60,9 °C auf 67,5 °C verschoben. In der Probe mit Tagat S und Natriumcholat
Uberlagern sich dagegen - wie auch bei der arzneistofffreien — zwei
Schmelzprozesse mit einem Peakmaximum bei 61,5 und einem bei 70,6 °C, was
wiederum auf eine Separation der Lipide im Partikel hindeutet.

Untersuchung der beiden Chargen mittels Polarisationsmikroskopie zeigte bereits
nach 3 Monaten erste Cyclosporin-Kristalle. Dies Uberraschte insofern, als zu diesem
Zeitpunkt zumindest bei Tagat S-Stabilisierung noch keine Modifikationsumwandlung
im Rontgenspektrum erkennbar war. Aufklarung bringt jedoch eine Analyse der DSC-
Messungen. An Tag 84 ist bereits eine Verschiebung des Maximums von 63,0 °C auf
67,4 °C aufgetreten (Miranol: 67,2 °C).

Die Umlagerung innerhalb der Partikel scheint also zundchst nicht zu einer
Modifikationsumwandlung aber dennoch zur Ausscheidung des Arzneistoffs zu
fuhren. Eventuell wird in einem ersten Schritt das arzneistoffreiche Octyldodecanol in
die Randbereiche der Partikel ausgelagert, wo es im Kontakt mit der Wasserphase
leichter zum Auskristallisieren des Wirkstoffs kommen kann. Dieser Prozel3 vollzieht
sich wesentlich schneller als die polymorphe Transformation der Glycerolbehenate
des Compritol.

Untermauert wird diese These durch Betrachtung der Aufheizkurven der Poloxamer-
stabilisierten Probe. Deren Schmelzverhalten erfahrt innerhalb der ersten 6 Monate
Uberhaupt keine Veranderung (Abbildung 4-39, oben), und auch nach einem Jahr ist
das Peakmaximum lediglich um 2,5°C angestiegen, Schulterbildung oder
Peakaufspaltung sind nicht zu erkennen, die Enthalpie des Schmelzvorganges ist
konstant geblieben (11,8 bzw. 11,6 J/g).
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Analyse des Streumusters (unten) fihrt zu &hnlichen Ergebnissen wir die der
anderen Chargen mit leichter Bildung der Bi-Modifikation (s. Pfeil). Sollte in erster
Linie die Umlagerung der Lipidfraktionen im Partikel fir den Arzneistoffausstol3
verantwortlich sein, dirften sich hier keine Cyclosporin-Kristalle finden lassen.
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Abbildung 4-39: DSC-Aufheizkurven mit Peakmaxima (oben) und ROntgenstreukurven

108

(unten) von Poloxamer / Natriumcholat-stabilisierten,

Cyclosporin A-

haltigen NLC Uber einen Lagerzeitraum von 1 Jahr (Pfeil = pBi-Reflex bei

d = 0,46)
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Dies konnte auch bestatigt werden. Nach 6 Monaten waren weder in den fllssigen,
bei Raumtemperatur gelagerten, noch in den im Kuhlschrank gelierten Proben NLC
Kristalle zu entdecken (n=3). Nach einem Jahr fuhrte auch Lagerung bei
Raumtemperatur zur Gelbildung, Kristalle waren dennoch nicht zu erkennen. Es
kann also gefolgert werden, dal3 eine moglichst geringe Wechselwirkung der Tenside
mit den aul3eren Schichten der Partikel zur Stabilisierung des Aufbaus beitragt.
Besonders interessant war in diesem Zusammenhang der Vergleich der Olfreien,
identisch stabilisierten Cyclosporin A-SLN-Charge aus Kapitel 4.1.6 mit der soeben
charakterisierten, analogen NLC-Probe. Die SLN-Formulierung zeigte wie bereits
beschrieben nach kurzer Lagerzeit Verdnderungen der Kristallstruktur und
Ausscheidung des Wirkstoffs, so dal3 nicht nur die Stabilitdt der Partikelgrof3e durch
Octyldodecanol verbessert wurde sondern auch die der Kristallstruktur.

