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Einleitung und Zielsetzung

1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

1.1 Einleitung

Durch die fortwidhrende Entwicklung von selektiven Arzneistoffen fiir die
Therapie spezieller Erkrankungen ist es im Laufe der Zeit fiir den Pharmazeuten
immer wichtiger geworden Strategien zu entwickeln, um diese Arzneistoffe
direkt an deren Wirkort zu transportieren. Hierdurch besteht die Moglichkeit der
gezielten Behandlung von Erkrankungen sowie der Minimierung von Neben-
wirkungen, wodurch ein groBer Vorteil gegeniiber herkdmmlichen
Behandlungen resultiert. Allerdings ist dieses Ziel nicht immer einfach zu
realisieren. So stellt zum Beispiel der gezielte Transport von Wirkstoffen in die
Lunge eine groBe Herausforderung fiir die Forschung und Entwicklung dar
(Ganderton, 1999). Dabei ist es zwingend erforderlich, dass der Wirkstoff einer
bestimmten PartikelgroBenverteilung folgt, wobei ein ,massenbezogener
mittlerer aerodynamischer Durchmesser (MMAD) von 1-5um als ideal
anzusehen ist (York, 1994). Um eine solche PartikelgroBenverteilung zu
erreichen, hat sich die Mikronisation durch Mahlung von Arzneistoffen in der
Industrie als Standardverfahren durchgesetzt, nicht zuletzt durch die Vielzahl an
Miihlentypen, die heute fiir diesen Mikronisationsprozess zur Verfiigung stehen.
Allerdings sind diese Verfahren auch mit vielen Nachteilen verbunden, wie z.B.
dem Risiko von Staubexplosionen, sowie dem hohen Energieeinsatz, der nur zu
einem geringen Teil auch tatsdchlich fiir den Mikronisationsprozess benotigt
wird und somit diese Verfahren uneffektiv gestaltet (Parrott, 1990). Weiterhin
zeigt sich bei diesen Verfahren oft eine sehr starke Beanspruchung der
Arzneistoffe, wodurch es zu Veridnderungen der Oberflichen bis hin zu
Veridnderungen der Kristallstruktur kommen kann (Ticehurst, 2000). Die damit
verbundenen Auswirkungen auf die chemische und physikalische Stabilitét eines

Stoffes, machen diesen oft unbrauchbar fiir die weitere Anwendung.
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Aus diesen Grinden sind in der Literatur zahlreiche alternative
Mikronisationsverfahren beschrieben, die versuchen diese Nachteile zu
umgehen. Dabei spielt z.B. die Sprithtrocknung eine grofle Rolle (Chawla et al.,
1994), die allerdings hauptsdchlich fiir wasserlosliche Substanzen eingesetzt
wird, da der groBe apparative Aufwand fiir die Verarbeitung von
l6sungsmittelhaltigen Losungen dieses Verfahren ebenfalls uneffektiv macht.
Ein Verfahren, das im Laufe der Zeit immer mehr Aufmerksamkeit erlangte, ist
die Mikronisation mit Hilfe von iiberkritischem Kohlendioxid. Dabei ist dieses
Verfahren durch zahlreiche Modifikationen des Apparateautbaus sehr variabel
einsetzbar, so dass die Moglichkeit besteht, eine Vielzahl von Stoffen
verarbeiten zu konnen. Dies zeigt nicht zuletzt die groe Anzahl an Patenten, die
verschiedene Methoden aufzeigen, das iiberkritische Kohlendioxid zu diesem
Zweck nutzbar zu machen (Jung und Perrut, 2001). In dieser Arbeit stand dabei
das ,,Aerosol Solvent Extraction System* (ASES) im Vordergrund, dass 1989
von Miiller und Fischer entwickelt wurde.

Doch nicht nur die reine Mikronisation von Arzneistoffen in Hinblick auf die
inhalative Anwendung ist hier moglich, sondern auch die Verarbeitung von
Arzneistoff-Hilfsstoff-Mischungen mit dem Ziel der Mikroverkapselung kann
mit diesem Verfahren realisiert werden. So gibt es die verschiedensten
Untersuchungen, in denen durch die Fillung im {iiberkritischen Kohlendioxid
Arzneistoffsysteme zum gezielten Wirkstofftransport entwickelt wurden. Ein
Beispiel fiir ein solches System stellt die Herstellung von Liposomen mit
iiberkritischem Kohlendioxid dar (Castor und Chu, 1998), wobei in diesem Fall
die Standardverfahren ebenfalls mit vielen Nachteilen verbunden sind. So wird
z.B. bei vielen der Standardverfahren eine groe Menge an organischen
Losungsmitteln bendtigt, auch wird zur spiteren Stabilisierung der Liposomen
oft eine Gefriertrocknung angeschlossen und somit ein groBer Energieaufwand

betrieben.
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Diese Beispiele belegen das gro3e Interesse an der Entwicklung von alternativen
Herstellungsverfahren gegeniiber den Standardverfahren, wobei die Féllung von
Arzneistoffen und Arzneistoff-Hilfsstoff-Mischungen mit {iberkritischem
Kohlendioxid im ASES-Prozess ein vielfdltig einsetzbares, alternatives

Verfahren darstellt.

1.2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war zum einen die Untersuchung der Mikronisation von
Budesonid und Formoterol mit tiberkritischem Kohlendioxid im ASES-Prozess.
Zu diesem Zweck wurden diese Arzneistoffe unter Variation verschiedener
Prozessparameter im iiberkritischen Kohlendioxid gefillt und die so
gewonnenen Mikropartikel hinsichtlich ihrer physikochemischen und
aerodynamischen Eigenschaften untersucht. Dabei standen die Bewertung und
die Optimierung der Prozessparameter fiir eine ideale Mikropartikelgewinnung
hinsichtlich der inhalativen Anwendung dieser Arzneistoffe im Vordergrund.

Zum anderen befasst sich diese Arbeit mit der Entwicklung proliposomaler
Zubereitungen, die durch Fillung im iiberkritischen Kohlendioxid hergestellt
werden sollten. Dabei wurden unterschiedliche Lecithine, sowie Cholesterol und
Budesonid in verschiedenen Zusammensetzungen eingesetzt und verschiedene
Prozessparameter fiir die Herstellung im ASES-Prozess angewendet. Die so
entstandenen Pulver wurden ebenfalls hinsichtlich ihrer physikochemischen
Eigenschaften untersucht und anschlieBend durch Solvatisierung zu Liposomen
weiterverarbeitet, die zudem charakterisiert wurden. Hierbei lag das
Hauptaugenmerk auf der Charakterisierung der Einschlusseffizienz und des

Freigabeverhaltens des Arzneistoffes.
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2 THEORETISCHER TEIL

2.1 Uberkritische Gase

2.1.1 Grundlagen

2.1.1.1 Der (berkritische Zustand

Die Entdeckung des iiberkritischen Zustandes geht auf Baron Cagniard de la
Tour (1822) zuriick, der das Verschwinden einer gas-fliissig-Phasengrenze beim
Uberschreiten einer bestimmten Temperatur beobachtete.

Verdeutlichen ldsst sich dieses Phdanomen am besten anhand des Zustandsdia-
grammes eines Stoffes. Dieses gibt Aufschluss dariiber, bei welcher
Kombination von Druck und Temperatur ein bestimmter Aggregatzustand des
betreffenden Stoffes vorliegt. In Abb. 2.1 ist ein solches p-T-Zustandsdiagramm
eines Einkomponentensystems schematisch dargestellt. Man erkennt die
Sublimations-, Schmelzpunkt- und Dampfdruckkurve, die im Tripelpunkt (T))
zusammentreffen. Die Dampfdruckkurve endet dann schlieBlich im kritischen
Punkt (C,), der durch den kritischen Druck (p.) und die kritische Temperatur
(T.) definiert wird. Die entsprechende Dichte an diesem Punkt wird mit p.

bezeichnet.

P .

I-".-".-' -".-".-".-".-".-".-".-".-".-".-".-' -".-".-' s

aaaaaaaaaaaaaaaaaaa

aaaaaaaaaaaaaaaaaaa

Pof#---mmmm oo

gasférmig
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Abb. 2.1: p-T-Zustandsdiagramm eines Gases. C,, = kritischer Punkt, T, = Tripelpunkt
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Weiterhin wird in Abb. 2.1 deutlich, dass ab dem kritischen Punkt, oberhalb des
kritischen Drucks, sowie der kritischen Temperatur, nicht mehr zwischen fliissi-
ger und gasformiger Phase unterschieden werden kann, der Phasenunterschied
ist in dieser ,,iiberkritischen Phase‘ aufgehoben, d.h. es kann durch eine Druck-
erhohung nicht mehr zu einer Verfliissigung des Gases kommen. Weitere ge-
brauchliche Begriffe die hdufig in der Literatur fiir diese Phase genutzt werden,
sind unter anderem auch ,.fluide Phase* oder ,,fluid*.

Um einen Eindruck davon zu gewinnen, in welchem GroBenordnungsbereich
der kritische Druck und die kritische Temperatur liegen konnen, sind in Tab. 2.1

die physikalischen Daten einiger Gase aufgefiihrt (Stahl, 1987).

Tab. 2.1: Physikalische Daten einiger fiir Extraktionszwecke verwendbarer Gase

(modifiziert nach Stahl, 1987).

Gas T. (°C) p. (bar) pe (g/em’)
Ethylen 9,9 50,5 0,20
Trifluormethan 25,9 46,9 0,52
Kohlendioxid 31,0 72,9 0,47
Distickstoffmonoxid 36,5 71,1 0,46

2.1.1.2 Dichte und Dielektrizitdtskonstante

Die Besonderheit einer solchen iiberkritischen Phase liegt unter anderem im
Verhalten der Dichte und Dielektrizitdtskonstante. Beide Parameter erfahren ab
dem kritischen Punkt eine sprunghafte Steigerung. Gerade fiir den Einsatz von
tiberkritischen Gasen als Extraktionsmittel, gegeniiber herkdmmlichen Lo-
sungsmitteln, ist dieses Phinomen von sehr groler Bedeutung.

Zusitzlich zu dieser sprunghaften Anderung bleibt die Viskositit im Bereich der

gasformigen Phase, was fiir die Anwendung solcher iiberkritischen Gase eben-
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falls einen groBen Vorteil darstellt. Die Tab. 2.2 gibt eine Ubersicht iiber die
physikalischen Eigenschaften von Gasen, Fliissigkeiten und der iiberkritischen
Phase (Eggers, 1984). Es wird deutlich, dass die iiberkritische Phase im Verhal-
ten der Dichte mit einer Fliissigkeit verglichen werden kann.

Flissigkeitsdhnliche Dichten werden dabei bei Gasen schon wenig oberhalb
ithrer kritischen Temperatur erhalten, wenn der Druck lediglich eine Reduktion
von 1 -2 (p/p.) erfihrt (Stahl, 1987). Liegt die Temperatur deutlich iiber dem

kritischen Wert, miissen entsprechend hohere Driicke aufgewendet werden.

Tab. 2.2 GrofBenordnung einiger physikalischer Eigenschaften von Gasen, Fliissigkeiten

und iiberkritischen Phasen (modifiziert nach Eggers, 1984).

Eigenschaft Einheit Gas Fliissigkeit uberkritische
Phase
Dichte g/em’ ca. 107 0,6 - 1,01 0,2 - 0,95
Diffusions- cm?/s ca. 10 ca. 107 10*-107
koeffizient
Viskositit mPas ca. 107 1-200 ca. 10!

In Abb. 2.2 ist die Dichte von Kohlendioxid in Abhingigkeit von Druck und
Temperatur dargestellt (Angus et al., 1976). Der oben beschriebene Zusam-
menhang wird hier deutlich: bei hoheren Temperaturen miissen sehr viel hohere
Driicke angewendet werden, um eine entsprechende Dichte zu erreichen.

Ahnlich der Dichte verhilt sich auch die Dielektrizititskonstante. Diese kann fiir
die Beschreibung des Loslichkeitsverhaltens genutzt werden, da sie in einem
engen Zusammenhang mit der Polaritét steht. Die Dielektrizitidtskonstante liegt
bei Gasen im Normalzustand etwa drei Zehnerpotenzen unterhalb der von
Fliissigkeiten und kann im iiberkritischen Zustand, dhnlich wie die Dichte, auf

das Niveau von Fliissigkeiten gesteigert werden.
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Abb. 2.2: Dichte von Kohlendioxid in Abhidngigkeit von Druck und Temperatur
(Angus et al., 1976).

2.1.1.3 Kohlendioxid als Extraktionsmittel

Von den in Tab. 2.1 prinzipiell zur Extraktion anwendbaren Gasen hat sich im
praktischen Finsatz Kohlendioxid als das am héaufigsten verwendete
herausgestellt (Kaiser et al., 2001). So ist die Verwendung von Kohlendioxid

mit folgenden Vorteilen verbunden:

— physiologische Unbedenklichkeit
— keimfrei und bakteriostatisch
— nicht brennbar oder explosiv

— es steht in groen Mengen zur Verfiigung und ist kostengiinstig

Weiterhin bietet Kohlendioxid den Vorteil, dass der kritische Druck und die kri-
tische Temperatur (Tab. 2.1) in einem Bereich liegen, der sehr gut
prozesstechnisch zu steuern und gleichzeitig auch fiir thermolabile Substanzen

geeignet ist.
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Stahl und Schilz (1976) stellten erstmals Faustregeln auf, die ein besseres Ver-
standnis tiber das Loslichkeitsverhalten von organischen Naturstoffen in iiber-
kritischem Kohlendioxid geben sollten. Sie untersuchten dafiir die Extrahierbar-
keit vieler Substanzen verschiedenster Verbindungsklassen, wie z.B. Polyaro-
maten, Phenole, Anthrachinone und viele andere mehr und kamen zu folgenden

Schlussfolgerungen:

— Kohlenwasserstoffe, sowie andere lipophile Verbindungen bis zu einer
Molmasse von 300 — 400, mit relativ geringer Polaritdt, konnen leicht
extrahiert werden (z.B. Ester, Ether, Lactone, u.a.).

— Die Einfithrung von polaren funktionellen Gruppen (z.B. Hydroxyl-, Car-
boxylgruppen) erschwert die Extrahierbarkeit oder macht sie sogar
unmoglich.

— Polare Substanzen (z.B. Zucker, Aminosduren, Lecithine) sind nicht extra-
hierbar.

— Fraktionierte Extraktionen sind moglich bei starken Unterschieden in
Molmasse, Dampfdruck oder Polaritit der Substanzen.

— Wasser ist schlecht in fliissigem Kohlendioxid, in iiberkritischem Kohlen-

dioxid mit steigender Temperatur zunehmend besser 10slich.

Eine weitere Untersuchung, die von Stahl und Glatz (1984) durchgefiihrt wurde,
befasst sich mit der Loslichkeit von Steroiden in iiberkritischen Gasen. Auch
hier konnte gezeigt werden, dass mit zunehmender Polaritit der Steroide die
Loslichkeit in iiberkritischen Gasen abnimmit.

Kamihira et al. (1987) zeigten in ihren Untersuchungen eine weitere Verwen-
dung von iiberkritischem Kohlendioxid auf. So konnte der Gehalt an leicht
fliichtigen Losungsmitteln, wie Aceton, Methanol oder 2-Propanol, in verschie-
denen Antibiotika drastisch reduziert werden. Aus diesem Fall wird deutlich,

dass iiberkritisches Kohlendioxid ein sehr effektives Extraktionsmittel fiir Lo-
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sungsmittel darstellt, was somit auch den Weg hin in andere Anwen-
dungsgebiete, wie z.B. der Herstellung von Mikropartikeln mittels Féillung im
tiberkritischen Kohlendioxid durch Extraktion des Losungsmittels eroffnet. In
der Literatur sind sehr viele Beispiele fiir diese mittlerweile gingige
Herstellungspraktik zu finden, die immer mehr Aufmerksamkeit in der
pharmazeutischen Entwicklung bekommt. Dies zeigen nicht zuletzt die vielen
Verfahren und Neuentwicklungen, die im Laufe der letzten Jahre veroffentlicht

und patentiert wurden (Jung und Perrut, 2001).
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2.1.2 Einsatz Gberkritischer Gase zur Partikelherstellung

2.1.2.1 Einleitung

Durch die in Kapitel 2.1.1.3 erlduterten FErkenntnisse in Bezug auf das
uberkritische =~ Kohlendioxid  haben  sich neben  vielen  kleineren
Anwendungsgebieten (Perrut, 2003) heute die Extraktion von Naturstoffen
(Bertucco und Vetter, 2001) und die Herstellung von Mikro-, bzw.
Nanopartikeln (York, 1999) in der Pharmazie etabliert.

Dieses Kapitel soll eine Ubersicht iiber die verschiedenen Herstellungsverfahren
geben, in denen iiberkritisches Kohlendioxid verwendet wird. Dabei erhebt diese
Darstellung keinen Anspruch auf Vollstindigkeit und Chronologie. Der
Schwerpunkt dieser Ubersicht liegt hauptsichlich auf der Herstellung von
Mikro- und Nanopartikeln, wobei allerdings nicht vergessen werden darf, dass
einige der beschriebenen Verfahren ebenso fiir die Extraktion von Naturstoffen

eingesetzt werden konnen.

2.1.2.2 Rapid Expansion of Supercritical Solutions (RESS)

Mit der Verwendung des RESS-Verfahrens war es erstmalig moglich mit Hilfe
von iiberkritischem Kohlendioxid Stoffe zu mikronisieren. Eines der ersten
Patente fiir dieses Verfahren wurde 1979 von Best et al. vorgestellt, wobei es
sich um die Herstellung sehr feiner Carotinoid-Kristalle handelte. Danach
folgten weitere Patente (Smith, 1986; Sievers et al., 1993), die sich auf die
Mikronisation von Arzneistoffen bezogen.

Das RESS-Verfahren beruht auf der Loslichkeit von Substanzen im
tiberkritischen Kohlendioxid. In Abb. 2.3 ist das Verfahren schematisch
dargestellt. Zur Mikronisation einer Substanz wird diese in der
Extraktionseinheit im iiberkritischen Kohlendioxid gelost und anschlieend in
die Expansionseinheit iiberfiihrt, wo die Losung schlagartig durch eine Diise in

den unterkritischen Bereich entspannt wird. Durch diese spontane Entspannung
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kristallisiert die Substanz in sehr kleinen Partikeln, resultierend aus der raschen
Ubersittigung  der  Losung, wodurch  entsprechend viele  kleine
Kristallisationskeime zur Verfiigung stehen. So konnen PartikelgroBen mit
einem durchschnittlichen Teilchengroendurchmesser von 0,5 - 20 um erreicht

werden (Jung und Perrut, 2001).

Warmetauscher Beluftung
Pumpe
I
1]
Extraktions- 71N

/\ einheit Expansions-
einheit

e inhei

ausgefallte
CO, Vorrat Substanz

Abb. 2.3: Schematische Darstellung des RESS-Verfahrens.

Nachteilig an diesem Verfahren ist die Limitierung auf Substanzen, die in
tiberkritischem Kohlendioxid 16slich sein miissen. Dariiber hinaus ist dieses
Verfahren sehr empfindlich gegeniiber Anderungen der Prozessparameter und
nicht geeignet fiir temperaturempfindliche Stoffe, da die Diise aufgrund der
schnellen Entspannung beheizt werden muss (T >100°C), um eine

Verfliissigung des Kohlendioxids bei adiabater Entspannung zu verhindern

(Shaub, 1995).

2.1.2.3 @Gas Anti - Solvent Kristallisation (GAS)

Die ersten Versuche mit diesem Verfahren gehen auf die fiinfziger Jahre zuriick,
bis schlieBlich erste Patente in den neunziger Jahren entstanden (Debenedetti et

al., 1993; Gallagher et al., 1989).
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Bei diesem Verfahren (Abb. 2.4) wird die Substanz, gelost in einem
Losungsmittel, das mit iiberkritischem Kohlendioxid mischbar sein muss, in der
Extraktionseinheit vorgelegt. AnschlieBend wird die Extraktionseinheit mit
tiberkritischem Kohlendioxid gefiillt, in welchem sich dann das Losungsmittel
der Substanz 16st und dadurch abgefiihrt wird. Durch eine Ubersittigung der
Substanzlosung kommt es schlieBlich zu einer Fillung der Substanz, welche

nicht im tiberkritischen Kohlendioxid 10slich sein darf.

O
Extraktions- Pumpe
Pumpe einheit P

V| o 0 I

Substanzlésung

“entspanntes
Lésungsmittel

CO, Vorrat au‘sgeféllte
Substanz

Abb. 2.4: Schematische Darstellung des GAS-Verfahrens.

Die Steuerung der PartikelgroBe erfolgt bei diesem Verfahren iiber die Zugabe
des iberkritischen Kohlendioxids. Dabei bestimmt die Geschwindigkeit der
Zugabe die GroBe der Partikel: bei einer langsamen Zugabe entstehen grof3e
Partikel durch die langsame Ubersittigung der Losung, kleine Partikel erhilt
man dagegen durch eine schnelle Zugabe des iiberkritischen Kohlendioxids.
Daneben spielen auch Druck und Temperatur eine Rolle bei der Partikelbildung
(Gallagher et al., 1989).

Ein groBer Nachteil dieses Verfahren ergibt sich aus der Steuerung der
PartikelgroBe, denn die Geschwindigkeit mit der das iiberkritische Kohlendioxid

maximal zugegeben werden kann, ist limitiert und damit auch die zu erzeugende
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PartikelgroBe. Man kann somit nur PartikelgroBen in einem bestimmten
GroBenbereich herstellen. Dies ist auch einer der Hauptgriinde, warum das
Verfahren nicht groBtechnisch eingesetzt werden kann, da die Pumpe bei
groBBeren Extraktionsbehiltern nicht mehr in der Lage wire entsprechend schnell

zu fordern und damit kleinere Partikel zu erhalten.

2.1.2.4 Aerosol Solvent Extraction System (ASES)

Dieses Verfahren, von Miiller und Fischer (1989) entwickelt, bildet die
Grundlage dieser Arbeit. Es kann als eine Weiterentwicklung der GAS-
Kristallisation angesehen werden und beruht ebenfalls auf der Extraktion des
Losungsmittels einer zu fillenden Substanz, die im iiberkritischen Kohlendioxid
nicht 16slich sein darf. Allerdings wird in diesem Fall die Substanzlésung nicht
im Hochdruckbehilter vorgelegt (vgl. dazu Abb. 2.4), sondern direkt in die
tiberkritische Gasphase eingebracht. Das ASES-Verfahren vereinigt somit die
Vorteile des RESS-Verfahrens, bei dem sehr hohe Ubersittigungsgrade der
auszuféllenden  Substanz ~ erreicht werden, mit den  vielseitigen

Einsatzmoglichkeiten der GAS-Kristallisation.

Substanz- > P
I6sung
\a Kondensator
\
Pumpe n\l .| Separator - g
v- ]
| Druckreduktion X co
2
geféllt_er Vorrat
Arzneistoff ] Lésungsmittel
Warmetauscher Pumpe

Abb. 2.5: Schematische Darstellung des ASES-Verfahrens.
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Die iiberkritische Gasphase wird in einer Hochdruckkolonne aufgebaut. In diese
kann dann iiber eine Pumpe die Substanzlosung eingespriiht werden (Abb. 2.5).
Aufgrund der Loslichkeit des Losungsmittels im iiberkritischen Kohlendioxid
wird dieses entfernt und es kommt zur Prizipitation der nicht im iiberkritischen
Kohlendioxid 18slichen Substanz.