Gleichzeitig konnte eine erhohte Inkorporierungsrate erreicht und ein
Arzneistoffausschluf? verzdgert werden. Die Streumuster der Partikel sind im
Vergleich in Abbildung 4-40 abgebildet. Man erkennt deutlich, dal3 die
ausschlieliche Einarbeitung des Fremdmolekils Cyclosporin A in die reine
Compritolmatrix zu starken und schnell einsetzenden polymorphen Transformationen
in Richtung trikliner B-Modifikation fiihrt (untere Streukurve).

NLC mit CsA - 6 Monate

NLC ohne CsA - 6 Monate

Intensitat / Zahlrate

SLN mit CsA - 3 Monate

0 5 10 15 20 25 30
2 Theta

Abbildung 4-40: Vergleich der Rontgendiffraktogramme unterschiedlich zusammengesetzter
15 %iger Lipidnanopartikel auf Basis von Compritol mit identischer
Stabilisierung durch Poloxamer 188 2,5 % und Natriumcholat 0,125 %
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Die Ldslichkeit von Cyclosporin in Compritol ist bei der hier vorliegenden 6,7 %igen
Beladung bereits Uberschritten. Auskristallisierender Arzneistoff scheint dann als
Keim fur das Lipid zu dienen. Ausschlief3liche Einarbeitung von Octyldodecanol flihrt
Uber 6 Monate zu keiner Veranderung (Mitte) gegentber Tag 1.

Wird die Loslichkeit des Arzneistoffes in der Matrix durch Zusatz von Octyldodecanol
erhoht, kommt es wie beschrieben - im Gegensatz zu reinen Cyclosporin A-SLN - nur
zu geringfugigen Veranderungen wahrend der Lagerung (oben).

Durch Wahl der geeigneten Tensidkombination und Zusatz von flissigem Lipid war
es folglich mdglich, die Arzneistoffbeladung zu erh6hen und den Ausstol3 von
Cyclosporin A zu verhindern. Es stellte sich nun die Frage, ob bei der beschriebenen
NLC-Dispersion durch Trocknung in dinner Schicht eine Modifikationsumwandlung
herbeigefuhrt werden kann, da dies bei postulierter Mischung von fllissiger und fester
Komponente im Partikel flr eine verstarkte Freisetzung des Arzneistoffs von Vorteil
sein mufdte.

4.2.5 Trocknungsverhalten

Die mit Poloxamer / Natriumcholat stabilisierten Cyclosporin-NLC wurden analog den
SLN in dinner Schicht bei 32 °C getrocknet.

Abbildung 4-41 zeigt oben die erhaltenen DSC-Aufheizkurven, die zugehorigen
MelRwerte finden sich in Tabelle 4-20.

Im Gegensatz zur 6lfreien Charge steigt das Peakmaximum der trocknenden NLC
nur geringfigig an (62,3 auf 64,7 °C). Man erkennt jedoch deutlich, dal3 es zur
Ausbildung unterschiedlich zusammengesetzter Strukturen kommt, deren
Schmelzprozesse sich Uberlagern. Wahrend fir den ersten Schmelzpeak bei
45-50 °C das auskristallisierende Poloxamer 188 verantwortlich ist, und der zweite
und grodte Schmelzprozel3 durch die Compritol / Octyldodecanol-Mischung
hervorgerufen wird, kann nach 24 Stunden ein weiteres Maximum bei 71,1 °C
ausgemacht werden (Pfeil). Dieses kann auf hoherkristalline Bereiche des
Compritols zurtickgefuihrt werden vergleichbar denen der reinen SLN mit
Peakmaximum bei 71,3 °C nach 24 Stunden Trocknung.
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Abbildung 4-41: DSC-Schmelzkurven (links) und Rontgenstreumuster (rechts) des
Trocknungsprozesses von Cyclosporin A-haltigen NLC (Erklarung der
Pfeile s. Text)

Die Rontgendiffraktogramme in Abbildung 4-41 (unten) belegen die Umwandlung
zumindest von Fraktionen der Compritolglyceride von der vorher bestehenden
orthorhombischen p’-Modifikation hin zur Bi-Modifikation bereits nach 2 Stunden
Trocknung. Nach 24 Stunden ist der Reflex bei d =0,415-0,42 schon wesentlich
schwécher ausgepragt als die Reflexe bei 0,465 und 0,38-0,39 (Pfeile), so dal?3 auf
einen zunehmenden Anteil an trikliner B-Modifikation geschlossen werden kann. Die
erhaltenen Reflexe sind im Weitwinkelbereich intensiver als die der SLN,
Octyldodecanol ermdglicht also auch wéahrend des Trocknungsprozesses eine
bessere Anordnung der Fettsaureseitenketten.

Tabelle 4-20: Vor, wahrend und nach der Trocknung erhaltene Werte fir Peakmaximum
und Onset des Schmelzvorganges Cyclosporin A-haltiger NLC

vor Trocknung| nach1h nach2h |nach 24 h
Cyclosporin- |Onset [°C] 47,95 42,66 43,15 48,11
NLC 58,09 58,50 57,96
(Poloxamer / | Peakmax. [°C] 62,33 46,59 47,41 50,61
Natriumchol.) 63,16 64,37 64,68
71,08
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Im Nahwinkelbereich ist die starke Zunahme der periodischen Reflexe erneut
offensichtlich, die erhaltenen Streuvektoren unterscheiden sich nicht wesentlich von
denen der SLN-Charge. Der Netzebenenabstand betrdgt nach der Trocknung
d = 61,2 A gegeniiber 62,8 A bei den SLN. Die Werte fiir d; (Dicke polarer Kopf) und
d, (Dicke Alkylketten) weichen jeweils nur um 2 A voneinander ab.

Die lamellare Anordnung der Lipide nimmt demzufolge auch hier wahrend des
Trocknungsprozesses zu, was zum grof3en Teil durch die bei Wasserverdunstung
auftretende Aggregation und Filmbildung erklart werden kann. Die Anzahl der
lamellaren Schichten ist anschliel3end wesentlich gro3er als in einem 200 nm grof3en
Einzelpartikel. Begunstigt wird die Filmbildung wahrscheinlich noch durch die
Abnahme der zur Verfigung stehenden Tensidmolekile, da auskristallisierendes
Poloxamer 188 nicht mehr fur eine sterische Stabilisierung zur Verfigung steht.

Die Kiristallinitdt der Fettsaureseitenketten nimmt analog Jenning wahrend der
Trocknung stark zu. Dieser Prozel3 beginnt bereits nach einer Stunde. Eine
Lokalisation von Octyldodecanol und/oder Arzneistoffmolekilen zwischen den
Behensaure-Seitenketten wird somit immer unwahrscheinlicher, so dal3 von der
Ausbildung cyclosporinreicher Olcluster und/oder der Kristallisation von
Cyclosporin A auszugehen ist.

Aus den erhaltenen DSC-Kurven lafdt sich zusatzlich schlu3folgern, dafd zumindest
eine Assoziation des Glycerolbehenats mit der Octyldodecanolfraktion Uber den
gesamten Trocknungsprozeld bestehen bleibt, da das Peakmaximum nicht
wesentlich ansteigt. Beginnende Separation einer hochkristallinen, reinen
Compritolfraktion ist erst nach 24 Stunden zu erkennen.

Im vorangegangenen Kapitel konnte fir die beschriebene Formulierung die héchste
Langzeitstabilitdt in Bezug auf das thermoanalytische Verhalten ermittelt werden.
Dies wurde auf eine homogenere Verteilung von Octyldodecanol / Arzneistoff in der
festen Compritolmatrix zuriickgefihrt.