Uber eine Kreislauffilhrung wird das im iiberkritischen Kohlendioxid geldste
Losungsmittel in einen Separator abgefiihrt, in dem durch eine Druck- und
Temperaturreduktion das Kohlendioxid den unterkritischen Zustand annimmt.
Das vorher noch geloste Losungsmittel fillt darauthin aus und kann iiber den
Separator abgetrennt und evtl. wieder verwendet werden. Dieses so
aufgereinigte Kohlendioxid wird weiter im Kreislauf gefiihrt und kann danach
weiter verwendet werden, um die erhaltenen Partikel nachzutrocknen, d.h. diese
von eventuell noch vorhandenem Losungsmittel zu befreien.

Den Vorteil einer solchen Kreislauffithrung konnten Ruchatz et al. (1997)
zeigen. So trockneten sie die erhaltenen Mikropartikel, die aus einer
Methylenchlorid-Losung verspritht wurden, iiber 6 Stunden im iiberkritischen
Kohlendioxid nach und untersuchten anschlieBend die Mikropartikel auf ihren
Losungsmittelrestgehalt. Festgestellt wurde dabei ein Methylenchlorid-
Restgehalt von unter 100 ppm in den Mikropartikeln. Betrachtet man die
Monographie ,,Organic Volatile Impurities® der USP 29 (2006), bzw. die
Monographie ,,5.4 Losungsmittel-Riickstinde des Ph. Eur. 5 (2005), in der ein
Methylenchlorid-Restgehalt von maximal 600 ppm gefordert wird, so wird
deutlich, dass dieser Wert im ASES-Verfahren deutlich unterschritten werden

konnte.

2.1.2.5 Solution Enhanced Dispersion by Supercritical Fluids (SEDS)

Das erste Patent fiir das SEDS-Verfahren geht auf Hanna und York (1998)
zuriick. Es dhnelt stark dem ASES-Verfahren (Kap. 2.1.2.4) und unterscheidet

sich von diesem lediglich durch den Einsatz einer speziellen Diise. Auch hier
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werden Substanzlosungen verspritht, bei denen das Losungsmittel vom
tiberkritischen Kohlendioxid extrahiert wird, wodurch es zu einer Ausféllung der
nicht im tiberkritischen Kohlendioxid 16slichen Substanz kommt.

Die Diise ist dabei dhnlich einer Dreistoffdiise aufgebaut, durch deren innere
Kapillare das Kohlendioxid und durch die beiden duBleren die Substanzldsung
und ein weiteres Losungsmittel verspritht werden konnen (Abb. 2.6). Dieser
spezielle Diisenaufbau ist in sofern vorteilhaft, dass zum einen das Kohlendioxid
als Sprithbeschleuniger genutzt werden kann und zum anderen eine
Vormischung mit dem {iiberkritischen Kohlendioxid stattfindet, die den
Stoffaustausch beschleunigt, wodurch Kristallisationsvorgénge sehr viel

schneller ablaufen konnen.

o,

Substanz-
- lésung

zweites
Ldsungsmittel

Abb. 2.6: Schematische Darstellung der Diise des SEDS-Verfahrens.

Hanna und York (2000) waren durch diesen speziellen Diisenaufbau sogar in der
Lage, wasserhaltige Substanzlosungen zu versprihen. Da Wasser in
tiberkritischem Kohlendioxid nicht 16slich ist, wurde ein zweites Losungsmittel,
das in {iberkritischem Kohlendioxid I6slich ist, durch eine der Kapillaren
zudosiert und fungierte damit als Losungsvermittler. Verschiedene Zucker
(Laktose, Maltose, Trehalose) konnten so in kristalliner Form erhalten werden.

Auch die Prizipitation von Proteinen (B-Laktamase) wird durch dieses
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Verfahren moglich. Weiterhin konzentrierten sich Hanna und York (1998) dabei
hauptsichlich auf die Verarbeitung von pulmonal einsetzbaren Substanzen und
erreichten bei Salbutamol und Salmeterol-xinafoat (Tong et al., 2001)

Partikelgr6fen von unter 1 pm.

2.1.2.6 Particles from Gas - Saturated Solutions (PGSS)

Weidner et al. (1995) entwickelten ein Verfahren fiir die Herstellung von
Pulvern, das auf der Tatsache beruht, dass die Loslichkeit von komprimierten
Gasen in Fliissigkeiten und Feststoffen, wie z.B. in verschiedenen Polymeren,
sehr viel hoher ist als umgekehrt (eine Fliissigkeit enthédlt dann ca. 5 -
50 % (m/m) des Gases). Mittels dieses Prozesses kann eine Vielzahl von
Substanzen verarbeitet werden, da diese dabei nicht unbedingt in iiberkritischem
Kohlendioxid 16slich sein miissen. Weiterhin muss auch das komprimierte Gas

nicht zwingend tiberkritisch sein.

Sattigungs-
einheit
BelUftung
Produkt :>
v 71N
Expansions-
einheit
ae
4
ausgefallte
Substanz

co,
Abb. 2.7: Schematische Darstellung des PGSS-Verfahrens.

In Abb. 2.7 ist das PGSS-Verfahren schematisch dargestellt. Es enthilt eine

Siattigungseinheit, in der das komprimierte Gas in der geschmolzenen, oder in
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einer Fliissigkeit suspendierten Substanz gelost wird, was zu einer gasgesittigten
Losung, bzw. Suspension fiihrt. AnschlieBend wird diese Losung, bzw.
Suspension in die Expansionseinheit iiberfithrt und dort durch eine Diise
entspannt, wodurch es zur Ausbildung von feinen Tropfchen, oder Partikeln

kommit.

Uberkritisches S Substanz-
COo, H e I6sung

Dise . Aerosol

Abb. 2.8: Schematische Darstellung des ,,mixing tee* des CAN-BD-Verfahrens.

Einen dhnlichen Prozess beschreiben Sievers und Karst (1997). Hierbei werden
in einem sog. ,,mixing tee* (Abb. 2.8) eine Substanzldsung und das iiberkritische
Kohlendioxid vereinigt. Die dabei entstehende Emulsion, bzw. Ldsung wird
mittels einer Diise entspannt, wobei es bei dieser spontanen Entspannung
schlieBlich zur Bildung eines Aerosols, bestehend aus sehr feinen Tropfchen
(< 3 um im Durchmesser), kommt. In einer Kammer konnen diese anschliefend
getrocknet werden (Sievers et al., 1999). Dieser, als ,,CO,-Assisted Nebulization
Bubble-Dryer* (CAN-BD) bezeichnete Prozess, kann auch noch weiter
modifiziert werden. So kann dieses System auch transportabel eingesetzt

werden, in dem man die Substanzlosung in einem kleinen Aluminiumcontainer
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versiegelt und durch Aufstecken einer Kohlendioxidkartusche dieses zudosieren
kann. Durch das Einsetzen einer Nadel, die in diesem Fall als Diise fungiert,
kann anschlieBend das sehr feine Aerosol erzeugt werden. Dieses System dient
somit als eine Art mobiler Vernebler.

Allerdings wird bei dem von Sievers und Karst (1997) vorgestellten Prozess
bezweifelt, dass sich das Kohlendioxid wirklich in den Substanzlosungen I6st.
Es ist eher wahrscheinlich, dass dabei die Substanzlosung lediglich durch das

Kohlendioxid zerstaubt wird.

2.1.2.7 Zusammenfassung

Es hat sich gezeigt, dass im Laufe der Zeit hinsichtlich der Mikronisation von
Arzneistoffen zahlreiche Methoden entwickelt wurden, um {iiberkritisches
Kohlendioxid fiir diesen Anwendungsbereich nutzbar zu machen. Allerdings
darf dabei nicht unerwidhnt bleiben, dass es bis heute noch kein Verfahren
geschafft hat, beziiglich der Mikronisation von Arzneistoffen, im
grofltechnischen Malstab eingesetzt zu werden. Abgesehen davon ist das
Interesse an solchen Herstellungsverfahren weiterhin sehr grof3, da sie sich
gegeniiber den herkdmmlichen Mikronisationstechniken durch diverse Vorteile
auszeichnen. AbschlieBend sind alle hier vorgestellten Herstellungsverfahren in

Tab. 2.3 zusammengefasst nochmals dargestellt.
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Tab. 2.3: Zusammenfassung der einzelnen Herstellungsverfahren, die tiberkritisches Kohlendioxid nutzen.
n . treibende Kraft Druck, p Temperatur, T Partikel- . .
Verfahren Lésungsmittel der Fallung [bar] [<C] gréBen [um] Vorteile Nachteile
Léslichkeit der
RESS CO, Druckabfall 200 - 300 37-130 0,2-3 Einfachheit Substanzen in ik
CO,; hohe p
Kein Scale up;
GAS org. Losungs- | Anvcolvent Effekt | 60 - 100 25- 60 0,1-100 polare Substanzen; | org. LM; breite
mittel niedrigepund T PartikelgréBen-
verteilung
polare Substanzen;
ASES org. Losungs- Antisolvent Effekt 70 - 150 25- 60 0,2-10 niedrige p und T; org. LM
mittel steuerbare Partikel-
gréBen
polare Substanzen; org. LM; halb
SEDS org. Losungs- Antisolvent Effekt | 100 - 300 35- 90 0,05- 10 niedrige p und T; kontinuierlicher
mittel kleine Partikel- Prozess
gréBen
org. Lésungs- niedrige p; geringer Breite
PGSS - Druckabfall 80 - 200 50-190 15-50 ’ PartikelgréBen-
mittel LM Verbrauch . .
verteilung; hohe T
Starker
CAN-BD Wasser Druckabfall _ _ 0.3-1 wasserlosliche Temperaturabfall
Substanzen bei Druck-
entspannung

8sen) ayosnLIagN
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2.2 Inhalierbare Partikel

2.2.1 Einleitung

Die Hiufigkeit von Atemwegserkrankungen, wobei das Asthma bronchiale die
groBte Rolle spielt, nimmt in der heutigen Gesellschaft drastisch zu. So leiden
nach Schitzungen der World Health Organisation (WHQO) weltweit zwischen
100 und 150 Millionen Menschen an einer solchen Erkrankung, in Deutschland
sind es ca. 4 Millionen. Es zeigt sich, dass dabei mit steigendem Grad der
Industrialisierung des jeweiligen Landes die Hiufigkeit drastisch zunimmt. Das
beste Beispiel stellen hierbei die USA dar, in denen die Anzahl der
Atemwegserkrankten von 1980 bis 1994 um 75 % anstieg (WHO, 2000). Dieser
drastische Verlauf unterstreicht daher die Bedeutung der Forschung in diesem
Teilgebiet der Medizin, was nicht nur die Therapie, sondern auch die

Entwicklung von Arzneimitteln sowie pulmonalen Arzneiformen betrifft.

2.2.2 Respirationstrakt und Partikelabscheidung

Die Lunge besteht aus zwei getrennten Lungenfliigeln, die ihrerseits den
Brustraum ausfiillen. Die Lungenfliigel bilden jeweils ein System, was sich in
die Tiefe der Lunge immer weiter verdstelt. Dabei stellen die Stammbronchien
den Anfang dar, in die sich der immer mehr und mehr veristelnde
Bronchialbaum anschlieBt. Dieser verengt und spaltet sich immer weiter auf
(Bronchioli), bis er letztendlich in die Alveolarginge (Ductus alveolaris)
miindet. Die Alveolen (ca. 300 Millionen) stehen schlieflich iiber ein dichtes
Kapillarnetz mit vendsem Blut in Kontakt und bewerkstelligen dariiber den
Austausch der Atemgase (Mutschler, 1997).

Das Einbringen eines Wirkstoffes zur lokalen oder systemischen Behandlung
von Atemwegserkrankungen in die Lunge stellt dabei eine groBle
Herausforderung dar, wobei eine Vielzahl von Faktoren zu beachten sind. So

konnen beispielsweise die natiirlichen Reinigungs- und Abwehrmechanismen
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der Lunge dieses Ziel stark beeintrichtigen. Gerade der mukozilidre Transport
und die so genannte alveoldre Clearence sind in diesem Zusammenhang von
groBBer Bedeutung, da die Bioverfiigbarkeit eines Wirkstoffes hierdurch drastisch
reduziert werden kann (Lansley, 1993).

Ein weiterer Faktor, der die Bioverfiigbarkeit des Wirkstoffes in diesem
Zusammenhang beeinflusst, ist die Ablagerungswahrscheinlichkeit (Deposition)
der Wirkstoffpartikel selbst. Diese ist zum einen abhingig von den
atemphysiologischen =~ Bedingungen  (Atemzugvolumen,  Atemfrequenz,
Atemfluss) des inhalierenden Patienten, zum anderen aber auch von den
physikalischen Parametern (Gré8e, Dichte, Form) der Wirkstoffpartikel. In Abb.
2.9 sind die drei Mechanismen dargestellt, die fiir die Deposition von Partikeln

unterschieden werden konnen.

MM
100 4 /" IMPAKTION
Oropharynx % v}» Zentrifugalkraft
10 4 Trachea, J
Bronchiolen %/SEDIMENTATION
Alveolen e
1 - #5 !
Schwerkraft
DIFFUSION )
0,1 — ~N)Ilisionskraft
Abb. 2.9: Partikeldeposition im Respirationstrakt.

Dabei beschreibt die Impaktion oder auch Prallabscheidung die Tendenz eines
Teilchens aufgrund seiner Massentrigheit geradeaus weiterzufliegen, wenn der
Luftstrom eine Richtungsidnderung erfdhrt. Dieser Mechanismus fiihrt daher

hauptsichlich bei Partikeln > 10 um zur Abscheidung im Mund-Rachenraum
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sowie den Bronchien. Den zweiten Mechanismus stellt die Sedimentation dar,
wobei nach dem Stokes-Cunningham-Gesetz die Sedimentationsgeschwindig-
keit von Partikeln mit dem Quadrat des Teilchenradius verkniipft ist. Diese
Abscheidung findet sich iiberwiegend bei Partikeln mit einer Grole von 1 -
Sum und besitzt dabei fiir die pharmazeutische Anwendung die grofite
Relevanz. Allerdings ist dieser Mechanismus stark vom inhalierenden Patienten
abhingig, da die Atemfrequenz und Atemhaltezeit hierbei eine grofe Rolle
spielen. Dies wiederum unterstreicht die Wichtigkeit der Verstindlichkeit des
Applikationssystems durch den anwendenden Patienten, sowie die Beratung
durch die Apotheke. Die Diffusion schlielich bildet den dritten grundlegenden
Mechanismus, der hauptsichlich fiir Partikel < 1 um entscheidend ist, die bis in
Alveolen vordringen konnen. Er ist therapeutisch allerdings von untergeordneter
Bedeutung, da diese Teilchen zu einem groBlen Teil wieder ausgeatmet werden
(Stahlhofen et al., 1980).

Ein weiterer Abscheidemechanismus, der allerdings eher von toxikologischem
Interesse ist, ist die Interzeption. Dabei heften sich faserformige Teilchen an die
Oberfldche der Schleimhiute, wobei der Schwerpunkt des Teilchens im Zentrum
des Luftstroms verbleibt. Die Entstehung mancher Lungenerkrankungen, wie

z.B. die Asbestose, kann folglich mit diesem Mechanismus erklédrt werden.

2.2.3 Budesonid

Als inhalierbares Glukokortikoid stellt Budesonid (Abb. 2.10), neben
Beclomethason-17,21-dipropionat, Flunisolid und Fluticason-17-propionat einen
wichtigen Arzneistoff zur Langzeitbehandlung des Asthma bronchiale dar. In
den Empfehlungen zur Asthmatherapie bei Kindern und Erwachsenen
(Wettengel et al., 1998) werden die Glukokortikoide im Stufenplan ab der
Stufe 2 (leicht persistierendes Asthma) neben anderen Wirkstoffen fiir die

Dauermedikation empfohlen.
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Diese Glukokortikoide besitzen im Vergleich zu Hydrocortison eine hohe
Rezeptoraffinitit und zeichnen sich zudem durch eine hohe antiendziindliche
gegeniiber einer geringen mineralokortikoiden Wirkung aus. Einen weiteren
Vorteil dieser Glukokortikoide stellt das weitestgehende Fehlen von
systemischen Nebenwirkungen bei der lokalen Anwendung in der Lunge dar

(Mutschler, 1997).

Abb. 2.10: Strukturformel Budesonid.

Die Durchfiihrbarkeit der Mikronisation dieser Glukokortikoide mit
tiberkritischem Kohlendioxid im ASES-Prozess wird bei Steckel, et al. (1997)
beschrieben. Dabei konnte gezeigt werden, dass es nicht bei allen verwendeten
Glukokortikoiden zu einer Partikelbildung kam. Ausschlaggebend schien hierfiir
der Verteilungskoeffizient zu sein, wobei eine Grenze bei einem log P von 4
festgesetzt wurde (logP entspricht dem dekadischen Logarithmus des
Verteilungskoeffizienten). Oberhalb dieses log P-Wertes kam es unter den
gewihlten Versuchsbedingungen (80 bar und 38°C) zu keiner Fillung der
jeweiligen Steroide im iiberkritischen Kohlendioxid. Das Budesonid mit einem
log P-Wert von 3,1 ist somit bei den oben genannten Bedingungen fiir eine
Fillung im iiberkritischen Kohlendioxid geeignet. Ahnliche Ergebnisse erzielten

Martin, et al. (2002) die mit der ,,Precipitation with a compressed antisolvent*-
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Technik (PCA) bei verschiedenen Druck- und Temperatur-Einstellungen
Mikropartikel in einem GroBenbereich von 1 -2 pum erhielten. Eine weitere
Studie von Velaga, et al. (2002), die auf der Mikronisation von Budesonid mit
der ,,Solution Enhanced Dispersion by Supercritical Fluids“-Technik (SEDS)
beruhte, konnte weiterhin zeigen, dass es dabei nicht moglich war, ein amorphes
oder polymorphes Produkt zu erhalten. So wurde bei allen angewendeten
Versuchsparametern immer Budesonid in seiner einzig bekannten Kristallform
erhalten.

Dabei zeigen diese Ergebnisse, dass sich das Budesonid sehr gut fiir die
Mikronisation im {iiberkritischen Kohlendioxid eignet, wobei allerdings die

Loslichkeit im iiberkritischen Kohlendioxid zu beachten ist.

2.2.4 Formoterol

Ahnlich wie die Glukokortikoide spielt auch das Formoterol (Abb. 2.11) als
langwirksames Beta,-Sympathomimetikum eine wichtige Rolle in der Therapie
des Asthma bronchiale. Es wird im Stufenplan hauptsichlich fir die
Langzeittherapie bei Asthma bronchiale ab der Stufe 3 (mittelgradig
persistierendes Asthma), in Kombination mit einem Glukokortikoid, eingesetzt.
Dabei bietet es durch seine lange Wirkdauer (8 - 12 Stunden) und den raschen
Wirkungseintritt Vorteile, insbesondere bei Patienten mit nédchtlichem Asthma

und/oder mehrfachen obstruktiven Ereignissen im Laufe des Tages.

ZT
ZT

CHO

CH
H,CO OH

Abb. 2.11: Strukturformel Formoterol.
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Uber die Mikronisation von Formoterol im iiberkritischen Kohlendioxid ist bis
jetzt noch keine Studie vorhanden, jedoch iiber andere Beta,-
Sympathomimetika, wie z.B. das Salmeterol-xinafoat und das Salbutamol-sulfat.
Tong, et al. (2001, 2002) zeigten, dass bei der Mikronisation von Salmeterol-
xinafoat mit der SEDS-Technik zwei verschiedene polymorphe Formen erhalten
werden konnten. Hierbei wurde Salmeterol-xinafoat (SX) bei konstant 250 bar
und zwei verschiedenen Temperaturen (40°C und 90°C) aus einer
methanolischen Losung im iiberkritischen Kohlendioxid prazipitiert, wobei bei
40°C das SX-I und bei 90°C das SX-II erzeugt werden konnte. Die weiteren
Untersuchungen zeigten, dass es sich dabei um Enantiotrope handelt, mit SX-I
als der bei Raumtemperatur stabilen Modifikation. Ein amorphes Produkt konnte
bei diesen Untersuchungen nicht beobachtet werden.

Die Mikronisation von Salbutamol-sulfat mit der ,,Supercritical-Anti-Solvent*-
Technik (SAS) fiihrte erst bei der der Verwendung von DMSO als
Losungsmittel zu einer Prézipitation 1im {berkritischen Kohlendioxid
(Reverchon et al.,, 2001). Dabei wurden verschiedene Druck- und
Temperaturvariationen angewendet und auf diesem Wege Partikel erzeugt, die
sich durch eine stibchenférmige Morphologie, mit einer Linge von 1 -3 pm
und einem Durchmesser von 0,2 - 0,4 um, auszeichneten.

Durch diese Resultate konnte gezeigt werden, dass sich Beta,-
Sympathomimetika in {iiberkritischem Kohlendioxid fillen lassen und eine
Partikelbildung moglich ist. Betrachtet man nun den log P-Wert des Formoterols
mit 2,1 (vgl. Kapitel 2.2.3), dann ldsst auch dieser den Schluss zu, dass das

Formoterol fiir eine Fillung in tiberkritischem Kohlendioxid geeignet ist.
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2.3 Liposomen

2.3.1 Einleitung

Um das Ziel zu erreichen gegen nahezu jede Krankheit einen Wirkstoff in der
Hand halten zu konnen, sind im Laufe der Zeit hunderte sehr potenter
Wirkstoffe entwickelt worden, die zumindest in vitro eine hohe Aktivitit
beziiglich einer Vielzahl von therapeutischen Zielen bieten. Allerdings zeigen
viele dieser Wirkstoffe Probleme bei der in vivo Anwendung (Sharma et al.,
1997).

Betrachtet man z.B. die groBBe Anzahl an antineoplastischen Wirkstoffen, so
zeigt sich, dass die Selektivitit nicht nur auf Tumorzellen begrenzt ist, sondern
auch ,.gesunde Zellen* zerstort werden. Die geringe therapeutische Breite dieser
Substanzen macht den Einsatz zum einen sehr schwierig und zum anderen sehr
belastend fiir den jeweiligen Patienten.

Um diesen Umstdnden entgegen zu wirken, ist es das Ziel der Forschung
entsprechende Transporter zu entwickeln, um solche Wirkstoffe direkt an ihren
Wirkort zu transportieren. Dadurch kann zum einen die Toxizitéit der jeweiligen
Substanzen und zum anderen die therapeutisch notige Dosis verringert werden,
da auf diese Weise ein gezielter Einsatz moglich wird. Ein Forschungsansatz
dabei ist, auf so genannte Liposomen als Arzneistofftriger zuriickzugreifen

(Gregoriadis et al., 1993).

2.3.2 Definition

Unter dem Begriff Liposomen werden kiinstlich hergestellte Vesikel
zusammengefasst, die einen Durchmesser von 0,05 - 5 um besitzen und sich
spontan bilden, wenn die entsprechenden Lipide in einem wéssrigen Medium
solvatisiert werden (Bangham und Horne, 1964). Bei der Beladung dieser
Liposomen mit Wirkstoffen zeigen sich dabei deutliche Unterschiede je nach

Art der eingesetzten Arzneistoffe. Wiahrend hydrophile Wirkstoffe zwischen den
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einzelnen Lamellen, die mit wissrigem Medium gefiillt sind, sowie im Kern
wieder finden, werden hydrophobe  Wirkstoffe direkt in  die
Lipiddoppelmembran eingebaut (Abb. 2.12).
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Abb. 2.12: Schematische Darstellung eines unilamellaren (rechts) und eines

multilamellaren Liposoms (links).