Um nun den Einflul der Tenside auf das Trocknungsverhalten zu untersuchen,
wurde eine analoge Formulierung mit einem hohen Tensidgehalt einer Mischung von
Tagat S 5 % und Natriumcholat 1 % hergestellt und getrocknet.
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Abbildung 4-42: DSC-Schmelzkurven (links) und R&ntgenstreumuster (rechts) des
Trocknungsprozesses von Cyclosporin A-haltigen NLC stabilisiert mit
Tagat 5 % und Natriumcholat 1 %. Der Pfeil links deutet auf das zusétzlich
entstehende Schmelzpeakmaximum bei 71,1 °C, der Pfeil rechts auf den
entstehenden Bi-Reflex bei d = 0,46

Der hohe Tensidgehalt und chemische Aufbau des Tagat S fuhrte zu weniger
kristallinen Partikeln mit um ca. 20 % verringerter Schmelzenthalpie, komplexem
Schmelzverhalten und geringer Reflexintensitat der Rontgenstreukurven. Abbildung
4-42 enthalt die Ergebnisse des Trocknungsexperimentes. Deutlich fallt auf, dafd der
Schmelzpeak nach einer Stunde Trocknung wesentlich scharfer ausgebildet ist.
Nach 24 Stunden hat sich das Peakmaximum auf 68,0 °C (statt 64,7 °C bei
Poloxamer-Stabilisierung) erhoht, ein weiteres Maximum ist bei 71,1 °C zu erkennen.
Die starkere Verschiebung sowie die schmalere Form des Peaks deuten auf eine
erhbhte  Entmischung von  flissigem und festem Lipid hin. Die
Rontgendiffraktogramme zeigen auch hier die polymorphe Transformation mit
Zunahme der Seitenkettenkristallinitat, jedoch sind die Reflexe schwacher und die
Umwandlung erfolgt langsamer. Eine mogliche Erklarung ware, dalR die
Umlagerungen aufgrund eines geringeren Anteils des Octyldodecanols innerhalb der
Glyceridphase nur verzogert ablaufen kénnen, da die Beweglichkeit der Molekule
abnimmt.
Sollte es in Abhangigkeit von der Formulierung tatsachlich zu unterschiedlich starker
Trennung von flissigem und festem Lipid kommen, muifte sich dies im
Freisetzungsverhalten der Chargen widerspiegeln.
Liegt trotz gegenteiliger DSC-Ergebnisse immer ein fester Lipidkern vor, der flissiges
Octyldodecanol mit geldostem Arzneistoff an seiner Oberflache tragt, sollte das
Trocknungsverhalten keinen EinfluR auf die Freisetzung haben und ein
gleichbleibender ,Burst* zu beobachten sein.
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4.2.6 Arzneistofffreisetzung

Jenning machte die Beobachtung, dal3 Lipide, die eine geringe Mischbarkeit mit
Miglyol und geringes Losungsvermogen fur Retinol zeigten, die hdchste
Freisetzungsrate aufwiesen (Hartparaffin, Dynasan 116). Er begriindete dies mit
einer Phasentrennung und entsprechend hoherer Beladung des Ols mit Retinol.

Wie bereits einleitend diskutiert wurde, filhrt Uberséattigung eines Systems mit
Arzneistoff zu einer erh6hten Freisetzungsrate. Geht man davon aus, dal3 samtliches
Cyclosporin A durch Trocknung in die Octyldodecanol-Fraktion tGbergeht oder bereits
zu Beginn in ihr geldst vorliegt, betragt die Cyclosporin-Konzentration im flissigen
Lipid 20 %, was ohne weitere Lo6slichkeitsernbhung durch Tenside im Bereich der
Ubersattigung liegt. Dies sollte zu einer im Vergleich zur Nanoemulsion erhéhten
Freisetzungsrate filhren, da hier die Konzentration an Arzneistoff nur 6,7 % betragt.
Fur die Freisetzung sollte dabei auch von Bedeutung sein, wo die arzneistoffreichen
Olfraktionen lokalisiert sind. Abbildung 4-43 enthélt die Freisetzungskurven aus den
beschriebenen NLC-Formulierungen im Vergleich zur Nanoemulsion. Beide NLC-
Formulierungen setzen in den ersten Stunden deutlich mehr Arzneistoff frei als die
Nanoemulsion, jedoch nimmt der Flux aus der Poloxamer-stabilisierten Charge im
Verlauf der Freisetzung stark ab, wahrend er bei Tagat-Stabilisierung Uber 6 Stunden
konstant bleibt und dann langsam abnimmt. Die Nanoemulsion zeigt auf niedrigerem
Niveau eine annahernd gleichbleibende Freisetzung.
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Abbildung 4-43: Cyclosporin A-Freisetzung aus unterschiedlich stabilisierten NLC im
Vergleich  zur  Nanoemulsion  (Arzneistoffgehalt  jeweils 1 %)
(Poloxamer = Poloxamer 188 2,5 % + Natriumcholat 0,125 %, Tagat S =
Tagat S 5 % + Natriumcholat 1 %)
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Die beobachteten Freisetzungen belegen gut die bereits diskutierten Unterschiede
der Chargen in Bezug auf Phasentrennung der Lipide und Sattigungsgrad des
Arzneistoffes.

Die Loslichkeit von Cyclosporin A in Octyldodecanol ist im Vergleich zu derjenigen in
Compritol mehr als doppelt so hoch. Im Verhaltnis wird also ein groéf3erer Anteil
Arzneistoff im Ol gelost vorliegen als in der festen Lipidmatrix. Die Burstphase zu
Beginn der Freisetzung ist auf die Olfraktion zuriickzufiihren, die in direktem Kontakt
mit der Wasserphase der Formulierung steht und nicht im festen Lipid
eingeschlossen ist. Die thermodynamische Aktivitat des Arzneistoffes in der
Octyldodecanolfraktion ist dabei hoher als in der Nanoemulsion, was die gesteigerte
Freisetzungsrate erklart. So hat nach 4 Stunden die Poloxamer-stabilisierte NLC-
Formulierung bereits 12,0 % der enthaltenen Arzneistoffmenge freigesetzt, die
Nanoemulsion dagegen nur 5,7 %.

Beide NLC-Formulierungen missen folglich in den Randbereichen der Partikel einen
relativ hohen Olgehalt inklusive darin geléstem Cyclosporin aufweisen. Aus der
Freisetzung wird aber auch deutlich, daR bei Poloxamer-Stabilisierung nach
4 Stunden eine zusatzliche Freisetzungsverzégerung auftritt. Prinzipiell ist es
denkbar, dal’ die Verzdogerung lediglich auf Differenzen in der Filmbildung beruht, die
zur Ausbildung unterschiedlich starker Diffusionsbarrieren fir den Arzneistoff fihren.
Sie kann aber auch durch den EinschluR einer Olfraktion in die feste Compritolmatrix
erklart werden, eine These die durch die breiten Schmelzpeaks und niedrigen
Peakmaxima dieser Charge selbst nach 24 Stunden Trocknung gesttitzt wird.

Die durch die Roéntgenspektren belegte polymorphe Transformation kann hier
dagegen nicht mit einer Erhdhung des Arzneistoffflux analog Jenning korreliert
werden. Fur eine Voraussage der Arzneistofffreisetzung ist folglich die Beobachtung
des Schmelzverhaltens der trocknenden Formulierungen eher geeignet, da sie
Erkenntnisse Uber den Mischungszustand von fllissiger und fester Phase liefert.
Betrachtet man im Vergleich die Verschiebung des Peakmaximums wahrend der
Trocknung, betrug die Differenz hier ca. 2,5 °C. Bei Jenning hatte sich das Maximum
dagegen nach 24 Stunden auf der Franzzelle um 7 ° auf 71 °C verschoben, eine
auftretende Trennung von flussiger und fester Phase erscheint in diesem Fall
wesentlich wahrscheinlicher.

Die beobachtete Freisetzungsverzégerung trat bei der Tagat-stabilisierten Charge
nicht auf. Am Ende des Experiments war die aus den Partikeln freigesetzte
Arzneistoffmenge fast doppelt so gro3 (47 % zu 25 %). Es muR3 also ein wesentlich
groRerer Anteil der hochgesattigten Olfraktion nicht in der festen Matrix
eingeschlossen sein.
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Im Glyceridbereich der NLC lokalisierte Kern aus Di-/Triglyceriden