Die Lipide, die bei der Herstellung der Liposomen zum Einsatz kommen, sind
hauptsidchlich Phospholipide, Glycolipide und Cholesterol. Dabei werden
hauptsichlich drei verschiedene Grundtypen von Liposomen unterschieden, die
sich durch Unterschiede in GroBe und Lamellenzahl auszeichnen. Im Laufe der
Zeit sind zu diesen drei Grundtypen noch weitere hinzugekommen, auf die hier
allerdings nicht niher eingegangen werden soll:

SUV (small unilamellar vesicles) sind kleine unilamellare Vesikel mit einem
Durchmesser bis zu 50 nm. Sie zeigen im Gegensatz zu anderen Liposomen
grofle Membrankurvaturen, wodurch hohe Membranspannungen entstehen. Das
geringe Innenvolumen bedingt zwar eine geringe Einschlusseffizienz fiir
hydrophile Substanzen, dafiir liegt der Vorteil in ihrer geringen GroBe. Grof3e
Liposomen reichern sich meist nach intravasaler Applikation in Leber und Milz

an, die SUV dagegen zeigen eine bessere Organverteilung. Auch ist es ihnen
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durch ihre geringe GroB3e besser moglich durch Liicken zwischen Endothelzellen
der Kapillarwédnde aus dem GefidBsystem in das periphere Gewebe einzudringen.
LUV (large unilamellar vesicles) zeigen mit einem Durchmesser von > 50 nm
eine gute Lagerstabilitit durch nahezu spannungsfreie Membranen. Weiterhin
zeigen sie ein glinstiges Verhiltnis von verkapselter Menge an hydrophiler
Substanz zu eingesetztem Lipid.

MLV (multilamellar large vesicles) haben eine Groe von ca. 100 nm bis hin zu
mehreren 1000 nm. Sie zeichnen sich dadurch aus, dass sie eine grofle Anzahl
von konzentrischen Bilayerschalen bilden konnen. Aufgrund der daraus
resultierenden hohen Anzahl von Lamellen ist die Freisetzung von Substanzen
aus ihnen verzogert, wodurch sie als Depotarzneiformen verwendet werden
konnen. Ein groBer Nachteil der MLV ist ihre bevorzugte Aufnahme in
phagozytierende Zellen des Retikuloendothelialen Systems nach parenteraler

Applikation, was den Transport des Wirkstoffes an den Wirkort erschwert.

2.3.3 Lipidauswahl

Zum FEinsatz kommen meist Lipide auf Basis von Phosphatidylcholin, da dieses
den wichtigsten Membranbaustein im menschlichen Korper darstellt. Das
Phosphatidylcholin wird bevorzugt aus Soja, wegen der geringeren Kosten, oder
aus Ei gewonnen und in einer Vielzahl von Variationen mit verschiedenen
Fettsdureestern (C-Atome > 16) und unterschiedlichen Sittigungsgraden
angeboten. Dabei werden die Phospholipide meist mit Ethanol aus dem Soja
extrahiert und durch anschlieBende chromatographische Auftrennungen die
einzelnen Variationen erhalten. Zusétzlich dazu kann im Anschluss an diese
Auftrennung eine Hydrierung folgen, durch die moglichst gesittigte
Phospholipide entstehen.

Normalerweise bilden die Produkte aus Ei und Soja bei Temperaturen zwischen
0°C und weit iiber Korpertemperatur fluide fliissigkristalline Membranen (L,-

Phase), wobei durch die Zugabe von Cholesterol diese Fluiditit und damit die
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Membranpermeabilitit herabgesetzt werden kann. Die hydrierten Produkte
dagegen liegen bei 50°C und dariiber in einer Gelphase (Lg-Phase) vor, durch
die die Membranpermeabilitit stdrker herabgesetzt ist, als bei den nicht
hydrierten Produkten. Weiterhin sind die hydrierten Produkte schwieriger zu
verarbeiten und konnen zu verdnderten pharmakologischen Effekten fiihren.
Dafiir besitzen sie den Vorteil einer hoheren Stabilitit und Reinheit gegeniiber

den ungesittigten Produkten (Miiller et al., 1998).

234 Herstellungsverfahren

Mittlerweile ist eine groe Anzahl von Herstellungsverfahren bekannt. Da das
Herstellungsverfahren ausschlaggebend fiir die Groe und Eigenschaften der
Liposomen ist (Sharma et al., 1997), ist dieses meist auf die einzelnen
Grundtypen der Liposomen zugeschnitten.

Die einfachste und meist verbreitete Methode, die zur Herstellung von MLV

genutzt wird, ist die Filmmethode (Abb. 2.13).
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Abb. 2.13: Schematische Darstellung der Filmmethode, Erkldrung siehe Text (modifiziert

nach Moderne Arzneiformen, 1997).
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Hierbei werden die Liposomen bildenden Substanzen in einem Losungsmittel
gelost und durch das Abdampfen des Losungsmittels im Rotationsverdampfer
ein diinner Lipidfilm erzeugt. In einem nichsten Schritt findet dann die
Liposomenbildung durch die Solvatisierung mit Puffermedium statt. Durch
mehrmaliges Waschen werden die Liposomen von iiberschiissigem Wirkstoff
befreit und gereinigt. Mit diesem letzten Schritt ist die Herstellung
abgeschlossen. Je nachdem ob ein hydrophiler oder lipophiler Wirkstoff
eingesetzt werden soll, wird dieser entweder im Puffermedium oder bei der
Lipidzugabe im organischen Losungsmittel gelost. Eine groB3e Rolle spielt bei
diesem Verfahren auch die Phaseninversionstemperatur der eingesetzten Lipide.
Um eine vollstindige Solvatisierung zu gewihrleisten, sollte die Temperatur des
zugefiigten Puffermediums kurz oberhalb der Phaseninversionstemperatur
liegen.

Mit dieser Herstellungsmethode werden bevorzugt MLV hergestellt, die sehr
heterogen sind. Um diesem Umstand zu begegnen, kann die
Liposomensuspension anschlieBend mit Ultraschall behandelt oder durch
Polycarbonatfilter extrudiert werden, um auf diese Weise eine einheitliche
Liposomengrofe zu erreichen (Lasic, 1993).

Andere Verfahren nutzen ebenfalls die spontane Vesikelbildung der Lipide,
wobei das Hauptaugenmerk auf der mechanischen Weiterverarbeitung der
entstandenen Vesikel liegt. So kommen hier auch Ultraschall oder Filter (Olson
et al., 1979) zum Einsatz, um die Vesikel zu zerreil3en, damit sich anschliel3end
Liposomen aufbauen. Dabei konnen beispielsweise beim Einsatz von hohen
Ultraschallenergien SUV erzeugt werden (Huang, 1969). Dartiber hinaus konnen
auch speziell entwickelte Gerite, wie die French Press (Hamilton et al., 1980)
oder Microemulsifier (Mayhew et al., 1984) genutzt werden, um unilamellare
Vesikel zu erzeugen.

Des Weiteren werden Methoden eingesetzt, die auf der Injektion von

Losungsmitteln (Kremer et al. 1977), Verwendung von Detergentien oder
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speziellen Fusionstechniken beruhen. Auf diese Verfahren soll hier nicht weiter
eingegangen werden, da sie in der weiterfithrenden Literatur ausfiihrlich
beschrieben sind (Lasic, 1993; Szoka, 1980).

Neben diesen eher konventionellen Methoden zur Herstellung von Liposomen,
sind auch einige Verfahren beschrieben, die iiberkritisches Kohlendioxid nutzen.
So zeigten Badens et al. (2001), dass sich verschiedene Soja-Lecithine mit der
SAS-Technik zu Mikropartikeln mit einer Gréfe von 1 -40 pum verarbeiten
lieBen. Castor und Chu (1998) beschreiben in ithrem Patent ein neuartiges
Verfahren zur Herstellung von Liposomen mit iiberkritischem Kohlendioxid, die
einen hydrophoben Wirkstoff enthalten. Dabei werden die Lipide, der
hydrophobe Wirkstoff und Wasser zusammen mit iiberkritischem Kohlendioxid
in einer Hochdruckkolonne gemischt und dann in weiteren Hochdruckkolonnen
entspannt. Bei diesem Entspannungsschritt bilden sich dann die mit Wirkstoff

beladenen Liposomen und kénnen als fertige Suspension entnommen werden.

2.3.5 Anwendungsgebiete

Wie schon in der Einleitung erwihnt (Kapitel 2.3.1), kommen Liposomen sehr
oft zum Einsatz, um die Vertridglichkeit und/oder die Bioverfiigbarkeit von
Wirkstoffen zu erhohen. Beispiele dafiir stellen unter anderem
Liposomenformulierungen des Amphotericin B (AmBisome®) und Paclitaxel
dar. So konnte durch das Liposomenprodukt die Vertriglichkeit des
Amphotericin B deutlich gesteigert werden. Beim Paclitaxel zeigt sich dieser
Effekt ebenfalls, allerdings wurde hier durch die Liposomenformulierung
zusitzlich eine Steigerung der Bioverfligbarkeit erreicht (Sharma et al., 1997).

Wie ein solcher antineoplastischer Wirkstoff in einer Liposomenformulierung
tatsdchlich an seinen Wirkort gelangt, zeigt die Abb. 2.14. Das normale
Endothel besteht aus einer geschlossenen Zellschicht, so dass hier die
Liposomen nicht in das Gewebe eindringen konnen. Eine Besonderheit stellt das

Endothel des Retikuloendothelialen Systems (RES) dar, welches fenestriert ist.

31



Theoretischer Teil

Diese Locher haben eine GroB3e von bis zu 100 nm, durch die die Liposomen
eindringen konnen, dann jedoch von Makrophagen des RES phagozytiert und
somit zerstort werden. Das eigentliche Zielgewebe, das Tumor-Gefil3endothel,
zeichnet sich dadurch aus, dass dort Liicken im Endothel durch das aggressive
Vorgehen der Tumorzellen vorhanden sind. Diese Liicken (GroB3e bis 800 nm)
dienen den Liposomen somit als Eindringort in den Tumor, wo der Wirkstoff

dann seinen Wirkort erreicht hat.

normales Endothel . Retikuloendotheliales . Tumor-Gefalendothel
System (RES)

[ [ ] Joeues

Liposomen -

] [ ]
keine Licken (tight junctions) . Loécher (bis 100 nm) in den . in Tumoren Licken (bis 800 nm)
zwischen den Endothelzellen Endothelzellen des RES zwischen den Endothelzellen und

" " Extrazellularraum

in den meisten Geweben Leber, Milz, Knochenmark
— keine Aufnahme der — Aufnahme der Liposomen — Aufnahme der Liposomen
Liposomen in und Wechselwirkung mit
Nicht-RES-Geweben Makrophagen

Abb. 2.14:  Darstellung der Wirkungsweise und des gezielten Transports der Liposomen in

das Zielgewebe.

Ein weitere Moglichkeit Liposomen einzusetzen, betrifft die Verldangerung der
Wirkstofffreisetzung. So zeigten Liposomen, die mit neuartigen synthetischen
Lipidanaloga auf Polyethylenglycol-Basis hergestellt wurden, eine verldngerte
Wirkstofffreisetzung in Miusen, da diese wesentlich schlechter in das RES
aufgenommen werden konnten (Allen et al., 1991). Diese Art von Liposomen
wird auch als ,,Stealth-Liposomen‘ bezeichnet und kann mit einer Vielzahl von
synthetischen Lipiden erzeugt werden (Cattel et al., 2004). Aufgrund der
schlechteren Aufnahme der Liposomen durch die Makrophagen des RES kommt
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es zu einer langeren Verweildauer der Liposomen im Blut und damit
letztendlich zu einer Verzogerung der Wirkstofffreisetzung.

Neben der parenteral invasiven Applikation der Liposomen, ist auch ihre
pulmonale Applikation seit langem Gegenstand der Forschung. Die grol3e
Oberflidche und die Nidhe der Alveolen zu den Blutgefilen machen damit die
Lunge nicht nur fiir lokal, sondern auch fiir systemisch wirkende Substanzen
sehr attraktiv. Ein weiterer groBler Vorteil der Liposomen ist die chemische
Verwandtheit der Phospholipide zum ,Surfactant Factor, der die Lunge
tiberzieht. Es hat sich gezeigt, dass die Liposomen durch diese
Zusammensetzung in den ,,Surfactant Factor* aufgenommen werden konnen und
auf diesem Wege mit diesem verschmelzen (Lasic, 1993). Dabei sind die
Toxizitit und die Aufnahme in Makrophagen abhingig von der
Liposomenformulierung und kénnen somit genau gesteuert werden (Gonzalez-
Rothi et al., 1991).

Ublicherweise werden Liposomen als Suspensionen iiber Vernebler in die
Lunge eingebracht. Diese haben den Vorteil, dass die Liposomensuspensionen
direkt vernebelt und im Gegensatz zu den Metered Dose Inhalern (MDI) und
Dry Powder Inhalern (DPI) relativ hohe Dosierungen appliziert werden konnen
(Taylor et al., 1993). Ein groBer Nachteil allerdings ist gerade bei den
Suspensionen das Problem der Stabilitit und des Wirkstoffverlustes in den
Liposomen (Desai et al., 2003). Aus diesen Griinden wird immer mehr nach
Alternativen gesucht, die Liposomen auch in Pulverform iiber die MDI oder DPI
in die Lunge einzubringen, wobei dann der grof8e Nachteil ihrer mangelnden
Stabilitéit weitestgehend entféllt. Ergebnisse mit Budenosid-haltigen Liposomen,
die iiber eine Gefriertrocknung der Liposomensuspension und anschlieBende
Mahlung in die Pulverform iiberfithrt wurden, zeigen, dass auch auf diesem
Wege eine verlingerte Wirkstofffreisetzung in Rattenlungen moglich war (Joshi

et al.,, 2001). Gerade die Gefriertrocknung der Liposomensuspension wird
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favorisiert und zeigt, dass sich aus den gemahlenen Lyophilisaten bei
Hydratisierung sehr schnell MLV bilden (Desai et al., 2003).

Somit sind Liposomenformulierungen, als Suspension oder als
gefriergetrocknetes Produkt, ein viel versprechender Ansatz, um Arzneistoffe

fiir eine lokale oder systemische Wirkung iiber die Lunge zu applizieren.
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3 ANGEWANDTE METHODEN

3.1 Herstellung

Alle Versuche wurden mit dem Aerosol Solvent Extraction System (ASES), das
in Kapitel 2.1.2.4 ausfiihrlich beschrieben wird, hergestellt. Dabei wurde in allen
Fillen Kohlendioxid (Kohlendioxid zum Schweiflen, DIN EN 439, Gruppe C 1)
der Firma Messer Griesheim (Sulzbach, Deutschland) mit einem
Reinheitsgrad > 99,7 Vol. % verwendet.

Auf die genauen Herstellungsparameter soll in diesem Kapitel nicht weiter
eingegangen, sondern auf die jeweiligen Kapitel verwiesen werden. Fiir die
Berechnung der Ausbeuten wurde jeweils nur das im Auffangbehilter
gesammelte Produkt herangezogen und auf die jeweilige Einsatzmenge bezogen.
Produkt, das an den Kolonnenwianden und den Ein- und Auslasssintern haftete,

wurde verworfen und nicht mit in die Berechnung einbezogen.
3.2 Charakterisierung

3.2.1 PartikelgroBenverteilung

Zur Bestimmung der PartikelgroBenverteilung wurde ein HELOS®
Laserdiffraktometer (Helium Neon Laser Optisches System, Sympatec,
Clausthal-Zellerfeld, Deutschland) verwendet. Die Messungen beruhen auf dem
Beugungsverhalten eines Laserstrahles an Partikeln, wobei gro3e Teilchen eine
kleine und kleine Teilchen eine grofle Beugung des Lichtes bewirken (Abb. 3.1).
Nach der Beugung des Laserstrahls an den Teilchen wird dieser in einer Fourier-
Transformationslinse gesammelt und auf den Detektor weitergeleitet. Die
PartikelgroBenverteilung wird anschlieBend nach der Fraunhofer-Theorie
berechnet. Da die Fraunhofer-Theorie allerdings zur Berechnung volumen-
gleiche Kugeln annimmit, ist diese Berechnung eigentlich nur fiir kugelformige

Partikel geeignet (International Standard ISO 13320, 1999).
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grofes Partikel
01
Laser aufgewelteter Laserstrahl
Detektor
0,
kleines Partikel
Abb. 3.1: Beispielhafte Darstellung der verschiedenen Beugungsverhalten eines

Laserstrahles an groflen und kleinen Partikeln.

Die Messungen wurden alle mit Hilfe des Systemmoduls CUVETTE®
(Sympatec, Clausthal-Zellerfeld, Deutschland) in einer Quarzkiivette mit einem
Fassungsvermogen von 3 ml durchgefiihrt, wobei die Proben jeweils als
Suspensionen vermessen werden konnten. Auf die genaue Zusammensetzung
der jeweiligen Suspensionen wird in den jeweiligen Kapiteln eingegangen. Zur
Vermeidung der Vermessung von Agglomeraten kam es bei allen Proben zu
einer Behandlung von 30 Sekunden im Ultraschallbad vor der Bestimmung der
PartikelgroBenverteilung. AnschlieBend wurden die so aufgearbeiteten Suspen-
sionen in die Quarzkiivette iiberfithrt und die jeweilige Brennweite der Linse
nach den PartikelgroBenverteilungen der Proben ausgewihlt und zur
Vermessung genutzt. Die Messung erfolgte in einem Zeitraum von 10
Sekunden, bei einer Messbasis von 500 Millisekunden und zehnfacher
Wiederholung. Dabei wurde die optische Konzentration in der CUVETTE®
jeweils zwischen 10 % und 15 % eingestellt.

Die Auswertung der Versuche erfolgte mit der systemeigenen Software
Windox®. Dabei wird die PartikelgroBenverteilung grafisch dargestellt, indem

der Mengenanteil auf der Ordinate und die Teilchengrofle (x) auf der Abszisse
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dargestellt werden. Aus dieser Darstellung ldsst sich anschlieBend die
Verteilungsdichtefunktion q,(x) ableiten, die fiir jede TeilchengroBe (x) ihren
Anteil an der Gesamtmenge angibt, wobei die Fliche unter der Kurve stets eins,
entsprechend 100 % Gesamtmenge ausmacht. Zusitzlich dazu wird weiterhin
die Verteilungssummenkurve Q,(x) angegeben. Diese gibt den Mengenanteil
aller Teilchen mit GroBen kleiner oder gleich x an. Um Vergleiche zwischen den
einzelnen Proben ermitteln zu konnen, wurden immer die charakteristischen
VerteilungskenngroBen Xy, Xso und Xgy, in Mikrometer, angegeben. Diese
VerteilungskenngroBBen entsprechen dem PartikelgroBenanteil in Prozent des
Gesamtvolumens. Eine bestimmte ermittelte Grofle beir Xq, bedeutet also, dass
90 % dieser Partikel kleiner oder gleich der ermittelten Grof3e sind.

Weiterhin fand jeweils die Berechnung der Spannweite statt, um die Breite der

PartikelgroBenverteilung aufzuzeigen, wobei Formel 1 genutzt wurde.

Formel 1:

. X, — X
Spannweite = —2——1%

50

3.2.2 Partikelmorphologie

3.2.2.1 Rasterelektronenmikroskop

Um einen Eindruck von der Morphologie der hergestellten Partikel zu erhalten,
wurden Aufnahmen dieser mit einem Rasterelektronenmikroskop angefertigt.
Dazu wurde das Philips XL 20 (Philips, Eindhoven, Niederlande) verwendet.
Die Proben wurden jeweils zur Vorbereitung auf Aluminiumprobenhalter mit
Hilfe von selbstklebenden Carbon-Leit-Tabs (Plano GmbH, Wetzlar,
Deutschland) fixiert. AnschlieBend wurden die so vorbereiteten Proben mit dem

Sputter Coater SCD 005 (Bal-Tec AG, Liechtenstein) mit der notwendigen
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Goldschicht versehen. Diese Beschichtung wurde in einer Argon-Atmosphire
(0,5 bar) bei 50 mA 65 Sekunden lang durchgefiihrt. Die Aufnahmen wurden
jeweils bei verschiedenen VergroBerungen (siehe jeweiliges Kapitel) und

angelegten Spannungen des Elektronenstrahls (12 - 20 kV) angefertigt.

3.2.2.2 Lichtmikroskop

Zur Charakterisierung der Liposomensuspensionen wurde ein Carl-Zeiss
Mikroskop verwendet. Zur endgiiltigen Auswertung diente ein Tubuseinsatz, der
mit einer digitalen Kamera (Breukhoven Microscope Systems, Niederlande)
gekoppelt war. Dabei wurden die Suspensionen jeweils 1:1 verdiinnt auf einen
Objekttrager gegeben und mit 60-facher VergroBerung betrachtet. Um die
Membranstrukruren der Liposomen besser begutachten zu konnen, wurde
zusitzlich ein Polarisator verwendet, wodurch die fiir Liposomen typische

Kleeblattstruktur aufgezeigt werden konnte.

3.2.3 Rontgendiffraktometrie

Das hier verwendete Gerit ist das Diffraktometer Stadi P (Stoe & Cie GmbH,
Darmstadt, Deutschland). Es ist mit zwei Messplitzen und einer stationidren
Kupfer-Anode (40 kV, 30 mA, 1,2 kW, CuKa,;-Strahlung) ausgestattet. Die
Rontgendiffraktometrie wurde in diesem Fall angewandt, um den kristallinen
Aufbau der entstandenen Produkte zu begutachten und zu bewerten. Dariiber
hinaus konnen mit ihr polymorphe Formen oder Kristalldefekte einer Substanz
identifiziert werden. Die Theorie beruht darauf, dass der durch eine
Rontgenrohre emittierte CuKo; Rontgenstrahl auf die Pulverprobe trifft, von
dieser gebeugt und anschlieBend in einem Detektor aufgenommen wird. Der
Monochromator, der die gewiinschte Wellenlinge herausfiltert, sitzt dabei
gebogen zwischen Rontgenrohre und Probenhalter. Der Detektor (Zidhlrohr) ist
hinter dem Probenhalter angebracht und fahrt auf einer festgelegten Kreisbahn

um die Probe (w-Kreis). Auf diese Weise sucht er die Winkel 2-Theta an denen
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das Licht, aufgrund von Schwingungen der Atome im Probenmolekiil, gebeugt

wird. Schematisch ist dieser Vorgang in Abb. 3.2 dargestellt.

Monochromator

Réntgenrdhre

Abschirmverschluf®

Abb. 3.2: Schematischer Aufbau des Rontgendiffraktometers.

Der Messbereich aller auf diese Weise vermessenen Proben lag zwischen 5° und
45° 2-Theta. Mit Hilfe der Computersoftware WinXPOW (Stoe & Cie GmbH,
Darmstadt, Deutschland) wurden die einzelnen RoOntgendiffraktogramme

qualitativ ausgewertet und miteinander verglichen.