55—}3/\75/ Ol-/Arzneistofffraktion Sischicnt in B, / B-Modifikation
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Abbildung 4-44: Vereinfachte Darstellung eines cyclosporinhaltigen NLC-Partikels auf Basis
eines komplexen Glycerids (zum Beispiel Compritol) vor (links) und nach
Trocknung / Freisetzung (rechts)

Besonders interessant ist in diesem Zusammenhang die Tatsache, dal3 die
freigesetzte Gesamtmenge aus der in Kapitel 4.16 verwendeten, hochgesattigten
Octyldodecanol-Nanoemulsion mit 51 % im gleichen Bereich liegt. Die Beladung mit
Cyclosporin betrug hier 20 %, was der zuvor diskutierten Maximalbeladung der
Olfraktion innerhalb der NLC (samtlicher Arzneistoff in der flissigen Phase)
entspricht.

Abbildung 4-44 zeigt den postulierten Aufbau eines NLC-Partikel vor und nach
Trocknung in vereinfachter Form. Der Gehalt der Cyclosporin A-reichen Olphase
steigt im Partikel zur Grenzflache hin an. Wahrend das Partikelinnere analog den
SLN hauptsachlich aus den lipophileren Lipidfraktionen besteht, sind die
hydrophileren Monoglyceride starker im Randbereich lokalisiert. Eine Einlagerung
von Fremdmolekilen (Octyldodecanol, Cyclosporin A) kann hauptséchlich in diese
Grenzschicht erfolgen. Lokalisation von Olclustern oder Arzneistoff im
Partikelinneren ist dagegen auf Grund der hoéheren Ordnung und Kiristallinitat in
diesem Bereich unwahrscheinlich.

Wahrend Lagerung und Trocknung des Systems kommt es in Abhangigkeit von der
verwendeten Tensidmischung und deren Interaktion mit der Partikeloberflache zu
einer mehr oder weniger ausgepragten Entmischung der verschiedenen Phasen.
Dies wird durch die morphologische Verdnderung des festen Lipidkerns bei
eintretender Modifikationsumwandlung gefordert (Abbildung 4-44, rechts). Der Grad
dieser Entmischung, sowie der Aufbau des bei der Trocknung entstehenden
Lipidfilms bestimmen dabei zunehmend das Freisetzungsverhalten der Formulierung.
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Abbildung 4-45: Vergleich der Cyclosporin A-Freisetzung (in % des Gesamtgehaltes) aus
identisch stabilisierten SLN, NLC und der Nanoemulsion sowie aus
unterschiedlich  stabilisierten NLC (Arzneistoffgehalt jeweils 1 %)
(Poloxamer = Poloxamer 188 2,5% + Natriumcholat 0,125 %, Tagat =
Tagat S 5 % + Natriumcholat 1 %)

Als weiterer Vergleich sind in Abbildung 4-45 zusatzlich die Freisetzungen aus den
Poloxamer-stabilisierten SLN aufgetragen. Wie bereits diskutiert, wird flr diese eine
Lokalisation des Arzneistoffs in den Randbereichen der Partikel angenommen, so
dafld es auch hier — wie bei den Tagat S-stabilisierten Compritol-NLC - zu einer hohen
Freisetzungsrate kommt.

Die freigesetzte Menge verhalt sich dabei umgekehrt proportional der
Beladungskapazitat der entsprechenden Matrix. Diese ist bei Compritol am
geringsten, die thermodynamische Aktivitdtt des Arzneistoffs sowie dessen
Freisetzungsrate folglich am hotchsten. Der hohe Sattigungsgrad der NLC-
Octyldodecanolphase ist fir die stark erhohte Freisetzung gegenuber der weniger
gesattigten Nanoemulsion verantwortlich.
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4.2.7 Zusammenfassende Diskussion

Durch erste Lésungsversuche und thermoanalytische Untersuchung der Bulkware-
Mischungen konnte der verzweigtkettige Alkohol Octyldodecanol als geeigneter
Kandidat fur die Herstellung von NLC mit einem Gehalt von 1 % Cyclosporin A
ermittelt werden.