3.2.4  Differential Scanning Calorimetry

Die Differential Scanning Calorimetry (DSC) wurde zur Bestimmung des
Schmelzpunktes verwendet. Zu diesem Zweck stand die DSC7 (Perkin Elmer,
Boston, USA) zur Verfiigung. Es handelt sich dabei um eine
leistungskompensierte DSC-Apparatur, bei der Referenz- und Probenmesszelle
unabhidngig voneinander von demselben Temperaturprogramm angesteuert
werden. Um diese Unabhingigkeit zu gewihrleisten besitzt jede der beiden

Zellen ein eigenes Heizelement und wird jewelils dariiber erhitzt. Mit dieser
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Anordnung wird es moglich, die zum Aufheizen der Probe erforderliche Energie
im Vergleich zur Referenzzelle zu bestimmen und dadurch thermische
Ereignisse aufzuzeichnen. Die Steuerung und Auswertung erfolgte liber die
Software Pyris® von Perkin Elmer.

Die zu untersuchenden Proben wurde fiir die Vermessung jeweils in ein tariertes
DSC-Pfannchen (40 ul, Perkin Elmer, Boston, USA) auf einer Analysenwaage
(Mikrowaage MCS5, Sartorius, Gottingen, Deutschland) genau eingewogen und
mit einem Deckel verschlossen, wobei die Einwaagen zwischen ca. 1 -3 mg
variierten. Alle Messungen fanden mit geschlossenem Deckel (closed pan
Verfahren) statt und wurden bei einer Heizrate von 10°C/min durchgefiihrt. Die
Endtemperatur richtete sich dabei immer nach dem Schmelzpunkt der Substanz,
der zuvor optisch auf einer Koflerbank ermittelt wurde. Bei der Auswertung
stellen endotherme Ereignisse immer einen positiven Wirmefluss dar, was fiir
die Betrachtung der DSC-Kurven bedeutet, dass die endothermen Ereignisse

dort immer nach oben gerichtet sind.

3.2.5 Dynamische Wasserdampf Sorption

Um Kenntnis iiber Rekristallisationvorgidnge der Formoterolproben bei
verschiedenen Luftfeuchten zu erlangen, wurde die Dynamische Wasserdampf
Sorption DVS1 (Surface Measurement Systems, London, GroBbritannien)
verwendet. Die Dynamische Wasserdampf Sorption (Abb. 3.3) ist dabei so
aufgebaut, dass die gewiinschten Luftfeuchten iiber das Mischen von zwei N,
Gasstromen eingestellt werden. Ein Gasstrom durchliuft dabei ein Wasserdepot
und wird auf diese Weise befeuchtet. Durch das Mischen mit dem trockenen
Gasstrom wird dann die gewliinschte Luftfeuchte eingestellt. Die Steuerung des
Vorgangs erfolgt dabei liber die Massenflusskontrolleinheit. Die eingestellte
Luftfeuchte wird stindig iiber die Messfiihler in Proben- und Referenzraum
tiberwacht und somit sichergestellt. Das so angefeuchtete Trigergas umspiilt nun

kontinuierlich Proben- und Referenzschale, wodurch ein optimaler Stoff-
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transport zur Probe gewihrleistet wird. Die eigentliche Messung findet dann als
Differenzwigung zwischen Proben- und Referenzschale anhand einer
Mikrowaage (Cahn D 200-Waage) statt. Dabei befindet sich die gesamte
Messeinheit in einem temperaturkontrollierten Inkubator, was eine Messung

unter isothermen Bedingungen (25°C + 0,1°C) ermdglicht.

temperaturkontrollierter

Inkubator .
.
Mikrowaage —
Luftbefeuchtung

/ — ]

P ’ ! A '// /\ /R
e \:.—,g | WA Probe — | g /\ | Referenz
~ - J/ NN ~ -
s / ooy
Trockengasstrom Massenflusskontrolleinheit | — Messfiihler ——
N \\ , C =
h \
Abb. 3.3: Schematische Darstellung der Dynamischen Wasserdampf Sorption (Dynamic

Vapor Sorption, DVS).

Zur Beurteilung von Rekristallisationsvorgdngen wurden jeweils ca. 1,0 mg der
entsprechenden Chargen in die Probenschale eingewogen. Die Mikrowaage, die
das Gewicht der Probenschale ermittelt, machte es moglich solche kleinen
Mengen zu verarbeiten. Fiir die jeweiligen Messungen wurden mehrere
Luftfeuchteprogramme erstellt, die in Kapitel 4.2.3.4 ndher erldutert werden.
Eine Auswertung der erhaltenen Daten wurde mit Hilfe von Microsoft Excel®
und den dazugehorigen, von Surface Measurement Systems (London,

GroBbritannien) bereitgestellten, Makros durchgefiihrt.
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3.2.6 Inverse Gas Chromatographie

Mit Hilfe der inversen Gas Chromatographie (iGC) kann iiber die Bestimmung
der Retentionszeiten verschiedener Probenmolekiile eine Vielzahl physikalisch-
chemischer Parameter ermittelt werden. Zu diesen Parametern zédhlen die
Oberfldchenenergie, Adsorptionswidrme, Adsorptions-Isothermen, Phasen-
tibergidinge und Diffusionsmengen. In dieser Arbeit war davon lediglich die
dispersive Oberflichenenergie von Interesse. Zum Einsatz kam zu diesen
Messungen ein inverser Gas Chromatograph der Firma Surface Measurement
Systems (SMS, London, GroBbritannien).

Das Prinzip der iGC ist dabei als Umkehrung der herkommlichen Gas
Chromatographie zu verstehen. Eine zylinderférmige Sadule wird gleichmifBig
mit dem Probenmaterial gefiillt, wobei anschlieBend bei einem konstanten
Trigergasfluss ein Puls oder eine Front konstanter Konzentration eines
Analysengases injiziert wird. Es befindet sich somit die zu untersuchende Probe
in der Sdule und wird mit dem Analysegas durchstromt (Abb. 3.4). Der iGC ist
dabei so aufgebaut (Abb. 3.5), das im Analysegasofen das verwendete

Losungsmittel (Eluent) verdampft und mit dem Trigergas gemischt wird.
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Abb. 3.4: Unterschiedliche Durchfithrung der herkommlichen Gas Chromatographie

gegeniiber der inversen Gas Chromatographie (SMS, London, Grof3britannien).
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Abb. 3.5: Schematischer Aufbau eines inversen Gas Chromatographen (SMS, London,

Grofbritannien).

AnschlieBend wird dieses Analysegas durch die mit Probe gepackte Siule
geleitet und in einem Wirmeleitfahigkeitsdetektor (TCD) und einem
Flammenionisationsdetektor (FID) ausgewertet. Die Verwendung dieser zwei
hintereinander  geschalteten Detektoren hat den Vorteil, dass eine
Unterscheidung der Signale von Feuchte und organischem Losungsmittel
moglich wird. Fiir die Ermittlung der dispersiven Oberflachenenergie kamen
jeweils Heptan, Oktan, Dekan und Undekan in GC- oder HPLC-Qualitit
(Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland) als Analysegase zur Anwendung.
Dabei wurde ein spezielles Zeitprogramm fiir die Retentionszeiten der einzelnen
Analysegase verwendet. Um eine gleichmifBige und reproduzierbare Packung
der Sédulen mit Probenmaterial zu gewdhrleisten, wurde ein speziell dafiir
entwickeltes Gerit, das einem Stampfvolumeter dhnelt, verwendet (Column

Packer, Surface Measurement Systems, London, GroBbritannien). Als
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Probenmaterialmenge wurden jeweils ca. 100,0 mg eingesetzt. Die Versuche
wurden im ,infinite dilution“-Bereich durchgefiihrt, wobei zur detaillierten
Beschreibung der Verfahrenstechnik auf den iGC User Guide v1.7 von Surface

Measurement Systems (London, GroBbritannien) verwiesen wird.

3.2.7 Kontaktwinkelmessung

Der Kontaktwinkel gibt Aufschluss iiber das Benetzungsverhalten einer
Substanzoberfliche gegeniiber einer Fliissigkeit, in diesem Fall Wasser. Dabei
ist der Kontaktwinkel als der Winkel zu verstehen, den ein Fliissigkeitstropfen
mit der Oberflidche des Feststoffes bildet (Leuenberger, 2002). Einige Beispiele
fiir verschiedene Arten von Kontaktwinkeln sind in Abb. 3.6 dargestellt.

Die Bestimmung des Benetzungswinkels wurde nach der Sessile Drop Technik
durchgefiihrt (Ohm et al., 1985). Fiir diese Untersuchungen wurde das Erma
Goniometer G 1 (Erma Optical Works, Tokio, Japan) verwendet. Dazu wurden
zunichst ca. 100 mg der zu untersuchenden Substanz mit einer Kraft von 25 kN
mit einer hydraulischen Presse zu einem Pressling geformt. AnschlieBend wurde
mit einer Spritze iliber eine Kaniile ein Wassertropfen (ca. 25 ul) auf die
Oberfliche dieses Presslings gesetzt und der Kontaktwinkel mit Hilfe des

optischen Systems durch Anlegen der Tangente an den Tropfen gemessen.

Abb. 3.6: Beispielhafte Darstellung verschiedener Benetzungsverhalten und der daraus

resultierenden Kontaktwinkel (0).
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3.2.8 Aerodynamische Eigenschaften

Zur Bestimmung der aerodynamischen Eigenschaften der jeweiligen
Pulverproben wurde ein mehrstufiger Fliissigkeitsimpaktor (Multi Stage Liquid
Impinger, MSLI) der Firma Erweka GmbH (Offenbach, Deutschland) verwendet
(Gerit C des Ph. Eur. 5, 2005), der in Abb. 3.7 schematisch dargestellt ist. Das
Messprinzip beruht dabei auf der Partikelabscheidung aufgrund der Impaktion
auf den einzelnen Stufen, die durch die Massentridgheit der einzelnen Partikel im
Volumenstrom verursacht wird (siehe auch Kapitel 2.2.2). Eine genaue
Beschreibung des Messprinzips findet sich bei Bolzen (2001).

Das Gerit ist in vier Stufen eingeteilt, die jeweils iiber einen Durchlass
definierter GroBle miteinander verbunden sind. Dabei werden auf jeder Stufe,
abhiéngig vom angelegten Volumenstrom, Partikel eines bestimmten
Durchmessers  (Abscheidungsdurchmesser in um) abgeschieden und
anschlieBend bestimmt. Zusitzlich dazu werden auch die Abscheidung im
Rachen (oberhalb Stufe 1) und im Auslassfilter (unterhalb Stufe 4), der als
finfte Stufe angesehen werden kann, ermittelt. Alle in dieser Arbeit
durchgefiihrten Versuche mit dem MSLI wurden mit einem Volumenstrom
durchgefiihrt, der auf der ersten Stufe einen Unterdruck von 4 kPa ergab. Mit
Hilfe einer Pumpe (Erweka GmbH, Offenbach, Deutschland) konnte dieser
erzeugt und durch eine so genannte Trigbox gesteuert werden. Um eine
Reproduzierbarkeit des Unterdrucks zu gewihrleisten, wurde dieser vor jeder
Messung mit einem Differenzdruckmessgeriit Digima® Junior dp 200 mbar (SI
Special Instruments GmbH, Nordlingen, Deutschland) iiberpriift. Damit der
Einfluss eines Inhalators auf die Ergebnisse der aerodynamischen Eigenschaften
der zu untersuchenden Pulver ausgeschlossen werden konnte, wurde eine
einfache Aufgabehilfe verwendet (Abb. 3.8). Bei dieser Aufgabehilfe handelte
es sich um ein Edelstahlrohr, das mit einer Aufgabeschale versehen ist. Durch
betitigen eines Hebels wird diese Schale in den Luftstrom gedreht und das zu

untersuchende Pulver fillt direkt in den durch die Pumpe erzeugten
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Volumenstrom. Der Volumenstrom, der mit dieser Aufgabehilfe bei dem

verwendeten Druckabfall von 4 kPa erzeugt werden konnte, betrug ca. 80 1/min.
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Abb. 3.7: Schematischer Aufbau des verwendeten Fliissigkeitsimpaktor (MSLI).

in den Volumenstrom
aufgeben

il | e

Abb. 3.8: Schematischer Aufbau der Aufgabehilfe.
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Die einzelnen Stufen waren dabei jeweils mit 20 ml Methanol 75 % (m/m)
befiillt. Nach Beendigung des jeweiligen Versuches wurde der Auslassfilter mit
10 ml und der Rachen mit 20 ml Methanol 75 % (m/m) gespiilt und gewartet bis
sich die Wirkstoffmenge quantitativ gelost hatte. AnschlieBend wurden alle
Proben mit einer fiir den jeweiligen Wirkstoff geeigneten HPLC-Analytik
bestimmt und ausgewertet. Die detaillierte Beschreibung der verschiedenen
HPLC-Analytiken findet sich in Kapitel 3.2.11.

Die so erhaltenen Ergebnisse lassen sich auf verschiedene Art und Weise
darstellen. Dabei wurden in dieser Arbeit zum einen die Ergebnisse als
,Freigesetzte Dosis® oder auch ,Delivered Dose* (DD) dargestellt. Dies
bezeichnet den Anteil an Pulverpartikeln, der tatsdchlich in den Impaktor
gelangt ist. Dabei werden die Verluste an der Aufgabehilfe herausgerechnet.
Weiterhin wird der ,,Anteil feiner Teilchen®, oder auch ,,Fine Particle Fraction*
(FPF), in der Auswertung angefiihrt. Die FPF bezeichnet den Anteil von
Pulverpartikeln mit einer Partikelgrofe kleiner als 5 pm bezogen auf die
,wDelivered Dose* und wird iiblicherweise in Prozent angegeben. Eine weitere
GroBe, die in dieser Arbeit angegeben wird, ist der ,,massenbezogene mittlere
aerodynamische Durchmesser (MMAD). Dieser wurde rechnerisch mit einer
speziellen  Auswertesoftware  ermittelt, wobei der MMAD dem
Teilchendurchmesser einer volumengleichen Kugel mit der Dichte 1 g/cm’

entspricht.

3.2.9 Einschlusseffizienz

Um einen Eindruck davon zu bekommen, wie hoch der Anteil an
eingeschlossenem Arzneistoff, in diesem Fall Budesonid, in den einzelnen
Liposomen war, wurde eine Methode entwickelt um diesen Anteil zu erfassen.

Zu diesem Zweck wurden die proliposomalen Lipidzubereitungen, die im
ASES-Prozess hergestellt wurden, in physiologischer Pufferlosung pH 7,2 (Ph.
Eur. 5, 2005) bei ca. 60°C hydratisiert. Die Temperatur richtete sich dabei nach
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der Phaseninversionstemperatur der eingesetzten Phospholipide, die in diesem
Fall beir 54°C lag. Durch die Solvatisierung oberhalb der Phaseninversions-
temperatur sollte die Membranfluiditit der Phospholipide erhoht werden, damit
der Einschluss des Arzneistoffes erleichtert wird. Nach der Solvatisierung
wurden die entstandenen Liposomensuspensionen in Zentrifugenrohren
tiberfiithrt und insgesamt fiinfmal mit der physiologischen Pufferlosung pH 7,2
gewaschen. Die Zentrifugation fand jeweils fiir 20 Minuten bei 8000 U/min
statt. Der Uberstand wurde nach jeder Zentrifugation mit einer entsprechenden
HPLC-Analytik auf den Wirkstoffgehalt untersucht, abgetrennt und mit frischer
Pufferlosung wieder aufgefiillt.

Zur Ermittlung der eigentlichen FEinschlusseffizienz wurden von den
gewaschenen Liposomensuspensionen Proben entnommen, die in einer
entsprechenden Menge Methanol (HPLC-Qualitédt, Sigma-Aldrich, Miinchen,
Deutschland) gelost wurden. AnschlieBend wurde auch hier mit einer
entsprechenden HPLC-Analytik der eingeschlossene Wirkstoffgehalt ermittelt.
Um dieses FErgebnis auf den Wirkstoffgehalt in der proliposomalen
Lipidzubereitung beziehen zu konnen, wurden von dieser ebenfalls Proben
gezogen, in Methanol (HPLC-Qualitit, Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)
gelost und mit einer entsprechenden HPLC-Analytik bestimmt. Die Ergebnisse
der Untersuchungen iiber die Einschlusseffizienz wurden dann, bezogen auf den
Ausgangsgehalt in den proliposomalen Lipidzubereitungen, in Prozent

angegeben.

3.2.10 Freisetzungsuntersuchungen

Fiir die Freisetzung der Budesonid-haltigen proliposomalen Lipidzubereitungen
wurde die Durchflusszellenapparatur Dissotest CE 6 (Sotax AG, Basel,
Schweiz) verwendet. Dabei wurden pro Zelle ca. 150 mg der entsprechenden
proliposomalen Lipidzubereitungen eingewogen. Die Freisetzungsdauer betrug

dabei insgesamt 48 Stunden, wobei in diskontinuierlichen Zeitabstinden jeweils
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Proben von 8 ml Volumen entnommen wurden. Als Freisetzungsmedium wurde
physiologische Pufferlosung pH 7,2 (Ph. Eur. 5, 2005) verwendet, die mit einer
Flussrate von 8 ml/min durch die Zellen gepumpt wurde. AnschlieBend wurde
die freigesetzte Budesonidmenge pro Zeit mit einer entsprechenden HPLC-

Analytik (Kapitel 3.2.11) ermittelt.

3.2.11 HPLC-Analytik

Alle HPLC-Untersuchungen wurden an einem modular aufgebauten System
durchgefiihrt. Das System bestand dabei aus der Pumpe Modell 300 B
(Gynkotek GmbH, Miinchen, Deutschland), einem Autosampler Modell 360
(Kontron Instruments, Neufahrn, Deutschland), dem Detektor Modell SP-4
(Gynkotek GmbH, Miinchen, Deutschland) und der Integrationseinheit
Modell 450 (Kontron Instruments, Neufahrn, Deutschland).

Die analytischen Parameter fiir die verwendeten Wirkstoffe Formoterol und

Budesonid sind in Tab. 3.1 und Tab. 3.2 zusammenfassend dargestellt.

Tab. 3.1: Parameter der HPLC-Analytik des Budesonid.

Parameter

LiChroChart® 4-4, gefiillt mit
Vorsiule LiChrospher® 100 RP-18 (5um) (Merck
KGaA, Darmstadt, Deutschland)

LiChroChart® 125-4, gefiillt mit
Sidule LiChrosorb® 100 RP-18 (Sum) (Merck
KGaA, Darmstadt, Deutschland)

Probenvolumen 100 pl

Flussrate 1,0 ml/min
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Parameter

Retentionszeit 4,5 min

Wellenldnge 254 nm
Acetonitril : Aqua bidest. (45:55 V/V)

FlieBmittel (HPLC-Qualitét, Sigma-Aldrich,
Miinchen, Deutschland)

Tab. 3.2: Parameter der HPLC-Analytik des Formoterol.

Parameter
LiChroChart® 4-4, gefiillt mit

Vorsiule LiChrospher® 60 RP-select B (5um)
(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)
LiChroChart® 75-4, gefiillt mit

Siule LiChrospher® 60 RP-select B (Sum)
(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland)

Probenvolumen 50 ul

Flussrate 1,0 ml/min

Retentionszeit 4 min
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Parameter
Wellenldnge 214 nm
11,7 g Natriumoctansulfonsédure, 2250 ml
Natriumdihydrogenphosphatpuffer pH 3,2,
FlieBmittel 750 ml Acetonitril, 2000 ml Methanol

(HPLC-Qualitét, Sigma-Aldrich,
Miinchen, Deutschland)
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3.3 Statistische Versuchsplanung

Statistische Verfahren beruhen darauf, dass man sich gegen Fehlentscheidungen
absichert. Dabei werden zwei Versuchsergebnisse nur dann als unterschiedlich
akzeptiert, wenn der beobachtete Unterschied so grofl ist, dass die
Wahrscheinlichkeit moglichst klein ist, dass dieser Unterschied zufillig auftritt.
Dariiber hinaus ist die Streuung des Mittelwertes eines Versuchsergebnisses
umso kleiner, je grofer der Versuchsumfang und damit die Anzahl der
Einzelwerte ist (Kleppmann, 2003).

Diese Tatsache bedeutet, dass der Versuchsumfang entsprechend grof3 sein
muss, mochte man statistisch signifikante Effekte beobachten und vor allem
erkennen. Wird also nach dem Prinzip ,,one factor at a time* gearbeitet, d.h. es
wird fiir jeden Versuch immer nur ein Parameter verdndert, der nun selbst
wiederum auf verschiedenen Stufen einstellbar sein kann, ist das Ausmal} der
Versuche meist gegeniiber den Versuchsergebnissen nicht mehr wirtschaftlich.
Aus diesem Grund ist es sinnvoll bei der Erstellung eines Versuchsdesigns und
der Auswertung der Versuche auf statistische Methoden zuriickzugreifen
(Kleppmann, 2003).

Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit statistische Versuchspline erstellt
und ausgewertet. Dies hat den grofen Vorteil, gegeniiber dem Prinzip ,,0one
factor at a time*, dass weniger Einzelversuche von Noten sind und dennoch
mehr Informationen erhalten werden konnen, da durch die Ausgewogenheit des
statistischen Versuchsplanes jedes Versuchsergebnis fiir die Berechnung von
Effekten mehrfach genutzt werden kann. Als Ergebnis der Auswertung dieser
statistischen Versuchsplidne erhillt man anschlieBend durch Regressionsanalyse
ein empirisches Modell, das den Zusammenhang zwischen den untersuchten
Faktoren und den ZielgroBen quantitativ beschreibt. Eine Bewertung der

berechneten Effekte und Wechselwirkungen kann zusitzlich anhand einer
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Varianzanalyse durchgefiihrt werden, wodurch Aussagen beziiglich der
statistischen Signifikanz gemacht werden konnen.

Die Versuchspline, die in dieser Arbeit verwendet wurden, waren einfache
faktorielle Versuchspldne. Dabei wurden jeweils die Faktoren (n) und die
Anzahl der jeweiligen Faktorenstufen (m) den entsprechenden Versuchen
angepasst, so dass m" die Anzahl der durchzufiihrenden Versuche ergab. Die
Auswertung erfolgte nach dem oben genannten Prinzip, wobei die Statistik
Software STATISTICA 6.0 (StatSoft, Tulsa, USA) zur Berechnung verwendet
wurde. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte dann entweder als
Paretodiagramm (zur Bewertung der statistischen Signifikanz) oder in Form von

Scatterplots (Bewertung der Korrelationen der einzelnen Ergebnisse).
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4 PRAKTISCHER TEIL

4.1 Mikronisation von Budesonid

41.1 Einleitung

Beruhend auf den Ergebnissen von Steckel et al. (1997), die verschiedene
Steroide, darunter auch das Budesonid, mit dem ASES-Prozess mikronisierten,
wurden in dieser Arbeit weitere Untersuchungen beziiglich der Mikronisation
von Budesonid im iiberkritischen Kohlendioxid durchgefiihrt. So wurden
verschiedene Parameter (Kapitel 4.1.2) verdndert und die auf diese Weise
entstandenen Budesonid-Mikropartikel hinsichtlich ihrer physikochemischen
und aerodynamischen Eigenschaften untersucht. Weiterhin stellen die
Ergebnisse dieses Kapitels die Grundlage fiir die in Kapitel 4.3 beschriebene

Herstellung von Budesonid-haltigen Liposomen dar.

4.1.2 Versuchsaufbau und -durchfihrung

Der Versuchsaufbau entsprach einem 2*-statistischem Versuchsplan, bei dem als
variable Parameter Produkt- und CO,-Flussrate gewihlt wurden, wobei der
Druck und die Temperatur konstant auf 85 bar und 40°C eingestellt wurden.
Eine Variation dieser Parameter schien in diesem Fall nicht sinnvoll, da sich bei
den Vorversuchen zeigte, dass das Budesonid bei hoheren Driicken (> 85 bar)
und Temperaturen (> 40°C) einem Extraktionsprozess unterlag und somit keine
nennenswerte Ausbeute in der Kolonne erhalten werden konnte. Die Loslichkeit
des Budesonids im iiberkritischen Kohlendioxid musste somit bei der Auswahl
der Versuchsbedingungen streng beachtet werden.

Zur Prizipitation im iberkritischen Kohlendioxid wurde eine 1 %ige (m/m)
Wirkstofflosung in Methylenchlorid verwendet. In Tab. 4.1 sind die einzelnen
Versuche des Versuchsplans der Mikronisation von Budesonid dargestellt. Um

einen Vergleich zu anderen Mikronisationsverfahren ziehen zu konnen, wurde
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fir die Auswertung weiterhin ein mit einer Jet-Mill gemahlenes Budesonid-

Produkt herangezogen.

Tab. 4.1: Versuchsaufbau des 2*-statistischem Versuchsplans der Budesonid-Chargen.
Chargennummer CO,-Flussrate Produkt—Fl}ls srate
[kg/h] [ml/min]
Bud_VP_01 5,0 3.0
Bud_VP_02 10,0 3,0
Bud_VP_03 5,0 7.0
Bud_VP_04 10,0 7.0
Bud_VP_05 7.5 5.0

4.1.3 Ergebnisse

4.1.3.1 Ausbeute

Ein Parameter, mit dem die Effektivitit eines Verfahrens bewertet werden kann,
ist die Ausbeute. Zur Auswertung der Ausbeute wurde jeweils nur der Teil der
Budesonidmenge herangezogen, der tatsdchlich im Auffangbehilter der ASES-
Anlage anfiel. Budesonid, das sich an den Wandungen oder an den Auslass-
sintern abschied, wurde hierbei vernachldssigt. Dabei resultierten fiir die
einzelnen Chargen (Tab. 4.2) akzeptable Werte, die im Bereich von ca. 40 -
80 % lagen.

Um die Beeinflussung der Ausbeute durch die Faktoren Produkt- und CO,-
Flussrate zu ermitteln, wurden die erhaltenen Ergebnisse mit der Statistik-
Software STATISTICA 6.0 ausgewertet, wobei diese fiir die Ermittlung von
signifikanten Effekten so genannte Paretodiagramme mit einem Konfidenz-
intervall von 95 % erstellte. Wird dabei in diesen Diagrammen die Linie des
Konfidenzintervalls iiberschritten, so kann hier von einem statistisch

signifikanten Effekt gesprochen werden.

55



Mikronisation von Budesonid

Tab. 4.2: Ausbeute [%] der untersuchten Budesonid-Chargen.
Chargennummer CO,-Flussrate Produkt—FI}lssrate Ausbeute

[kg/h] [ml/min] [%]
Bud_VP_01 5,0 3,0 437
Bud_VP_02 10,0 3,0 56,4
Bud_VP_03 5,0 7,0 67,0
Bud_VP_04 10,0 7,0 53,5
Bud_VP_05 7,5 5,0 76,4

In Abb. 4.1 ist ein solches Paretodiagramm fiir die Effekte der einzelnen
Faktoren auf die Ausbeute dargestellt. Aus dem Diagramm wird ersichtlich, dass

die einzelnen Faktoren keinen statistisch signifikanten Einfluss auf die Ausbeute

aufwiesen und somit hier lediglich von einem Trend gesprochen werden kann.

2FW

CO,-Flussrat
[kg/h

Abb. 4.1: Paretodiagramm der Effekte der Faktoren Produkt-Flussrate, CO,-Flussrate
und der Wechselwirkung der zwei Faktoren (2FWW) auf die Ausbeute,

,689235

,021045

Schatzung standardisierte Effekte (Absolutwert)

Konfidenzintervall 95 %.

Dieser Trend lédsst sich in Abb. 4.2 sehr gut erkennen. Bei steigender Produkt-

Flussrate ist ein leichter Anstieg der Ausbeute zu erkennen, wohingegen bei der
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Anderung der CO,-Flussrate kein Trend zur Verinderung der Ausbeute zu

erkennen ist.

100 100 -

80 B 80 e

[ ] [ ]
60 / 2 60
L]
L)

40 e

Ausbeute [%]
Ausbeute [%]

40 U E e N .

20 [ 20F

Produkt Flussrate [ml/min] CO, Flussrate [kg/h]

Abb. 4.2: Scatterplots der Ausbeute [%] gegen die Produkt-Flussrate [ml/min] (links)
und die CO,-Flussrate [kg/h] (rechts). Die gestrichelten Linien stellen die

Regressionsbander mit einem Konfidenzintervall von 95 % dar.

4.1.3.2 PartikelgréBenverteilung und Morphologie

Die Proben wurden fiir die Ermittlung der PartikelgroBenverteilung mit dem
Systemmodul CUVET TE® eines Laserdiffraktometers (Kapitel 3.2.1)
vermessen. Dazu wurde eine gesittigte Budesonid-Losung mit 0,5 % Tween 80
hergestellt, in der die zu vermessenden Budesonid-Mikropartikel dispergiert
wurden. Eine anschlieBende Behandlung dieser Suspension im Ultraschallbad
fiir 30 Sekunden sollte einer Agglomeration der Einzelpartikel entgegenwirken.

Die bei dieser Untersuchung erhaltenen PartikelgroBenverteilungen, der mit
tiberkritischem Kohlendioxid hergestellten Budesonid-Mikropartikel, zeigen
lediglich geringe Unterschiede, wie aus Tab. 4.3 anhand der Betrachtung der
einzelnen VerteilungskenngroBen Xj,, Xso, Xo9, sowie der Spannweite der
Verteilung ersichtlich wird. Deutlich ist zu erkennen, dass das gemahlene
Budesonid sehr viel kleinere PartikelgroBenverteilungen erreicht als die im
ASES-Prozess hergestellten Mikropartikel. Ein statistisch signifikanter Effekt
der Faktoren Produkt- und CO,-Flussrate ist in diesem Fall ebenfalls nicht
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erkennbar, so dass auch in diesem Fall lediglich von einem Trend gesprochen
werden kann. Exemplarisch ist dies in der Abb. 4.3 dargestellt. Auf die
Darstellung separater Paretodiagramme fiir die VerteilungskenngroBBen X, und
Xso wird in diesem Fall verzichtet, da sie sich kaum von dem in Abb. 4.3

dargestelltem unterscheiden.

Tab. 4.3: Ergebnisse der Partikelgrofenmessungen mittels Laserdiffraktometrie.
X X X .
Chargennummer [“rlg] [ rsr(i ] [“rgg] Spannweite
Jet-Mill Produkt 0,78 1,75 4,06 1,75
Bud_VP_01 1,82 7,57 15,84 1,85
Bud_VP_02 1,57 6,24 14,10 2,01
Bud_VP_03 1,68 6,17 13,73 1,90
Bud_VP_04 1,98 7,81 14,91 1,66
Bud_VP_05 1,91 1,41 14,36 1,68

2FWW 727472

Produkt-Flussrate
[ml/min]

CO,-Flussrate
[kg/h]

p=,05
Schatzung standardisierte Effekte (Absolutwert)

Abb. 4.3: Paretodiagramm der Effekte der Faktoren Produkt-Flussrate, CO,-Flussrate
und der Wechselwirkung der zwei Faktoren (2FWW) auf die

PartikelgroBenverteilung Xoo, Konfidenzintervall 95 %.
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Betrachtet man dagegen die Tendenzen in der Abb. 4.4, so zeigen diese, dass
eine Erhohung der Produkt-Flussrate zu einer Erniedrigung des Xqo-Wertes der
PartikelgroBenverteilung fiihrt. Dieser Effekt kann anhand des Einsatzes der hier
verwendeten Einstoffdiise erkldart werden. Je hoher in diesem Fall die Produkt-
Flussrate gewihlt wird, desto hoher ist der Druck an der Diise, wodurch ein
feinerer Sprithnebel entsteht, der zu kleineren Partikeln fiihrt. Die grof3e
Streuung der Einzelwerte erschwert allerdings die Gewichtung dieser Tendenz.
Betrachtet man dagegen die Anderung der PartikelgroBenverteilung durch
Variation der CO,-Flussrate, so wird deutlich, dass die Tendenz hin zu kleineren
PartikelgroBen in diesem Fall noch geringer ausgeprigt ist. Eine Verdnderung
der CO,-Flussrate bringt also keinen nennenswerten Effekt mit sich.
Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die hier variierten Parameter den

Prozess der Fillung nicht beeinflussen.

Xgo [um]
Xgo [um]

Produkt - Flussrate [ml/min] CO, - Flussrate [kg/h]

Abb. 4.4: Scatterplots der PartikelgroBenverteilung Xop gegen die Produkt-Flussrate
[ml/min] (links) und die CO,-Flussrate [kg/h] (rechts). Die gestrichelten Linien

stellen die Regressionsbdnder mit einem Konfidenzintervall von 95 % dar.

Die Beurteilung der Partikelmorphologie wurde anhand von Aufnahmen mit
dem Rasterelektronenmikroskop bei 3000-facher Vergréerung vorgenommen
(Abb. 4.5). Die Aufnahmen bestitigen ebenfalls die Robustheit der Prézipitation

gegeniiber den variierten Prozessparametern. So besitzen alle aus dem ASES-

59



Mikronisation von Budesonid

Prozess erhaltenen Produkte die gleiche Partikelmorphologie. Sie zeigen eine
gleichméBige Gestalt, teilweise sind runde Formen zu beobachten und alle

Partikel scheinen eine glatte Oberflidche zu besitzen.

AccY SpotMagn F——— 10mm

T
: ccV  Spot Magn
200kV 48 3000x Bud VP02

200 kv 48 3000 Bud VP 01

. - T
AccV Spot Magn F—— 10m @AccY  SpotMagn 1 10m
200kV 40 3000x BudVPO03 . '20.0 kV 4.0 3000x  Bud VP 04
w5

s 34
AccV  Spot Magn F—— 10m

18.0kv 5.0 3000x milled bud

: A, Y "“_A_ A
AccY SpotMagn ——  10m
18.0kV 4.0 3000x  BudVP05 )

[§

Abb. 4.5: Rasterelektronenmikroskopische =~ Aufnahmen der einzelnen Budesonid-
Chargen bei 3000-facher VergroBerung. A: Bud_VP_0I; B: Bud_VP_02;
C: Bud_VP _03; D: Bud_VP_04; E: Bud_VP_05; F: Jet-Mill Produkt.
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Im Vergleich zeigt das Jet-Mill Produkt keine derart einheitliche Gestalt, sowie
stark agglomerierte Partikel mit UnregelméBigkeiten in der Partikeloberfliche.
Diese starke Agglomeration macht sich auch bei optischer Betrachtung des Jet-
Mill Produktes gegeniiber den ASES-Produkten in einer verstdarkten elektro-
statischen Aufladung bemerkbar.

Die ASES-Produkte sind durch ein fast vollstindiges Fehlen dieser
elektrostatischen Aufladung fiir die Weiterverarbeitung besser geeignet, da z.B.
das Anhaften an Oberflichen nicht so stark ausgeprigt ist, wie beim Jet-Mill
Produkt. Dieses Charakteristikum zeigt sich allgemein bei sehr vielen in
tiberkritischem Kohlendioxid hergestellten Mikropartikeln (Rehmann et al.,
2004).

4.1.3.3 Rdntgenuntersuchungen

Um einen Eindruck davon zu gewinnen, ob sich durch den Prizipitationsprozess
im {iberkritischen Kohlendioxid Anderungen der Kristallmodifikation des
Budesonids ergeben, wurden Rontgendiffraktogramme der einzelnen
Budesonid-Chargen (siehe auch Kapitel 3.2.3) aufgenommen. Daneben wurden

diese Aufnahmen mit der Ausgangsware und dem Jet-Mill Produkt verglichen.

U’MMWMMW
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Abb. 4.6: Rontgendiffraktogramme: (A) Jet-Mill Produktes, (B) Budesonid-Rohware, (C)
Bud_VP_04 (exemplarisch fiir die ASES-Produkte).

Die Rontgendiffraktogramme in Abb. 4.6 zeigen, dass Anderungen der
Kristallmodifikation des Budesonids weder durch den ASES-Prozess, noch
durch den Mahlprozess in der Jet-Mill entstanden sind. Das Budesonid zeigt
somit auch durch die Féllung im ASES-Prozess keine Polymorphie, wie sie bis

jetzt auch noch nicht vom Budesonid bekannt ist.
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4.1.3.4 Oberflachenenergie

Zur Bestimmung der dispersiven Oberflichenenergie wurden die verschiedenen
Chargen, wie in Kapitel 3.2.6 beschrieben, vermessen. Die in Tab. 4.4
dargestellten Ergebnisse zeigen dabei, dass es durch die Mikronisation, zunéchst
unabhidngig vom Verfahren betrachtet, zu einer Zunahme der dispersiven
Oberflichenenergie im Vergleich zur Ausgangsware kam. Bei nédherer
Betrachtung fillt dabei auf, dass die Werte fiir die ASES-Produkte (zwischen
43,5 mJ/m> und 51,4 mJ/mZ) weilt unter dem Wert des Jet-Mill Produkt
(60,6 mJ/mZ) und nah an dem der Budesonid-Rohware (41,8 mJ/m?) lagen.

Tab. 4.4: Dispersive Oberflichenenergie [mJ /m?] der einzelnen Budesonid-Chargen.
Chargennummer dispersive ([)I‘E)S;‘Ifrllézijzhenenergie
Budesonid-Rohware 41,8 (£0,3)
Jet-Mill Produkt 60,6 (£0,2)
Bud_VP_01 46,4 (£2,0)
Bud_VP_02 47,7 (£0,1)
Bud_VP_03 514 (£1,2)
Bud_VP_04 49,0 (£0,5)
Bud_VP_05 43,5 (x0)

Zu erkldren sind diese Ergebnisse mit einer gleichméBigeren Partikeloberfléche,
die im Rasterelektronenmikroskop bei den ASES-Produkten gegeniiber dem Jet-
Mill Produkt beobachtet werden konnte (Abb. 4.5).

Die statistische Auswertung zeigte auch hier keinen statistisch signifikanten
Effekt der variierten Prozessparameter auf die dispersive Oberflichenenergie
(p =0,05, Paretodiagramm hier nicht dargestellt). Betrachtet man dagegen
allerdings die Tendenzen (Abb. 4.7), so wird deutlich, dass hier mit einer
Erhohung der Produkt-Flussrate auch die dispersive Oberfliche zunimmt. Diese

Tendenz ergibt sich aus dem Verhalten der PartikelgroBenverteilung (Abb. 4.4),
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da mit einer Erhohung der Produkt-Flussrate auch eine Erniedrigung dieser

einhergeht.
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Abb. 4.7:

Abb. 4.8:
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Scatterplots der dispersiven Oberfldchenenergie gegen die Produkt-Flussrate

[ml/min] (links) und die CO,-Flussrate [kg/h] (rechts). Die gestrichelten Linien

stellen die Regressionsbdnder mit einem Konfidenzintervall von 95 % dar.

dispersive Oberflachenergie
[mJd/m?]

Xgo [Um]

Scatterplot der dispersiven Oberflichenenergie gegen den Xop-Wert [um] der

PartikelgroBenverteilung.

gestrichelten  Linien stellen  die

Regressionsbander mit einem Konfidenzintervall von 95 % dar.

Um diesen Effekt noch deutlicher zu zeigen, ist in Abb. 4.8 die dispersive

Oberflichenenergie gegen

Xgo-Wert der PartikelgroBBenverteilung
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dargestellt. Eine Korrelation von PartikelgroBe zu dispersiver Oberfldachen-
energie ist in diesem Fall sehr gut erkennbar und zeigt, dass sich das Jet-Mill

Produkt deutlich von den ASES-Produkten unterscheidet.

4.1.3.5 Kontaktwinkel

Da es sich beim Budesonid um eine lipophile Substanz (log P 3,1) mit einer
geringen Wasserloslichkeit handelt, ist die Verdnderung des Benetzungs-
verhaltens durch eine Mikronisation von groem Interesse. Dazu wurde der
Kontaktwinkel der verschiedenen Produkte, wie in Kapitel 3.2.7 beschrieben,

gegen Wasser gemessen.

50 ~

45

40 -
35 -
30 A
25 -
20 A
15 -
10 -
5
0 : : : : : :

Bud_VP_01 Bud_VP_02 Bud_VP_03 Bud_VP_04 Bud _VP_05  Jet-Mill Produkt Budesonid
Rohsubstanz

Kontaktwinkel (°)

Abb. 4.9: Kontaktwinkel der einzelnen ASES-Produkte, sowie des Jet-Mill Produktes

und der Rohware gegen Wasser.

Die Ergebnisse in Abb. 4.9 zeigen keine groBen Unterschiede der ASES-
Produkte gegeniiber der Rohware. Lediglich das Jet-Mill Produkt, das eine
wesentliche kleinere PartikelgroBe als die ASES-Produkte aufweist (Tab. 4.3),

zeigt im Allgemeinen einen kleineren Kontaktwinkel gegeniiber den restlichen
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Produkten. Dieses Verhalten zeigt sich auch an den REM-Bildern (Abb. 4.5),
auf denen fiir das Jet-Mill Produkt eine wesentlich heterogenere Oberfldchen-
beschaffenheit, gegeniiber den ASES-Produkten, beobachtet werden konnte.
Dies ldsst den Schluss zu, dass durch den ASES-Prozess keine Veridnderungen

in der Oberfldchenbeschaffenheit gegeniiber der Rohware erzeugt wurden.

4.1.3.6 Aerodynamisches Verhalten

Die entsprechenden Budesonid-Mikropartikel inklusive des Jet-Mill Produktes
wurden mit einem Multi-Stage-Liquid-Impinger, wie in Kapitel 3.2.8
beschrieben, vermessen. Dabei wurde auf den FEinsatz einer Pulvermischung
verzichtet und lediglich das reine Pulver vermessen, um den Einfluss, den ein
eventueller Tréager, wie z.B. Laktose, auf die Dispergierbarkeit im Luftstrom
ausiibt, auszuschlieBen. Somit lassen die Ergebnisse einen direkten Schluss auf
die aerodynamischen Eigenschaften der jeweiligen Mikropartikel zu.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abb. 4.10 und Tab. 4.5
zusammenfassend dargestellt. Das Jet-Mill Produkt zeigt dabei eine Fine
Particle Fraction (FPF) von 29 % und einen MMAD von 2,9 um. Ahnliche
Ergebnisse konnten auch mit den ASES-Produkten Bud_VP_01, _02 und _05
erreicht werden, wobei Bud_VP_05 (Mittelpunkt des statistischen
Versuchsplans) mit 23,5 % die geringste FPF zeigt. Bei den Chargen
Bud_VP_02 und _03 (37,6 % und 47,9 %) wurden die hochsten Werte in der
FPF beobachtet und somit eine deutliche Verbesserung der FPF gegeniiber dem
Jet-Mill Produkt festgestellt.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass nicht allein die Partikelgrofe fiir die
FPF ausschlaggebend ist, sondern in diesem Fall auch die Oberfldachen-
eigenschaften eine Rolle spielen. So zeigen die ASES-Produkte eine wesentlich
kleinere dispersive Oberfldchenenergie als das Jet-Mill Produkt (Tab. 4.4), was
wiederum auf eine verringerte Kohdésion der Einzelpartikel schlieen 14sst und

somit die Dispergierung im Luftstrom fordert.
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Abb. 4.10:  Impinger Abscheidung [% abgegebene Dosis] der einzelnen Mikropartikel-
Chargen.

Tab. 4.5: Ubersicht der Fine Particle Fraction (FPF) [%] und des MMAD [um] der
einzelnen Mikropartikel-Chargen. (SD in Klammern).

Chargennummer Partikel MMAD
<5 um (FPF) [%] [um]
Jet-Mill Produkt 29,0 (£2,0) 2,9 (£0,2)
Bud_VP_01 32,3 (¥3,2) 4,6 (+0,3)
Bud_VP_02 37,6 (¥2,1) 4,6 (+0,2)
Bud_VP_03 47,9 (£0,9) 3,8 (+0,2)
Bud_VP_04 31,3 (x0,3) 5,3 (+0,1)
Bud_VP_05 23,5 (#3,0) 5,8 (+0,5)

In Bezug auf die Prozessparameter zeigen die Ergebnisse, dass diese keine
signifikanten Einfliisse ausiiben (Abb. 4.11). Auffillig sind in diesem Fall
jedoch die groBen Unterschiede in der FPF der verschiedenen ASES-Produkte
(47,9 % gegeniiber 23,5 %), worauthin eine Priifung auf Signifikanz (p = 0,05)
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der einzelnen Werte untereinander, einen signifikanten Unterschied fiir
Bud_VP_02 und _03 zeigen konnte. Allerdings scheint dieser signifikante
Unterschied in der Gesamtauswertung der Ergebnisse unterzugehen, was auf
eine Interaktion der Prozessparameter untereinander hindeutet. Deutlich wird
dieses auch, betrachtet man die Prozessparamter, bei denen diese beiden
Chargen hergestellt wurden, so sind es jeweils die Kombinationen der

Extremwerte (hohe CO,-Flussrate / niedrige Produkt-Flussrate und umgekehrt).

2FWW -,888746

CO,-Flussrate
[kg/h

Produkt-Flussrate
[ml/min

Schatzung standardisierte Effekte (Absolutwert)

Abb. 4.11: Paretodiagramm der Effekte der Faktoren Produkt-Flussrate, CO,-Flussrate
und der Wechselwirkung der zwei Faktoren (2FWW) auf den aerodynamischen

Durchmesser < 5 um (FPF), Konfidenzintervall 95 %.
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41.4 Zusammenfassung

Die Ergebnisse zeigen, dass die Mikronisation von Budesonid im ASES-Prozess
einen sehr robusten Prozess darstellt. Dabei zeigen die Prozessparameter CO,-
und Produkt-Flussrate kaum signifikante FEinfliisse auf die entstandenen
Budesonid-Mikropartikel. Lediglich bei der Auswertung der aerodynamischen
Eigenschaften, zeigen sich zwei Proben, die signifikant von den iibrigen
abweichen.

Der Vergleich zum Jet-Mill Produkt hat gezeigt, dass obwohl mit diesem
Prozess wesentlich kleinere Partikel erzeugt werden konnten, die ASES-
Produkte in Bezug auf die aerodynamischen Eigenschaften diesen deutlich
tiberlegen sind. So iibt nicht nur die PartikelgroBe einen Einfluss auf die
aerodynamischen Eigenschaften aus, sondern auch die Oberflichenenergie und
Oberflidchenbeschaffenheit spielen dabei eine groe Rolle. Die geringen
Oberflichenenergien, die bei den Budesonid-Mikropartikeln im Vergleich zu
der Rohware erzielt werden konnten, machen deutlich wie schonend der Prozess
der Prizipitation im ASES-Prozess gegeniiber einem Mahlprozess mit der Jet-

Mill abléutft.
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4.2 Mikronisation von Formoterol

4.2.1 Einleitung

Wie bereits in Kapitel 2.2.4 beschrieben, gibt es bis heute noch keine
Untersuchungen iiber das Prizipitationsverhalten von Formoterol-fumarat im
tiberkritischen Kohlendioxid. Legt man die Grenze fiir eine Machbarkeit der
Mikronisation im ASES-Prozess allerdings auf einen log P-Wert von iiber 4
(Steckel 1997), dann sollte die Fillung des Formoterol-fumarat (log P 2,1) aus
tiberkritischem Kohlendioxid moglich sein.