Selbst bei sehr hohem Olgehalt von 60 % wiesen die arzneistofffreien NLC eine
ausgezeichnete Langzeitstabilitat von bis zu drei Jahren auf. Der Zusatz einer
flussigen Lipidfraktion beschleunigte hier jedoch die schwachen polymorphen
Transformationen, was auf die hohere Beweglichkeit der Molekile im Partikel
zuruckgefuhrt wurde. Eine Umkehrung dieser Tendenz war dagegen nach
Inkorporierung des Wirkstoffs zu verzeichnen: wahrend die Einarbeitung von
Cyclosporin A in die reine Compritolmatrix (SLN) zu einer rapiden polymorphen
Transformation fuhrte (Arzneistoff als Kristallisationskeim), wurde diese bei Beladung
von NLC kaum beschleunigt. Folglich laft sich die Frage, ob durch Mischung
flussiger und fester Lipidkomponenten Modifikationsanderungen verzogert oder
aufgehalten werden konnen, nicht generell beantworten und muf ftr beladene und
unbeladene Systeme getrennt untersucht werden.

Die Wahl der eingesetzten Tenside hatte — wie auch schon flir SLN beschrieben -
insbesondere bei Arzneistoffbeladung einen erheblichen EinfluR auf die
Partikelstruktur und Stabilitat. Wahrend es bei Verwendung von Miranol Ultra oder
einem Gemisch von Tagat S und Natriumcholat zu Entmischungstendenzen und
Arzneistoffkristallisation innerhalb der ersten Monate kam, konnte durch Kombination
des Blockpolymers Poloxamer 188 mit Natriumcholat eine langzeitstabile
Formulierung erhalten werden. GrolRe, Schmelzverhalten und Réntgenstreuung
veranderten sich kaum, Cyclosporin A-Kristalle bildeten sich nicht aus. Analog
Bunjes et al. [63] wurde dies auf Differenzen im Grad der Tensid/Lipid-Interaktionen
in der Partikelgrenzflache zurtckgefuhrt.

Auf diese Weise konnte durch NLC eine langfristige Inkorporierung von 6,7 %
Cyclosporin A bezogen auf die Lipidphase erzielt werden. Ohne den Olzusatz (SLN)
war dies dagegen nicht mdglich.

Unterschiede im Trocknungsverhalten der verschiedenen NLC-Chargen wurden mit
der beobachteten Arzneistofffreisetzung korreliert. Im Unterschied zu Jennings
Untersuchungen an Retinol-/Miglyol-haltigen Systemen, kam es jedoch bei den hier
beschriebenen Formulierungen nicht zu einer Zunahme des Flux wahrend der
Freisetzung, sondern vielmehr zu einer mehr oder weniger starken Abnahme.
Hinsichtlich der Struktur der Partikel liel sich daraus schlieRen, dal3 ein relativ
groBer Prozentsatz von hochbeladenem Octyldodecanol an der Oberflache der
Partikel lokalisiert sein muf3.
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Die thermodynamische Aktivitat des Arzneistoffs ist aufgrund der hdoheren
Konzentration in der Olfraktion der NLC-Formulierung groRer als in der als Vergleich
verwendeten Nanoemulsion, was die zu Beginn tUberlegene Freisetzungsrate erklart.
In Abhangigkeit von den Wechselwirkungen der verwendeten Tenside mit den
Lipiden der Grenzflache kommt es bei Trocknung und Filmbildung zu mehr oder
weniger starken Entmischungserscheinungen von flissigem und festem Lipid. Je
starker die im Rahmen der Thermoanalyse beobachtete Entmischung, desto geringer
die Abnahme des Arzneistoffflux und desto gro3er die freigesetzte Gesamtmenge.
Besonders stark war die Reduzierung des Flux bei der lagerstabilen, Poloxamer-
stabilisierten Formulierung. Dies wurde darauf zurtickgefuhrt, dal3 ein Teil des
Cyclosporin A-beladenen Ols auch nach langerer Trocknung in der Franz-Zelle in
einer Weise mit den Glycerolbehenat-Molekilen des Compritol assoziiert ist, die eine
Freisetzung des Wirkstoffes im Vergleich zu anders stabilisierten NLC oder den
entsprechenden SLN-Formulierungen verzogert.