Die Versuchsbedingungen fiir die Herstellung und Charakterisierung der
Mikropartikel sind in Kapitel 4.2.2 niher erldutert. Die hergestellten Produkte
wurden nach der Mikronisation hinsichtlich ihrer physikochemischen und
aerodynamischen FEigenschaften untersucht. Da in den folgenden Unter-
suchungen ausschlieBlich das Formoterol-fumarat Dihydrat zur Verwendung

gekommen ist, wird dieses weiterhin nur noch als Formoterol bezeichnet.

4.2.2 Versuchsaufbau und -durchfihrung

Die Versuchsanordnung erfolgte in diesem Fall nicht mit einem statistischen
Versuchsplan. Um die Machbarkeit der Prizipitation zu iiberpriifen, wurden alle
Versuche bei unterschiedlichen Driicken und Produkt-Flussraten, isotherm bei
40°C, durchgefiihrt. Die CO,-Flussrate betrug bei allen Versuchen konstant
6 kg/h, da sich bei der Mikronisation des Budesonids (Kapitel 4.1) zeigte, dass
diese kaum einen Einfluss auf die Herstellung ausiibte. Als Losungsmittel fiir
das Formoterol wurden sowohl Methanol (MeOH), als auch Dimethylsulfoxid
(DMSO) eingesetzt, wobei jewells eine 10%ige (m/V) Losung verspriiht wurde.
Dartiiber hinaus wurde versucht mit 1,2-Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC)
einen Stabilisator fiir das Formoterol einzufiigen. Die eingesetzte Menge an

DPPC betrug dabei 10 % (m/m) bezogen auf das eingesetzte Formoterol. Die
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einzelnen Prozessparameter der jeweiligen Versuche sind in Tab. 4.6 nochmals

zusammengefasst dargestellt.

Tab. 4.6: Prozessparameter fiir die Préizipitation von Formoterol im ASES-Prozess.
Chargennummer ]?tl;z E]k Ten[lg)gatur Flfl:s(ziate IEITSSST;; Lii}i?e‘(’;s_
[kg/h] | [ml/min]

Form_01 85 40 6 6 MeOH
Form_09 85 40 6 3 MeOH
Form_08 90 40 6 6 MeOH
Form_04 90 40 6 3 MeOH
Form_02 100 40 6 6 MeOH
Form_05 100 40 6 3 MeOH
Form_06 120 40 6 6 MeOH
Form_07 120 40 6 3 MeOH
Form_10 150 40 6 6 MeOH
Form_11 150 40 6 3 MeOH
Form_14 150 40 6 6 DMSO
Form_15 150 40 6 3 DMSO
Form_16 100 40 6 6 MeOH/DPPC
Form_17 100 40 6 3 MeOH/DPPC

4.2.3 Ergebnisse

4.2.3.1 Ausbeute

Auch in diesem Fall wurde die Effektivitit des Verfahrens gegeniiber der
Mikronisation des Formoterols anhand der Ausbeute bewertet. Fiir die
Berechnung der Ausbeute war der Formoterol-Anteil ausschlaggebend, der im
Auffangbehilter der Hochdruckkolonne gesammelt werden konnte. Formoterol,
das sich an der Kolonnenwand, sowie an den Auslasssintern abschied, wurde fiir

die Berechnung der Ausbeute nicht mit herangezogen. Die erhaltenen
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Ergebnisse sind in Tab. 4.7 mit den jeweiligen Prozessparametern zusammen-

gefasst dargestellt.
Tab. 4.7: Ausbeute in [%] der untersuchten Formoterol-Chargen; Temperatur 40°C,
COs-Flussrate 6 kg/h.
Chargennummer Druck Ilzlrl(l)s(,islll‘lg‘:e L(jspngs- Ausbeute
[bar] (ml/min] mittel [%]
Form_01 85 6 MeOH 36,0
Form_09 85 3 MeOH 51,5
Form_08 90 6 MeOH 53,8
Form_04 90 3 MeOH 32,5
Form_02 100 6 MeOH 64,0
Form_05 100 3 MeOH 39,7
Form_06 120 6 MeOH 43,9
Form_07 120 3 MeOH 48,7
Form_10 150 6 MeOH 28,1
Form_11 150 3 MeOH 35,8
Form_14 150 6 DMSO 31,1
Form_15 150 3 DMSO 53,7
Form_16 100 6 MeOH/DPPC 23,1
Form_17 100 3 MeOH/DPPC 17,5

Betrachtet man die Ergebnisse, die mit MeOH als Losungsmittel erzielt wurden
(Abb. 4.12), so ist tendenziell zu erkennen, dass mit niedrigeren Driicken hohere
Ausbeuten erzielt werden konnten. So wurde bei 150 bar und einer Produkt-
Flussrate von 6 ml/min lediglich eine Ausbeute von 28,1 % erreicht,
wohingegen ein Druck von 85 bar und eine Produkt-Flussrate von 3 ml/min zu
einer Ausbeute von 51,5 % fiihrte. Die Erhohung des Druckes und das damit
verbundene Ansteigen von Dichte und Dielektrizititskonstante des
iiberkritischen Kohlendioxides ldsst es nicht ausschlieBen, dass das Formoterol

teilweise vom Uberkritischen Kohlendioxid gelost und somit aus der
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Hochdruckkolonne extrahiert wurde. Dieses bestitigten auch die teilweise
beobachteten Pulverablagerungen im Separator.

Dagegen zeigte sich bei der Bewertung der Produkt-Flussrate auf den Prozess
keine wirkliche Tendenz in Bezug auf die Ausbeute. Zwar ist zu erkennen (Abb.
4.12), dass mit Erhohung der Produkt-Flussrate auch eine leichte Erhhung der
Ausbeute einhergeht, allerdings ist die Streuung der Werte bei einer Produkt-
Flussrate von 6 ml/min wesentlich hoher, als bei einer Rate von 3 ml/min und

dadurch der Effekt letztendlich nicht so stark ausgepragt.

Ausbeute [%]
Ausbeute [%]

80 90 100 110 120 130 140 150 160 25 3,0 35 4,0 45 5,0 55 6,0 6,5
Druck [bar] Produkt - Flussrate [ml/min]

Abb. 4.12: Scatterplots der Ausbeute [%] gegen den Druck [bar] (links) und die Produkt-
Flussrate [ml/min] (rechts) der mit MeOH versprithten Chargen. Die
gestrichelten  Linien  stellen die  Regressionsbiander mit  einem

Konfidenzintervall von 95 % dar.

Die Ergebnisse der aus DMSO versprithten Proben bestitigen die mit der
Verwendung von MeOH als Losungsmittel beobachtete Tendenz dagegen nicht.
So zeigt die Charge Form_14 zwar nur eine Ausbeute von 31,1 %, allerdings
wurde bei Reduzierung der Produkt-Flussrate eine Ausbeute von 53,7 %
erreicht. Das Losungsmittel scheint somit ebenfalls einen Einfluss auf die
Ausbeute auszuiiben. Die eventuell langsamere Prizipitation aus dem viskoseren
DMSO, kombiniert mit der langsameren Produkt-Flussrate von 3 ml/min ist ein

moglicher Erkldarungsansatz fiir dieses Resultat.
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Die Formoterol / DPPC-Mischungen zeigen unter den gewihlten Bedingungen
die schlechteste Ausbeute mit 23,1 % und 17.5 %, womit ein solcher Zusatz
nicht sinnvoll erscheint. Bei optischer Betrachtung der Kolonne nach
Prozessende zeigte sich ein feiner Belag auf der Kolonnenwandung, der auch als
Film bezeichnet werden konnte. Somit wurden die Partikel eher als Film an die
Kolonnenwand gebunden und waren damit nicht mehr aus der Kolonne

entnehmbar.

4.2.3.2 PartikelgréBenverteilung und Morphologie

Die Vermessung der einzelnen Chargen erfolgte mit Hilfe der

Laserdiffraktometrie (siehe Kapitel 3.2.1). Dazu wurden die Formoterolpartikel
in Mygliol 812 suspendiert und insgesamt 10 Minuten im Ultraschallbad
behandelt. Diese lange Ultraschallbehandlung war zwingend notwendig, da die
Voruntersuchungen zeigten, dass die jeweiligen Chargen stark zur
Agglomeration neigten. Erst nach 10 Minuten im Ultraschallbad konnten
zufrieden stellende und reproduzierbare Ergebnisse erhalten werden. Die Menge
an Formoterol wurde so bemessen, dass sich in der Kiivette eine optische Dichte

zwischen 15 % und 20 % ergab.

Tab. 4.8: Ergebnisse der PartikelgroBenmessungen mit der Laserdiffraktometrie (SD in
Klammern).
iﬁ?;if;_ [il(;r(;] [il(sl(l)] [il(rgl(l)] Spannweite
Form_01 0,57 (x0,01) 1,52 (£0,03) 3,71 (£0,27) 2,07
Form_09 | 0,50 (£0,01) 1,20 (£0,02) 3,49 (£0,74) 2,49
Form_08 | 0,43 (x0,01) 1,29 (£0,06) | 10,16 (£2,82) 4,88
Form_04 | 0,42 (x0,03) 1,38 (£0,12) 3,65 (£0,59) 2,34
Form_02 | 0,39 (x0,01) 0,85 (£0,05) 1,47 (£0,08) 1,27
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Chargen- K10 As0 K90 Spannweite
nummer [Lm] [um] [um]
Form_05 | 0,50 (x0,01) 1,73 (£0,07) | 4,85 (£0,40) 2,51
Form_06 | 0,36 (£0,01) 1,03 (£0,04) | 2,51 (£0,26) 2,09
Form_07 | 031 (£2,53) | 1,07 (20,11) | 3,01 (£1,68) 2,53
Form_10 | 029 (£0,02) | 0,90 (£0,06) | 7,86 (5,09) 8,45
Form_11 | 0,34 (£0,01) 1,02 (£0,05) 3,91 (£2,79) 4,48
Form_14 | 0,83 (£0,26) | 3,74 (+0,53) | 21,55 (+4,18) 5,54
Form_15 | 0,56 (£0,01) | 1,90 (£0,03) | 5,83 (20,29) 2,77
Form_16 | 0,47 (£0,02) 1,46 (£0,18) | 17,18 (£1,72) 11,49
Form_17 | 0,51 (£0,01) 1,42 (£0,01) | 3,90 (£0,07) 2,39
100 13
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Abb. 4.13:  Beispielhafte Darstellung der Verteilungssummenkurve der Partikelgroflen fiir

Form_10.

Die in Tab. 4.8 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass sich PartikelgroBen mit

einem Xso-Wert zwischen 0,85 um und 1,73 um fiir diejenigen Chargen

ergaben, die aus einer methanolischen Losung verspriiht wurden. Auffillig ist,
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dass bei einigen Proben der Xgo-Wert im Verhiéltnis zum Xso-Wert, und damit
auch die Spannweite, sehr hoch ausfielen (Beispiel: Form_10). Dieser
Sachverhalt 1ist darauf zuriickzufitlhren, dass bei diesen Proben die
Agglomerationstendenz selbst durch die 10-miniitige Ultraschallbehandlung
nicht vollstindig vermieden werden konnte und sich somit bimodale

Verteilungskurven ergaben. Beispielhaft ist dies in Abb. 4.13 dargestellt.

2,0 2,0

08

PartikelgréBe Xsq [um]
PartikelgréBe Xsq [um]

04 . 04

0,0 0,0
80 90 100 110 120 130 140 150 160 25 3,0 3,5 4,0 45 5,0 55 6,0 6,5

Druck [bar] Produkt - Flussrate [ml/min]

Abb. 4.14:  Scatterplots der Xs5o-Werte [um] der PartikelgroBenverteilung gegen den Druck
[bar] (links) und die Produkt-Flussrate [ml/min] (rechts) der mit MeOH
versprithten Chargen. Die gestrichelten Linien stellen die Regressionsbidnder

mit einem Konfidenzintervall von 95 % dar.

Betrachtet man die Scatterplots der Xso-Werte in Abb. 4.14, so wird deutlich,
dass auch in diesem Fall durch den Druck der groBte Effekt ausgeiibt wird. Die
mit der Erhohung des Druckes ansteigende Polaritit des iiberkritischen
Kohlendioxids scheint zu einer besseren Loslichkeit des MeOH und damit zu
einer schnelleren Fillung des Formoterols zu fiithren, was sich letztendlich in
einer kleineren Partikelgrole widerspiegelt. Bei der Variation der Produkt-
Flussrate ist dieser Effekt nicht so stark ausgeprédgt. Auch hier liegt wieder eine
grofle Streuung der Einzelwerte vor, die eine Bewertung dieses Effektes
erschwert. Bei der Verwendung von DMSO als Losungsmittel und auch bei den

Formoterol / DPPC-Mischungen ergaben sich dhnliche Ergebnisse. Auch hier
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sticht jeweils eine Probe mit einem hohen Xg)-Wert und einer daraus
resultierenden hohen Spannweite deutlich hervor.

Allgemein konnte beobachtet werden, dass bei der Fillung von Formoterol aus
tiberkritischem Kohlendioxid im Vergleich zum Budesonid insgesamt sehr
kleine Partikel hervorgingen. Dies zeigt, dass die resultierende Partikelgrofle
nicht allein von den Prozessparametern, sondern auch von der verwendeten
Substanz abhiingig ist.

Bei der Bewertung der Partikelmorphologie ist zu erkennen, dass bei den
Chargen, die aus MeOH verspriiht wurden (Abb. 4.15; A und B), Partikel mit
sehr gleichmiBiger, runder Gestalt, sowie glatten Oberfldachen resultierten. Das
duBere Erscheinungsbild dieser Chargen erinnert dabei stark an das von
sprithgetrockneten Produkten. Bei der Verwendung von DMSO als Losungs-
mittel (Abb. 4.15; C und D) wird aus den REM-Aufnahmen deutlich, dass es
zum Verkleben der Einzelpartikel gekommen ist. Einzelne runde Formen sind
noch erkennbar, wihrend der Hauptanteil der Partikel iiber Briicken zu einem
groBBeren Netzwerk verklebt ist. Eine Hauptursache dieses Erscheinungsbildes
scheint die hohere Viskositit des DMSO gegeniiber MeOH zu sein. Die
Prézipitation erfolgt langsamer, bzw. die Tropfen aus der Diise reilen nicht so
schnell ab, so dass es zur Ausbildung solcher Netzwerke kommit.

Die REM-Aufnahmen der Formoterol / DPPC-Mischungen (Abb. 4.15; E und F)
zeigen ein dhnliches Bild wie bei den reinen Formoterol Proben. Auch in diesem
Fall resultierten nach der Fallung kugelige Partikel mit einer glatten Oberfliche,
wobei vereinzelt Briicken zwischen den Einzelpartikeln zu erkennen sind. Der
Zusatz von DPPC scheint somit teilweise zur Verklebung von mehreren
Einzelpartikeln zu fithren. Allerdings ist dieser Effekt hier nicht so stark

ausgeprigt wie bei der Verwendung von DMSO als Losungsmittel.
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Abb. 4.15:  Rasterelektronenmikroskopische = Aufnahmen exemplarisch fiir einige

Formoterol Chargen bei 10000facher VergroBerung. A: Form_01; B: Form_05;
C: Form_14; D: Form_15; E: Form_16; F: Form_17.

4.2.3.3 Roéntgen- und DSC-Untersuchungen

In Abb. 4.16 sind jeweils die Rontgendiffraktogramme der aus dem ASES-

Prozess erhaltenen Formoterol-Proben dargestellt. Dabei ist zu erkennen, dass in
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jedem Fall ein amorphes Produkt aus der Fillung im iiberkritischen
Kohlendioxid resultierte. Diese Ergebnisse zeigen, dass in Bezug auf die
Prozessparameter weder durch die Variation des Druckes, des Losungsmittels,
noch durch den Zusatz von DPPC eine Kristallisation des Formoterols in
tiberkritischem Kohlendioxid erreicht werden konnte.

Ein dhnliches Phinomen beschreibt bereits Timmermann (2004) fiir die Féllung
von Salmeterol-xinafoat in iiberkritischem Kohlendioxid, wobei in diesem Fall
die Fillung des Salmeterol-xinafoats nur schwer moglich war und zu teilweise
amorphen, sowie auch polymorphen Produkten fiihrte. Die Tendenz der Beta,-
Sympathomimetika im ASES-Prozess jeweils im amorphen Zustand auszufallen,
scheint somit sehr ausgeprigt zu sein. Dagegen zeigten Tong et al. (2001), dass
bei der Fillung des Salmeterol-xinafoats aus iiberkritischem Kohlendioxid im
SEDS-Prozess jeweils kristalline Produkte erhalten werden konnten. Dabei
zeigte sich in diesen Untersuchungen ein Polymorphismus des Salmeterol-
xinafoats, der so im ASES-Prozess nicht nachvollziehbar war (Timmermann,

2004).

o
w
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Abb. 4.16: Rontgendiffraktogramme: (A) Form_01, (B) Form_02, (C) Form_04,
(D) Form_06, (E) Form_10, (F) Form_14, (G) Form_16.

Um einen Eindruck dariiber zu erlangen, ob und wie diese amorphen Produkte
rekristallisieren, wurden beispielhaft die Proben Form_01 und _02 fiir 7 Tage
bei 75 % relativer Feuchte und 40°C in einer Hygrostatenkammer gelagert.
Dabei zeigte sich, auch anhand von thermogravimetrischen Untersuchungen
(hier nicht dargestellt), dass diese Proben jeweils wieder in das Formoterol-
Dihydrat, welches auch als Ausgangssubstanz diente, rekristallisierten. In Abb.
4.17 sind die Rontgendiffraktogramme der Proben From_01 und _02 dargestellt,
sowie das der Formoterol Rohware zum Vergleich. Zwar zeigt sich, dass diese
Diffraktogramme nicht vollkommen identisch sind, jedoch kann anhand der
DSC-Kurven in Abb. 4.18 ausgeschlossen werden, dass es sich um polymorphe
Formen der Ausgangsware handelt. Vielmehr scheint die Rekristallisation noch
nicht vollstindig abgeschlossen zu sein, was die geringen Unterschiede in den

Rontgendiffraktogrammen erklidren konnte.
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Abb. 4.17:  Rontgendiffraktogramme: (A) Form_01 nach Rekristallisation, (B) Form_02

nach Rekristallisation, (C) Formoterol Rohware.

Die in Abb. 4.18 dargestellten DSC-Kurven zeigen Schmelzpunkte fiir die
rekristallisierten Proben Form_01 und _02 von 144,5°C, sowie 143,9°C. Bei der
Formoterol-Rohware ist der Schmelzpunkt bei 137,4°C zu erkennen, sowie ein
endothermes Ereignis bei 110°C. Bei diesem Ereignis wird es sich um das
Verdampfen des Hydratwassers des Formoterol-Dihydrat handeln. Da dieses
endotherme Ereignis bei den Proben Form_01 und _02 jedoch fehlt, wird davon
ausgegangen, dass die Lagerung iiber einen Zeitraum von 7 Tagen bei 75 %
relativer Feuchte noch nicht ausgereicht hat, um das aufgenommene Wasser
vollstdndig in das Kristallgitter einzubauen und daher dieser endotherme Peak
bei diesen Proben fehlt.

Dadurch, dass die verschiedenen Schmelzpunkte jedoch sehr nahe beieinander

liegen, wird nicht davon ausgegangen, dass es sich bei den rekristallisierten
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Proben um eine neue Kristallmodifikation handelt. Somit zeigt das Formoterol

in diesem Fall keine Polymorphie.

A Schmelzpunkt 144,5°C

Hest FIOWENQQ Up (M) —— =

3
B Schmelzpunkt: 143,9°C
| 2
| =
g
£
Ex
R
3
£
2
a7
2%
2
B & 7 B s 100 1o 12 130 140 150 15
Temperature (°C1
2
32
| C Schmelzpunke 137 4°C
‘ 3
g
J
Eu
E
H
2
3
£
2
22
2

Abb. 4.18:  DSC-Kurven der rekristallisierten Proben (A) Form_01 und (B) Form_02,

sowie der Formoterol-Rohware (C).
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4.2.3.4 Dynamische Wasserdampf Sorption

Um die Rekristallisation der amorphen Produkte in Abhingigkeit von der
Luftfeuchte genauer beschreiben zu konnen, standen weitere Untersuchungen
mit der Dynamischen Wasserdampf Sorption (Kapitel 3.2.5) im Vordergrund. In
Abb. 4.19 und Abb. 4.20 sind die Ergebnisse der Formoterol-Rohware
dargestellt. Dabei wurde die Probe einer Luftfeuchterampe in Stufen von 0 %
bis 90 % relativer Feuchte jeweils fiir 50 Minuten ausgesetzt und die

Massenidnderung in Prozent fiir jede Stufe liber eine Mikrowaage aufgezeichnet.
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Abb. 4.19:  Massendnderung [%] gegeniiber der relativen Luftfeuchte der Formoterol-

Rohware.

Die Abbildungen zeigen, dass die Probe nur einen sehr geringen Teil der
angebotenen Feuchtigkeit aufgenommen hat und diese bei der Trocknung auch
nahezu wieder vollstindig abgegeben wird. Besonders deutlich ist dies in Abb.

4.20 anhand der Sorptions- und Desorptionskurve zu erkennen. Die Hysterese-
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flachen in diesem Diagramm fallen so gering aus, dass die Formoterol-Rohware

nahezu unempfindlich auf Luftfeuchtednderungen zu reagieren scheint.
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Abb. 4.20:  Sorptions- Desorptionskurve der Formoterol-Rohware.

Im Weiteren wurden die amorphen Formoterol-Proben unter Verwendung der
oben genannten Luftfeuchterampe untersucht. Die Probe Form_01 (Abb. 4.21)
zeigt dabei einen sprunghaften Anstieg in der Feuchtigkeitsaufnahme ab
ca. 50 % relativer Feuchte. Dies fiihrt soweit, dass sich die relative
Massendnderung auf ca. 17 % belduft (Sorptionskurve Cycle 1), bis dann
schlieBlich eine relative Luftfeuchte von 90 % erreicht ist. Bei der
anschlieBenden Trocknung fillt dabei die Masse nicht auf den urspriinglichen
Wert zuriick, sondern es ergibt sich eine Massenidnderung von ca.4 %
(Desorptionskurve Cycle 1), was stochiometrisch zwei Molekiilen Wasser,
bezogen auf das Formoterol, entspricht. In einem zweiten Zyklus zeigte sich
anschlieflend, dass sich fiir das Formoterol ab ca. 60 % relativer Feuchte wieder

eine sprunghafte Massendnderung ergab, die allerdings nicht so stark ausfiel wie
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im ersten Zyklus. Auch hier wurde bei der anschlieBenden Trocknung ein Wert

von 104 % Masseninderung, bezogen auf die Ausgangsmasse, erreicht.
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Abb. 4.21:  Sorptions- Desorptionskurve der Probe Form_01.

Es wird somit deutlich, dass sich ab einer relativen Luftfeuchte von ca. 50 % das
Formoterol-Dihydrat zu bilden beginnt. Dieser Vorgang zeigt sich bei allen
amorphen Formoterol-Proben, so dass auf die Darstellung dieser Diagramme
verzichtet wird. Dabei scheint dieser Vorgang unter den genannten
Versuchsbedingungen noch nicht komplett abgeschlossen zu sein, betrachtet
man im Vergleich die Formoterol-Rohware (Abb. 4.20). Die Hysteresefldche der
Probe Form_01 zeigt, dass selbst im zweiten Zyklus noch sehr viel Feuchtigkeit
aus dem Probenraum aufgenommen wird. Diese Tatsache bestitigt auch die in
Kapitel 4.2.3.3 beschriebenen Ergebnisse und ist moglicherweise der Grund fiir
die Unterschiede, die sich in den Rontgendiffraktogrammen zeigen.

Um einen genauen Rekristallisationspunkt aufzeigen zu konnen, wurde eine

weitere Luftfeuchterampe zur Untersuchung herangezogen. Diese bestand aus
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einer stufenweisen Erhohung der relativen Luftfeuchte von 0 % bis 90 %, wobei
die jeweilige Zeit sich auf den Ausgleich der Masseninderung pro Stufe bezog,
allerdings nach einer maximalen Zeit von 1000 Minuten auf die ndchste Stufe

weitergeschaltet wurde.
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Abb. 4.22:  Massenidnderung [%] gegeniiber der relativen Luftfeuchte der Probe Form_05.

Auch hier (Abb. 4.22) zeigt sich, dass die Aufnahme der Feuchtigkeit aus dem
Probenraum ab ca. 50 % relativer Luftfeuchte beginnt. Zwischen 70 % und 90 %
relativer Luftfeuchte ist auBerdem zu erkennen, dass zu Anfang der jeweiligen
Stufen direkt die gesamte vorhandene Feuchtigkeit bis zu einem bestimmten
Grad aufgenommen wird, bis dann schlieBlich die Rekristallisation bei 90 %
relativer Luftfeuchte nach ca. 200 Minuten (Zeitpunkt bezogen auf die Stufe)
einsetzt. AnschlieBend fillt die Gesamtmasse auf 106 % zuriick. Dies zeigt, dass
nach der Bildung des Dihydrates noch wesentlich mehr Feuchtigkeit vom
Molekiil gehalten wird (ca. 2 %), als fiir die Bildung notwendig. Der Prozess

scheint somit bei dieser Stufe noch nicht vollstindig abgeschlossen zu sein.
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Abb. 4.23:  Massendnderung [%] gegeniiber einer relativen Luftfeuchte von 90 % der
Probe Form_01.

In Abb. 4.23 zeigt sich letztendlich, dass nach der Rekristallisation bei 90 %
relativer Feuchte und anschlieBender Trocknung das Formoterol-Dihydrat
erhalten werden kann. Dabei pendelt sich die relative Massenénderung nach
mehrmaliger Erhohung der relativen Feuchte auf 90 % und anschlieBender
Trocknung bei 0 % relativer Feuchte auf einen Wert um ca. 0,4 % ein. Dies
entspricht ungefihr dem Wert, der auch bei der Formoterol-Rohware ermittelt
werden konnte (Abb. 4.20). Untersuchungen mit den Proben, die mit DMSO als
Losungsmittel und mit dem Zusatz von DPPC als Stabilisator gefillt wurden
(Diagramme hier nicht dargestellt), zeigten dieselben Ergebnisse. Auch in
diesen Fillen erfolgte eine Rekristallisation zum Dihydrat.

Die amorphen Produkte zeigen demnach erst nach einer lingeren Lagerung bei
90 % relativer Feuchte eine vollstaindige Umwandlung in das Formoterol-

Dihydrat. Unterhalb von 50 % relativer Feuchte findet nur eine geringfiigige
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Feuchtigkeitsaufnahme statt, was fiir eine Lagerung der amorphen Produkte

unterhalb dieser relativen Feuchte spricht.

4.2.3.5 Aerodynamisches Verhalten

Wie auch das Budesonid wurden die entstandenen Formoterol-Mikropartikel
hinsichtlich ihrer aerodynamischen Eigenschaften untersucht und beurteilt. Die
Angaben zur genauen Beschreibung der Methode finden sich in Kapitel 3.2.8.
Der Einfluss des Losungsmittels bei der Fillung im iiberkritischen Kohlendioxid
(MeOH und DMSO), sowie der Zusatz von DPPC standen dabei im
Vordergrund dieser Untersuchungen. In einem ersten Schritt wurden dabei die
ausgewdihlten Proben ohne den Zusatz eines Trégerstoffes vermessen, um die
Dispergierbarkeit der Formoterol-Mikropartikel im Luftstrom nicht durch einen

solchen Zusatz zu beeinflussen.
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Abb. 4.24:  Impinger Abscheidung [% abgegebene Dosis] der einzelnen Mikropartikel-
Chargen.
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Die Ergebnisse in Abb. 4.24 und Tab. 4.9 zeigen, dass mit Form_05, welches
aus MeOH gefillt wurde, das beste Ergebnis mit einer FPF von 29,4 % erreicht
werden konnte. Aufféllig sind bei allen vermessenen Proben die hohen
Standardabweichungen, die auf eine schlechte Dispergierbarkeit im Luftstrom
hindeuten. Die Partikel scheinen aufgrund der geringen GroBe eine sehr starke
Kohision wie auch Adhdsion zu zeigen. Dies wird besonders deutlich, betrachtet
man die Probe Form_17, bei der sich ca. 68 % der abgegebenen Dosis schon im
Applikator abschieden. Die reinen Pulverproben sind durch diese Eigenschaften
nur bedingt fiir eine Applikation geeignet, so dass eine Moglichkeit gesucht
wurde, zumindest die Kohésion der Einzelpartikel zu unterdriicken, um hohere

FPF-Werte zu erreichen.

Tab. 4.9: Ubersicht der Fine Particle Fraction (FPF) [%] und des MMAD [um] der

einzelnen Mikropartikel-Chargen (SD in Klammern).

Chargennummer Partikel MMAD
<5 um (FPF) [%] [um]

Form_05 294 (£11,6) 5,6 (£2,1)

Form_15 19,2 (+4,5) 7,2 (£1,0)

Form_17 21,9 (£5,9) 6,7 (%1,9)

Aus diesem Grund wurden in einem zweiten Schritt Mischungen der
Formoterol-Mikropartikel mit Respitose® SV 003 (DMV International bv,
Veghel, Niederlande) hergestellt, wobei es sich bei der Respitose® SV 003 um
eine fiir die Anwendung in Dry Powder Inhalern entwickelte Laktose handelt.
Die Mischungen enthielten dabei einen Anteil von 0,25 % (m/m) Formoterol, so
dass pro Inhalation insgesamt eine Dosis von 12 pg Formoterol zur Verfiigung
stand. Aufgrund der geringen Mengen, die an Formoterol zur Verfiigung
standen, wurde fiir das Mischen eine Art Mikromischer entwickelt, in dem die
Laktose und das Formoterol mechanisch iiber einen Riihrer gemischt werden

konnten. Damit die Gleichformigkeit des Gehaltes der einzelnen Mischungen
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vernachldssigt werden konnte, wurde jewelils fiir eine Mischung nur soviel

Material verwendet, wie spéter auch in den MSLI eingebracht wurde.
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Abb. 4.25:  Impinger Abscheidung [% abgegebene Dosis] der einzelnen Formoterol-

Laktose-Mischungen.

Tab. 4.10: Ubersicht der Fine Particle Fraction (FPF) [%] und des MMAD [um] der

einzelnen Formoterol-Laktose Mischungen (SD in Klammern).

Chargennummer Partikel MMAD
<5 um (FPF) [%] [um]
Form_05 6,7 (£0,7) k. A.
Form_15 19,4 (#4,7) k. A.
Form_17 1,0 (x1,4) k. A.

Die Ergebnisse in Abb. 4.25 und Tab. 4.10 zeigen, dass die FPF-Werte deutlich
schlechter ausfielen als bei den Vermessungen ohne Laktose als Trigerstoff. So
konnte lediglich mit der Probe Form_15 eine FPF von 19,4 % erreicht werden,
wohingegen die Proben From_05 und _17 mit 6,7% und 1,0% die

schlechtesten Ergebnisse lieferten. Der MMAD war bei allen Proben rechnerisch
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nicht mehr auswertbar. Die Proben zeigen also auch hier eine unverdndert starke
Adhision sowohl an den Applikator, als auch an die Laktose. Insgesamt wurden
zwischen 67 % und 76 % der gesamt applizierten Dosis der einzelnen Proben
schon im Applikator abgeschieden, so dass der Luftstrom von 81 I/min nicht
ausreichte diese ausreichend zu dispergieren, um die Proben tiefer in den MSLI

einzubringen.

424 Zusammenfassung

Es konnte gezeigt werden, dass eine Féllung von Formoterol im iiberkritischen
Kohlendioxid moglich ist. Dabei beeinflussen die Prozessparamter Druck und
Produkt-Flussrate die Herstellung kaum. Lediglich bei der Variation des
Druckes konnten Effekte in Hinblick auf die Ausbeute und Partikelgrofe
ermittelt werden. Auch die Verdnderung des Losungsmittels, aus dem die
Losung im iiberkritischen Kohlendioxid gefillt wurde, sowie ein Zusatz von
DPPC brachten keine ausgeprigten Verdnderungen der Ergebnisse. Die
entstanden Produkte zeigen eine sehr geringe Partikelgroe, was die inhalative
Anwendung allerdings nicht zwingend erleichtert. Im Gegenteil, durch die
starken Ko- und Adhésionskrifte war es nicht mehr moglich zufrieden stellende
Ergebnisse mit Formoterol-Laktose Mischungen zu erhalten, was mit den reinen
Pulverproben noch gelang.

Alle Produkte wiesen eine ausgeprigte Amorphie auf, lieBen sich aber in das
Formoterol-Dihydrat kristallisieren. Dabei zeigte sich, dass die amorphen
Produkte unter bestimmten Luftfeuchthebedingungen durchaus als stabil
anzusehen sind. So konnte bei einer zweijdhrigen Lagerung iiber einem

Trocknungsmittel keine Rekristallisation beobachtet werden.
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4.3 Herstellung proliposomaler Zubereitungen

4.3.1 Einleitung

Fiir die Herstellung von Liposomen stehen zahlreiche Methoden zur Verfiigung,
die sich im Laufe der Zeit etabliert haben (siehe auch Kapitel 2.3.4). Dabei
stethen den Vorteilen dieser Herstellungsmethoden allerdings auch sehr viele
Nachteile entgegen. So ist der Einsatz von grofen Mengen an organischen
Losungsmitteln meist unverzichtbar. Ein weiteres Problem stellt die oft
ungeniigende Stabilitdt der hergestellten Liposomen iiber einen lidngeren
Zeitraum dar, wodurch sich aufwendige Verfahren, wie z.B. die
Gefriertrocknung der Liposomen, an die eigentliche Herstellung anschliefen.

Im folgenden Kapitel wird die Herstellung so genannter proliposomaler
Zubereitungen mit dem ASES-Prozess diskutiert. Dass die Liposomen-
herstellung mit tiberkritischem Kohlendioxid prinzipiell moglich ist, zeigt ein
Patent von Castor und Chu (1998). Allerdings wurden in diesen Untersuchungen
hauptsidchlich Liposomen in ihrer eigentlichen Form, also als Suspension
hergestellt (sieche auch Kapitel 2.3.4). Der Ansatz, der hier diskutiert werden
soll, beschiftigt sich dagegen mit der Herstellung von Pulvern im ASES-
Prozess, die in einer anschlieBenden Solvatisierung Liposomen bilden. Damit
werden aus dem ASES-Prozess die hier als proliposomalen Zubereitungen
bezeichneten Pulver erhalten und zu Liposomensuspensionen weiterverarbeitet.
Zum einen wird dadurch der Finsatz groBer Mengen an organischen
Losungsmitteln verringert und zum anderen ein stabiles Pulver erhalten, das
jederzeit in eine fertige Liposomensuspension umgewandelt werden kann.
Aufwendige Trocknungsverfahren, wie z.B. die Gefriertrocknung fertiger

Liposomensuspensionen werden damit iiberfliissig.
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4.3.2 Versuchsaufbau und -durchfiihrung

Fiir die einzelnen Versuche wurden verschiedene statistische Versuchspline (2*
faktorielle und 3 '-faktorielle Versuchspline) erstellt. Dabei standen die
Variation von Druck und Temperatur, sowie die Zusammensetzung der
Komponenten fiir die proliposomalen Zubereitungen im Vordergrund. Als
Materialen wurden nur solche Phospholipide ausgewihlt, die eine Phasen-
inversionstemperatur iiber der kritischen Temperatur des Kohlendioxids

besitzen, um stabile Pulver als Produkte zu erhalten (Tab. 4.11).

Tab. 4.11: Phaseninversionstemperatur der verwendeten Phospholipide.
Phospholipid Phaseninversoionstemperatur
[°C]
Phospholipon (PL) 80H 45
Phospholipon (PL) 90H 54
Phospholipon (PL) 100H 54

Bei den in Tab. 4.11 genannten Phospholipiden handelt es sich um hydrierte
Phosphatidylcholine (Phospholipon 80H min. 60 %, Phospholipon 90H min.
90 %, Phospholipon 100H min. 95 %), deren Fettsduregruppen zu 85 % aus
Stearin- und zu 15 % aus Palmitinsdure zusammengesetzt sind. Zusétzlich zu
den Phospholipiden wurde Cholesterol in verschiedenen Konzentrationen
hinzugesetzt und Budesonid als Modellarzneistoff verwendet. Die Zusammen-
setzungen der einzelnen Chargen sind in Tab. 4.12 zusammengefasst, wobei
diese jeweils in einer Ansatzgroe von 5 g hergestellt und als 10 %ige Losung
(0,2 Methanol : 0,8 Methylenchlorid) in das iiberkritische Kohlendioxid mit
einer Flussrate von 6 ml/min eingespritht wurden. Die CO,-Flussrate betrug
jeweils 6 kg/h. Die Variation der Prozessparameter Druck und Temperatur
findet sich in Tab. 4.13. Dabei ist anzumerken, dass die Prozessparamter fiir jede

Zusammensetzung (Tab. 4.12) und jedes Phosphatidylcholin jeweils als
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einzelner Block variiert wurden. Die einzelnen Blocke wurden anschlieend mit

der Statistik Software STATISTICA 6.0 ausgewertet.

Tab. 4.12: Zusammensetzungen der einzelnen Zubereitungen, wobei jede Zusammen-

setzung jeweils mit Phospholipon 90H und 100H durchgefiihrt wurde.

Zusammensetzung | Phosphatidylcholin | Cholesterol | Budesonid
10:0 0,9 0 0,1
9:1 0,81 0,09 0,1
8:2 0,72 0,18 0,1
7:3 0,63 0,27 0,1
Tab. 4.13: Prozessparameter der einzelnen 2°-faktoriellen Versuchspline, durchgefiihrt

mit Phospholipon 90H, 100H.

Zusammensetzung Druck Temperatur
[bar] [°C]
10:0; 9:1; 8:2; 7:3 80 45
10:0; 9:1; 8:2; 7:3 90 45
10:0; 9:1; 8:2; 7:3 90 35
10:0; 9:1; 8:2; 7:3 80 35
10:0; 9:1; 8:2; 7:3 85 40

Damit neben dem Einfluss des Druckes und der Temperatur auch der Einfluss
der Zusammensetzung auf die entstandenen proliposomalen Zubereitungen
bewertet werden konnte, wurde abschlieBend ein 3°'-faktorieller Versuchsplan
entworfen. Dieser Versuchsplan stellt die Basis fiir die statistischen
Auswertungen dar, die im Folgenden erldutert werden sollen. In Tab. 4.14 sind
die einzelnen Parameter jeweils fiir PL 90H und PL 100H zusammengefasst

dargestellt.

94



Ergebnisse

Tab. 4.14: Prozessparameter des 3 '-faktoriellen Versuchsplans, durchgefiihrt mit
Phospholipon 90H, 100H.
PL 90H PL 100H Druck Temperatur | Zusammen-
[Chargennr.] | [Chargennr.] [bar] [°C] setzung

Lip_44 Lip_40 85 45 10:0
Lip_45 Lip_41 90 40 10:0
Lip_46 Lip_42 80 40 8:2
Lip_17 Lip_28 80 35 10:0
Lip_18 Lip_30 80 45 9:1
Lip_24 Lip_36 90 45 8:2
Lip_47 Lip_43 85 35 8:2
Lip_22 Lip_34 85 40 9:1
Lip_20 Lip_32 90 35 9:1

4.3.3 Ergebnisse

4.3.3.1 Vorversuche

Anhand von Vorversuchen mit Phospholipon 8O0H zeigte sich, dass eine
Herstellung von proliposomalen Zubereitungen im ASES-Prozess bei den
genannten Prozessparametern unmoglich war. Bei allen Versuchen bildete sich
ein Film auf der Kolonnenwand, der nicht mehr aus der Hochdruckkolonne
entnehmbar war. Die Phaseninversionstemperatur von 45°C ist fiir eine
Verarbeitung im ASES-Prozess somit zu niedrig, so dass sich bei den jeweiligen
Prozessparametern das Phospholipon 80H in den fliissigkristallinen Zustand
umwandelte und es somit zu einer Filmbildung kam. Auf den weiteren Einsatz
von Phospholipon 80H wurde aus diesem Grund verzichtet.

Weiterhin war in jedem Fall eine Verarbeitung der Zusammensetzung 7:3
problematisch. Es konnten keine nennenswerten Ausbeuten erzielt werden, so
dass auch hier auf den FEinsatz eines solchen Verhiltnisses verzichtet wurde.

Den Grund dafiir zeigte die optische Begutachtung des Seperators nach der
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Herstellung, die zeigte, dass das Cholesterol in diesen iiberfiihrt wurde. Dabei ist
es wahrscheinlich, dass die Loslichkeit des Cholesterols im iiberkritischen
Kohlendioxid bei dieser hohen Einsatzkonzentration stark zugenommen hat und
aus diesem Grund das Cholesterol nicht mehr in der Hochdruckkolonne

ausgefallen ist.

4.3.3.2 Ausbeute

In Abb. 4.26 und Abb. 4.27 sind die einzelnen Werte fiir die Ausbeuten der 2°-
faktoriellen Versuchsplidne mit PL. 90H und PL 100H grafisch dargestellt. Dabei
konnten fiir die Zusammensetzungen auf Basis von PL 90H Werte zwischen ca.
18 % und 79 % erreicht werden. Fiir die Versuche mit PL 100H ergaben sich
Ausbeuten zwischen ca. 25 % und 82 %. Diese Ergebnisse machen deutlich,
dass eine Prézipitation in iiberkritischem Kohlendioxid in jedem Fall moglich

ist.
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Abb. 4.26:  Ausbeuten [%] der einzelnen Phospholipon 90H Zubereitungen.
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Abb. 4.27:  Ausbeuten [%] der einzelnen Phospholipon 100H Zubereitungen.

Die statistische Auswertung zeigte weder bei den PL 90H, noch bei den
PL 100H Zusammensetzungen einen signifikanten Effekt der einzelnen Faktoren
auf die Ausbeute (p=0,05, Paretodiagramme hier nicht dargestellt). Um trotzdem
einen Aufschluss dariiber zu erlangen, inwiefern die einzelnen Faktoren den
Prozess in Hinblick auf die Ausbeute beeinflussen, wurden die Ergebnisse in
Form von Scatterplots dargestellt.

In Abb. 4.28 sind die Ergebnisse fiir die Chargen mit PL 90H als Haupt-
bestandteil zusammengestellt, wobei erkennbar ist, dass die Temperatur und die
Zusammensetzung der Proben eine gewisse Tendenz auf die Ausbeute zeigen.
So wurden gerade durch die Erniedrigung der Temperatur, sowie bei der
Verwendung der Zusammensetzung 10:0 (kein Cholesterol in der Rezeptur) die
besten Ergebnisse bei der Ausbeute erhalten. Bei der Betrachtung des Druckes
ist zwar eine Tendenz erkennbar, allerdings erschwert die grof8e Streuung der

Werte in diesem Fall eine konkrete Aussage.
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Scatterplots der Ausbeute [%] der PL 90H Zubereitungen gegen den Druck
[bar] (links oben), die Temperatur [°C] (rechts oben) und die
Zusammensetzung [0 = 10:0; 1 = 9:1; 2 = 8:2] (mitte unten). Die gestrichelten
Linien stellen die Regressionsbidnder mit einem Konfidenzintervall von 95 %

dar.

Ahnliche FErgebnisse zeigen die Scatterplots fiir die mit PL 100H als

Hauptbestandteil hergestellten Chargen (Abb. 4.29). Den grof3ten Effekt zeigt

hierbei die Erniedrigung der Temperatur, die mit einer deutlichen Erhohung der

Ausbeute einhergeht. Die Auswertung der Effekte von Druck und

Zusammensetzung der Zubereitungen wird auch hier durch die groBBe Streuung

der Einzelwerte erschwert, es zeigt sich tendenziell allerdings in Bezug auf die

Zusammensetzung der Zubereitungen ein dhnliches Ergebnis wie beim PL 90H
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in Abb. 4.28, d.h. eine Verringerung des Cholesterol-Anteils fiihrte jeweils zu

hoheren Ausbeuten.
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Abb. 4.29:  Scatterplots der Ausbeute [%] der PL 100H Zubereitungen gegen den Druck
[bar] (links oben), die Temperatur [°C] (rechts oben) und die
Zusammensetzung [0 = 10:0; 1 = 9:1; 2 = 8:2] (mitte unten). Die gestrichelten
Linien stellen die Regressionsbidnder mit einem Konfidenzintervall von 95 %

dar.

Allgemein wird deutlich, dass durch die Verwendung niedrigerer Temperaturen
in jedem Fall hohere Ausbeuten erreicht werden konnten. Dies ist
zuriickzufilhren auf die Phaseninversionstemperatur der verwendeten
Phosphatidylcholine, die in diesem Fall bei 54°C liegt. Oberhalb dieser

Temperatur kommt es zur Umwandlung der verwendeten Phosphatidylcholine
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von der Gel- in die fliissigkristalline-Phase. Es zeigte sich bereits bei der
Verwendung von PL 80H (siehe auch Kapitel 4.3.3.1), dass bei Erreichen dieser
Temperatur, bzw. ab einer Temperatur, die im Bereich der Phaseninversions-
temperatur liegt, das PL 80H zur Filmbildung neigt und somit nicht mehr aus
der Hochdruckkolonne entnommen werden konnte. Dieser Effekt war hier in
abgeschwichter Form ebenfalls zu beobachten. Das in verschiedenen
Konzentrationen eingesetzte Cholesterol sollte diesem Effekt zwar entgegen-
wirken, allerdings ist die Loslichkeit des Cholesterols im {iiberkritischen
Kohlendioxid ab einer hoheren Einsatzkonzentration zu beachten. Auch dieser
Effekt konnte schon in den Vorversuchen (Kapitel 4.3.3.1) gezeigt werden und
wirkt einer Temperaturerhohung entgegen. So ldsst sich abschlieend
zusammenfassen, dass eine Herstellung bei Temperaturen wenig oberhalb der
kritischen Temperatur des Kohlendioxids fiir PL90H und PL 100H zu
bevorzugen ist (Kunastitchai et al., 2005). Ebenso sollte die FEinsatz-
konzentration von Cholesterol so gering wie moglich gehalten, bzw. ganz darauf

verzichtet werden.