Wie bereits festgestellt, fuhrte die durch den Trocknungsprozel3 ausgeldste
Modifikationsanderung der festen Lipidfraktion bei den beobachteten Chargen zu
keiner Steigerung des Flux analog Jenning. Die von ihm gemessene Freisetzung
erfolgte innerhalb der ersten sechs Stunden verzégert im Vergleich zur
Nanoemulsion, was eine Anreicherung von beladenem Miglyol an der Oberflache
unwahrscheinlich macht. Eventuell ist eine Verteilung des flissigen Triglycerids in
der Matrix aufgrund seiner gréBeren chemischen Ahnlichkeit mit den Compritol-
Lipiden besser mdglich, obwohl neuere Untersuchungsergebnisse durch Jores et al.
dagegen sprechen [75].

Der verzweigtkettige Alkohol Octyldodecanol wird sich in jedem Fall eher in von den
Triglyceriden getrennten Kompartimenten organisieren, so daf3 Veranderungen in der
Kristallinitat der Fettsaureketten geringere Auswirkungen haben. Das Ausmald der
oben beschriebenen Entmischungserscheinungen ist im Fall der hier untersuchten
Formulierungen nicht anhand der beobachteten polymorphen Transformationen
erklarbar, da diese bei beiden Formulierungen vergleichbar ablaufen.

Auch in Bezug auf die hergestellten NLC-Formulierungen konnte demnach
festgestellt werden, dal3 die wahrend der Trocknung beobachteten polymorphen
Transformationen nicht direkt mit dem Freisetzungsverhalten gekoppelt werden
kénnen. Analog den zuvor beschriebenen SLN konnte auch fir die NLC eine
Anreicherung des Arzneistoffs im Randbereich der Partikel beobachtet werden. Wie
die Monoglyceridfraktion ist auch die mit Arzneistoff angereicherte Olfraktion nur
bedingt von Veranderungen der Di- und Triglyceride betroffen. Bei Stabilisierung der
Partikel mit Tensiden, die eine Umlagerung und Entmischung der Lipide aufgrund
ihrer Struktur nicht férdern, wird der Arzneistoff jedoch im Verlauf der Freisetzung
gegenuber den SLN verzogert freigesetzt.
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Die Ergebnisse legen nahe, daf} der Vorteil von NLC-Formulierungen hauptséchlich
in der Erh6éhung der Beladbarkeit mit Arzneistoff und einer gesteigerten
Langzeitstabilitat zu finden sind. Das Freisetzungsverhalten von Olbeladenen
Lipidnanopartikeln kann dagegen erheblich differieren. Im Rahmen dieser Arbeit
konnte das Modell nach Jenning mit im festen Lipid eingeschlossenen Olclustern fiir
Octyldodecanol und Cyclosporin A nicht bestétigt werden. Die Anreicherung eines
groRen Teils der flissigen Fraktion in der Phasengrenze erscheint anhand der
Freisetzungsdaten fir das Cyclosporin A-System wesentlich wahrscheinlicher.
Betrachtet man jedoch das einleitend beschriebene Konzept der Ubersattigten SLN-
bzw.- NLC-Cremes, ist eine starke Freisetzung aus den Partikeln innerhalb der
ersten Stunden durchaus winschenswert, da nur auf diese Weise eine
Ubersattigung der Cremegrundlage erzielt werden kann, die von therapeutischer
Relevanz waére. Freisetzungen dber einen Zeitraum von mehreren Tagen, wie
Jenning sie in seiner Arbeit beschrieben hat, sind fir die topische Applikation von
untergeordnetem Interesse. Von entscheidender Bedeutung ist dagegen die Frage,
ob die Nanopartikel nach Einarbeitung in die Cremegrundlage den Arzneistoff auch
weiterhin inkorporieren kénnen, oder ob es wahrend der Lagerung zur Kristallisation
im System kommt. Im folgenden Kapitel sollen die nanopartikelhaltigen Systeme in
Bezug auf Lagerstabilitat und Freisetzungsverhalten eingehend untersucht und
verglichen werden.
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