4.3.3.3 PartikelgréBenverteilung und Morphologie

Die Messung der PartikelgroBenverteilung fand nach der Solvatisierung der
proliposomalen Zubereitungen statt. Dazu wurden die Zubereitungen mit
physiologischer Pufferlosung pH 7,2 (Ph. Eur. 5, 2005), zum einen bei einer
Temperatur von 60°C (oberhalb der Phaseninversionstemperatur) und zum
anderen bei 37°C (unterhalb der Phaseninversionstemperatur), im Wasserbad
solvatisiert. Daran schloss sich fiir jede Probe eine Behandlung fiir 30 Sekunden
im Ultraschallbad, um eventuellen Agglomerationen der solvatisierten Partikel
entgegenzuwirken. Die eigentliche Vermessung fand im Systemmodul
CUVETTE® im Laserdiffraktometer (Kapitel 3.2.1) bei einer optischen
Konzentration von 15 % - 20 % statt, wobei die jeweilige Optik den

PartikelgroBen angepasst wurde.
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Durch die unterschiedlichen Temperaturen bei der Solvatisierung sollte zum
einen die Partikelgrofle nach einer optimalen Liposomenbildung oberhalb der
Phaseninversionstemperatur der Phosphatidylcholine (60°C) und zum anderen
bei Korpertemperatur (37°C) ermittelt werden. Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen sind im Folgenden, getrennt nach der jeweils verwendeten
Temperatur, beschriecben. Dabei wurden die Ergebnisse mit dem 3°7'-

faktoriellem Versuchsplan (Tab. 4.14) statistisch ausgewertet.

4.3.3.3.1  Partikelgrofienverteilung nach der Solvatisierung bei 60°C

Die Ergebnisse der PartikelgroBenmessungen fiir die Zubereitungen mit PL 90H
als Hauptbestandteil sind in Tab. 4.15 dargestellt. Die Werte fiir die einzelnen
Chargen zeigen gerade fiir den X5o-Wert der PartikelgroBenverteilung sehr grof3e

Streuungen, was sich auch in der Spannweite widerspiegelt.

Tab. 4.15: Ergebnisse der Partikelgrolenmessungen mit der Laserdiffraktometrie fiir den
3%!_faktoriellen Versuchsplan der PL 90H Zubereitungen (SD in Klammern),
i{llirfne :r_ [ffrlg] [ilirsrg] [ii?g] Spannweite
Lip_44 5,10 (£0,15) | 27,20 (£0,53) | 53,66 (x1,34) 1,79
Lip_45 3,16 (£0,08) | 24,95 (x0,71) | 48,84 (x0,85) 1,83
Lip_46 2,46 (£0,03) 7,81 (£0,22) | 23,34 (£1,20) 2,67
Lip_17 2,84 (£0,01) 7,28 (£0,27) | 40,76 (£2,29) 5,21
Lip_18 3,39 (£0,13) | 10,83 (x0,45) | 51,04 (£7,58) 4,40
Lip_24 2,75 (£0,01) 7,48 (£0,05) | 17,76 (£1,06) 2,01
Lip_47 2,20 (x0,01) 5,45 (£0,06) | 16,11 (+0,59) 2,55
Lip_22 3,64 (£0,04) | 12,98 (x0,31) | 35,43 (%1,02) 2,45
Lip_20 3,59 (x0,05) | 1447 (x0,45) | 39,53 (£1,48) 2,48
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So wurden Werte zwischen 5,45 um (Lip_47) und 27,20 um (Lip_44) erhalten.
Dies ldasst darauf schlieBen, dass zum einen selbst durch die einheitliche
Behandlung mit Ultraschall die Agglomeratbildung bei einigen Proben nicht
unterdriickt werden konnte und zum anderen die Solvatisierung zu einheitlichen
Liposomen noch nicht vollstindig abgeschlossen war.

Betrachtet man die X5)-Werte der PartikelgroBenmessung fiir die Zubereitungen
mit PL. 100H (Tab. 4.16), so zeigt sich ein dhnliches Bild wie bei den PL 90H
Zubereitungen in Tab. 4.15. Auch hier ist eine Streuung der Werte von 5,54 um
(Lip_40) bis 20,72 um (Lip_36) zu erkennen, die allerdings etwas geringer

ausfdllt als bei den Ergebnissen mit PL 90H in den Zubereitungen.

Tab.4.16:  Ergebnisse der PartikelgroBenmessungen mit der Laserdiffraktometrie fiir den
3*!_faktoriellen Versuchsplan der PL 100H Zubereitungen (SD in Klammern).
iﬁ?;if; [ilirlr(;] [551(1)] [il(rgl(l)] Spannweite
Lip_40 2,49 (£0,01) | 5,54 (£0,13) | 22,13 (£2,21) 3,55
Lip_41 2,96 (+0,01) | 9,07 (+0,21) | 37,90 (£0,76) 3,85
Lip_42 2,73 (+£0,02) | 7,04 (£0,19) | 16,77 (£0,72) 1,99
Lip_28 2,69 (+0,01) | 5,87 (+0,08) | 26,34 (£1,29) 4,03
Lip_30 3,34 (+0,10) | 9,24 (£0,20) | 28,66 (£0,87) 2,74
Lip_36 4,39 (+0,08) | 20,72 (+1,01) | 67,06 (£3,09) 3,02
Lip_43 2,67 (£0,01) | 6,86 (£0,08) | 26,24 (£1,01) 3,44
Lip_34 3,14 (£0,03) | 11,90 (£0,22) | 28,93 (£0,50) 2,17
Lip_32 3,19 (£0,04) | 11,62 (£0,35) | 32,51 (%1,06) 2,52

Bei der statistischen Auswertung zeigte sich, dass keiner der verschiedenen
Faktoren (Druck, Temperatur, Zusammensetzung der Rezeptur im ASES-

Prozess) einen statistisch signifikanten Einfluss auf die PartikelgroBen fiir die
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Zubereitungen mit PL. 90H und PL 100H ausiibt (p=0,05, Paretodiagramme hier
nicht dargestellt). Aus diesem Grund wurden auch in diesem Fall fiir die
Begutachtung der Tendenzen die einzelnen Werte mittels der Scatterplots

ausgewertet.
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Abb. 4.30: Scatterplots der Xso-Werte der PartikelgroBenverteilung der PL 90H

Zubereitungen gegen den Druck [bar] (links oben), die Temperatur [°C] (rechts
oben) und die Zusammensetzung [0 = 10:0; 1 =9:1; 2 = 8:2] (mitte unten). Die
gestrichelten  Linien  stellen die  Regressionsbiander mit  einem

Konfidenzintervall von 95 % dar.

Die Abb. 4.30 zeigt die Ergebnisse der Xs)-Werte der PartikelgroBBenverteilung
fiir die PL 90H Proben. Dabei ist die grole Streuung der Einzelwerte sehr gut
erkennbar, die die Interpretation der Ergebnisse erschwert. Die deutlichste

Tendenz zeigt sich bei der Betrachtung des Faktors Zusammensetzung. Durch
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eine Erhohung des Cholesterol-Anteils in den Rezepturen wurden kleinere Xs,-
Werte erhalten. Bei den Parametern Druck und Temperatur zur Herstellung der
proliposomalen Zubereitungen im ASES-Prozess zeigte sich, dass jeweils durch
niedrigere Einstellungen kleinere Xso-Werte erhalten werden konnten.
Allerdings wird hier davon ausgegangen, dass gerade diese Parameter zu
vernachldssigen sind, da sie bei der Solvatisierung keinen direkten Einfluss auf
die Liposomenbildung und damit auf die PartikelgroBBe ausiiben. Dies zeigt sich

sehr deutlich in Kapitel 4.3.3.3.2.

30

25

20

30
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PartikelgroBe Xsq [um]
PartikelgroBe Xsq [um]
o

78 80 82 84 86 88 90 92 34 36 38 40 42 44 46
Druck [bar] Temperatur [°C]

30

25

20

Partikelgr6Be Xsq [um]

Zusammensetzung

Abb. 4.31:  Scatterplots der Xso-Werte der PartikelgroBBenverteilung der PL 100H

Zubereitungen gegen den Druck [bar] (links oben), die Temperatur [°C] (rechts
oben) und die Zusammensetzung [0 = 10:0; 1 =9:1; 2 = 8:2] (mitte unten). Die

gestrichelten  Linien  stellen die  Regressionsbinder mit einem

Konfidenzintervall von 95 % dar.
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Die Auswertung der Einfliisse der einzelnen Faktoren fiir die Xso-Werte der
PL 100H Proben sind in Abb. 4.31 dargestellt. Die Ergebnisse lassen erkennen,
dass die Streuung der Einzelwerte bei diesen Proben nicht geringer ausfillt als
noch bei den PL 90H Proben. Auch wird deutlich, dass insgesamt kleinere
PartikelgroBen fiir den X5o-Wert resultierten. Betrachtet man den Einfluss der
Zusammensetzung der proliposomalen Zubereitungen, so zeigte sich, dass bei
der Verwendung von PL 100H kleinere Partikelgroen bei einer Erniedrigung

des Cholesterol-Anteils erhalten wurden.

30 +

| B Phospholipon 90H E Phospholipon 100H

Lip_44/ Lip_45/ Lip_46/ Lip_17/ Lip_18/ Lip_24/ Lip_47/ Lip_22/ Lip_20/
Lip_40 Lip_41 Lip_42 Lip_28 Lip_30 Lip_36 Lip_43 Lip_34 Lip_32

N
[$)]
I

n
o

_
o

Xso Wert der PartikelgroBenverteilung [um]
o o

Abb. 4.32: Vergleich der Xso-Werte [um] der PL 90H und PL 100H Zubereitungen.

Allgemein konnten mit der Solvatisierung bei 60°C akzeptable Werte fiir den
Xso-Wert der PartikelgroBenverteilung erreicht werden, bedenkt man, dass die
Proben noch keinem weiteren Zerkleinerungsschritt, wie z.B. der Extrusion,
ausgesetzt wurden. Es lédsst sich allerdings auch erkennen (Abb. 4.32), dass
einige proliposomale Zubereitungen durch ihren hohen Xs,-Wert nach der

Solvatisierung weniger geeignet fiir eine Weiterverarbeitung scheinen.
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Weiterhin zeigte sich, dass bei den Zubereitungen auf Basis des PL 100H
bessere Ergebnisse in Hinblick auf die PartikelgroBe erzielt werden konnten. Es
entstanden in diesem Fall Liposomen, die eine geringere Streuung der
PartikelgroBen aufwiesen, womit die Verarbeitung des PL 100H fiir die
Herstellung von proliposomalen Zubereitungen im ASES-Prozess besser

geeignet scheint.

4.3.3.3.2  Partikelgrofsenverteilung nach der Solvatisierung bei 37°C

Die Ergebnisse der PartikelgroBenmessung der Zubereitungen mit PL 90H als
Hauptbestandteil nach der Solvatisierung bei Korpertemperatur (37°C) sind in
Tab. 4.17 dargestellt. Dabei wiesen die ermittelten Xso-Werte zum einen eine
dhnlich starke Streuung wie nach der Solvatisierung bei 60°C auf, zum anderen

resultierten im Durchschnitt groBere Xso-Werte (Abb. 4.33).

Tab. 4.17: Ergebnisse der Partikelgrolenmessungen mit der Laserdiffraktometrie fiir den
3%!_faktoriellen Versuchsplan der PL 90H Zubereitungen (SD in Klammern),
i{llirfne :r_ [ffrlg] [ilirsrg] [ii?g] Spannweite
Lip_44 4,51 (x0,17) | 26,31 (£0,84) | 50,23 (£1,12) 1,74
Lip_45 2,87 (£0,05) | 23,78 (£0,96) | 49,14 (x0,97) 1,95
Lip_46 2,30 (£0,02) 6,65 (£0,10) | 22,61 (x1,01) 3,05
Lip_17 3,30 (£0,09) | 21,75 (x1,03) | 48,18 (£1,49) 2,06
Lip_18 3,04 (£0,06) | 16,51 (x1,44) | 52,12 (£3,08) 2,97
Lip_24 2,85 (£0,02) | 10,54 (£0,21) | 37,30 (£3,12) 3,27
Lip_47 2,24 (£0,02) 7,81 (£0,27) | 30,02 (£2,71) 3,56
Lip_22 6,32 (£0,24) | 31,70 (£0,49) | 51,90 (x0,93) 1,44
Lip_20 2,90 (£0,02) | 15,37 (£0,55) | 39,00 (%1,33) 2,35
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Der Vergleich mit den bei 60°C solvatisierten PL. 90H Proben in Abb. 4.33 zeigt
sehr deutlich, dass die Solvatisierungstemperatur einen groBen Einfluss auf die
PartikelgroBe ausiibt. Die Einflussgroen Druck und Temperatur zur Herstellung
der proliposomalen Zubereitungen im ASES-Prozess sind damit zu
vernachlissigen, denn wie bereits in Kapitel 4.3.3.3.1 beschrieben, liben diese

Parameter keinen direkten Einfluss mehr auf die Liposomenbildung aus.

35 4

W60°C m37°C

w
o

25 4

20 4

15

10 -

Xso Wert der PartikelgroBenverteilung [um]

Lip_44 Lip_45 Lip_46 Lip_17 Lip_18 Lip_24 Lip_47 Lip_22 Lip_20

Abb. 4.33: Vergleich der Xsop-Werte [um] der PL90OH Zubereitungen nach der
Solvatisierung bei 60°C und 37°C.

In Abb. 4.34 wird dieser Zusammenhang nochmals deutlich gemacht. Auffillig
dabei ist, dass durch die Zusammensetzung der proliposomalen Zubereitungen
der Xso-Wert der PartikelgroBBenverteilung beeinflusst werden konnte. In diesem
Fall resultierten durch den zunehmenden Cholesterol-Anteil in den
Zubereitungen kleinere Xso-Werte, wobei dieser Effekt auch schon im Fall der
Solvatisierung bei 60°C fiir die Zubereitungen mit PL 90H (Abb. 4.30)

beobachtet werden konnte. Dieser Effekt scheint dadurch zu Stande zu kommen,
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dass das Cholesterol zu einer verstarkten Stabilisierung der Lipid-
doppelschichten bei hoherer Einsatzkonzentration fiihrt. Durch diese verstirkte
Stabilisierung kommt es schlieBlich zur Bildung von kleineren Liposomen im
Gegensatz zu den Zubereitungen mit verringertem Cholesterol-Anteil, wodurch

die kleinsten PartikelgroBen fiir den Xso-Wert bei der Zusammensetzung 8:2

resultierten.
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Abb. 4.34: Scatterplots der Xso-Werte der PartikelgroBenverteilung der PL  90H
Zubereitungen gegen den Druck [bar] (links oben), die Temperatur [°C] (rechts
oben) und die Zusammensetzung [0 = 10:0; 1 = 9:1; 2 = 8:2] (mitte unten). Die
gestrichelten  Linien  stellen die  Regressionsbinder mit einem

Konfidenzintervall von 95 % dar.
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Tab. 4.18: Ergebnisse der Partikelgrolenmessungen mit der Laserdiffraktometrie fiir den
3%!_faktoriellen Versuchsplan der PL 100H Zubereitungen (SD in Klammern).
iﬁiﬁi}e ;: [;)frlr(:] [il(sx(l)] [il(rgxg] Spannweite
Lip 40 | 3,88 (0,07) | 2121 (x048) | 4541 (1,02) | 1,96
Lip 41 | 345 (20,06) | 20,87 (£0,32) | 44,54 (x1,16) | 197
Lip 42 | 2,52 (001) | 7.47 (x0.03) | 23,59 (027) | 2,82
Lip 28 | 3,74 (x0,10) | 22,60 (x0,89) | 50,14 (x1,59) | 2,05
Lip_30 3,40 (£0,03) | 27,51 (£0,52) | 61,88 (x1,46) 2,13
Lip_36 3,51 (£0,07) | 13,79 (£0,45) | 41,65 (£2,63) 2,77
Lip 43 | 2,36 (20.01) | 649 (0,05 | 21,02 (036) |  2.88
Lip 34 | 6,06 (x026) | 30,96 (0,60) | 5099 (x1,07) | 145
Lip_32 3,65 (£0,05) | 23,10 (£0,39) | 43,42 (£0,67) 1,72
% -
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Lip_28 Lip_30

Solvatisierung bei 60°C und 37°C.

Lip_36

Lip_43

Lip_34

Lip_32

der PL 100H Zubereitungen nach der

109



Herstellung proliposomaler Zubereitungen

Die Ergebnisse der PartikelgroBenmessung nach der Solvatisierung bei 37°C fiir
die Zubereitungen auf Basis des PL 100H sind in Tab. 4.18 dargestellt. Auch in
diesem Fall wird eine Zunahme der Xs,-Werte deutlich, wobei die Streuung der
Einzelwerte dhnlich denen der Zubereitungen mit PL 90H ist. Der Vergleich zu
den bei 60°C solvatisierten Proben ist in Abb. 4.35 dargestellt und zeigt, dass
auch hier die Zusammensetzung der einzelnen Proben einen groflen Einfluss auf
den Xso-Wert der PartikelgroBenverteilung ausiibte. Gerade die Proben Lip_42,
_36 und _43 mit dem hochsten Cholesterol-Anteil zeigten Xso-Werte die nahezu

identisch, bzw. kleiner waren, als die nach der Solvatisierung bei 60°C.
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Abb. 4.36: Scatterplots der Xso-Werte der PartikelgroBenmessung der PL 100H
Zubereitungen gegen den Druck [bar] (links oben), die Temperatur [°C] (rechts
oben) und die Zusammensetzung [0 = 10:0; 1 = 9:1; 2 = 8:2] (mitte unten). Die
gestrichelten  Linien  stellen die  Regressionsbiander mit  einem

Konfidenzintervall von 95 % dar.
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Bei der statistischen Auswertung (Abb. 4.36) zeigt sich der gleiche Effekt wie
schon in Abb. 4.34 beschrieben. Die Parameter Druck und Temperatur fiir die
Herstellung der proliposomalen Zubereitungen im ASES-Prozess iiben keinen
direkten Effekt auf die Partikelgroe aus, wohingegen durch die Erhohung des
Cholesterol-Anteils in den Rezepturen kleinere Xsp-Werte bei der
PartikelgroBenverteilung erreicht werden konnten.

Die Zusammenfassung der Ergebnisse der Xso-Werte der Partikelgrof3en-
verteilung nach einer Solvatisierung bei 37°C fiir die Zubereitungen mit PL. 90H
und PL 100H ist in Abb. 4.37 dargestellt. Die Unterschiede der X5o-Werte sind
in diesem Fall nicht so deutlich ausgepriigt, wie sie noch bei der Solvatisierung
bei 60°C zu erkennen waren (Abb. 4.32). Ein eindeutiger Trend, dass mit einem
der zwei verwendeten Phosphatidylcholine kleinere PartikelgroBBen erreicht

werden konnten, ist hier nicht zu erkennen.
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Abb. 4.37: Vergleich der Xso-Werte [um] der PL 90H und PL 100H Zubereitungen.
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4.3.3.3.3  Partikelmorphologie

In Tab. 4.19 und Tab. 4.20 sind die REM-Aufnahmen der proliposomalen
Zubereitungen fiir das PL 90H und PL 100H dargestellt. Bei der Verwendung
von PL 90H als Hauptbestandteil (Tab. 4.19) wird deutlich, dass im ASES-
Prozess bei einer Prozesstemperatur bis zu 40°C Partikel von dhnlicher Gestalt

erhalten wurden.

Tab. 4.19: REM-Aufnahmen der PL 90H Zubereitungen bei 500-facher und 1000-facher

VergroBerung.
Chargennr. } )
[Parameter] O—fach VrgroBerung 1000-fache VergroBerung

Lip_44 g ‘

[85 bar, 45°C,
10:0]

Lip_45

[90 bar, 40°C,
10:0]

Lip_46

[80 bar, 40°C,
8:2]

Lip_17

[80 bar, 35°C,
10:0]
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Chargennr.

[Parameter] 500-fache Vergréerung IOOO—fach VergroBerung

.‘(

Lip_18

[80 bar, 45°C,
9:1]

Lip_24

[90 bar, 45°C,
8:2]

AccV SpotMagn WD F——— 50m AccV SpotMagn WD ———— 20um
150kv50 500x 87 Lip_24 160kV 5.0 1000x 87 Lip_24
4

Lip_47

[85 bar, 35°C,
8:2]

Lip_22

[85 bar, 40°C,
9:1]

‘AccV  SpotMagn WD ————1 20um
150kV50 1000x 87 L22

Lip_20

[90 bar, 35°C,
9:1]

AccV SpotMagn WD 1 20ym
15.0kV 5.0 1000x 838 Lip_20

T

Diese zeigen eine kugelige Form mit mehr oder weniger ausgeprigten glatten
Oberflichen. Teilweise erscheinen die Oberflichen 16chrig, was darauf

schlieBen ldsst, dass diese Partikel eine gewisse Porositidt besitzen. Eine
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Ausnahme fiir die Begrenzung dieses Aussehens auf den Einfluss der
Prozesstemperatur stellt die Probe Lip_44 dar, die bei 45°C hergestellt wurde
und ebenfalls die oben beschriebene Morphologie aufweist. Bei Lip_18 und _24
(Herstellung bei 45°C) allerdings ist die kugelige Form der Partikel nicht mehr
zu erkennen. Diese Partikel konnen eher als groBere Bruchstiicke beschrieben
werden, die einen schuppenartigen Aufbau besitzen. Auffillig gegeniiber
Lip_44, die nicht diese Morphologie zeigt, ist, dass bei Lip_18 und _24
Cholesterol in den Zusammensetzungen enthalten ist. Die Kombination aus
hoher Temperatur und Cholesterol in der Zusammensetzung der proliposomalen
Zubereitung fiihrt somit zu einem deutlichen Unterschied der Morphologie im
Gegensatz zu den restlichen Partikeln. In diesem Fall scheinen die Aufnahmen
eine beginnende Filmbildung zu zeigen, was ebenfalls durch die geringe
Ausbeute dieser Proben bestitigt wird, wie schon in Kapitel 4.3.3.2 diskutiert.

Die REM-Aufnahmen der proliposomalen Zubereitungen mit PL 100H (Tab.
4.20) zeigen ein dhnliches Bild. Auch hier wurden Partikel beobachtet, die von
kugeliger Gestalt mit einer rissigen, lochrigen, aber ansonsten glatten
Oberflidche sind. Ebenfalls zeigen die Proben Lip_30 und _36 (Herstellungs-
temperatur: 45°C, Zusammensetzung: 9:1, 8:2) die oben beschriebenen
Bruchstiicke. Zusitzlich dazu sind bei Lip_36 stibchenférmige Kristalle zu
erkennen, was auf ein tibermiBiges Kristallwachstum wihrend der Herstellung
schlieBen ldsst. Die Probe Lip_40 dagegen (Herstellungstemperatur: 45°C,
Zusammensetzung: 10:0), in der kein Cholesterol enthalten ist, zeigt die typisch
kugelige Gestalt der Partikel. Eine Ausnahme in der Partikelmorphologie bildet
hier das Lip_42 (Herstellungstemperatur: 40°C, Zusammensetzung: 8:2), bei der
schon bei 40°C eine Art verklebte Pléttchenstruktur zu erkennen ist. Diese
Strukturen deuten auch hier, wie schon bei den proliposomalen Zubereitungen
mit PL 90H beschrieben, auf eine beginnende Filmbildung hin, die durch die
Kombination der erhohten Prozesstemperatur und des hoheren Cholesterol-

Anteils in der Rezeptur scheinbar gefordert wird. Diese Parameter fithren somit
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sowohl bei der Verwendung von PL 90H, als auch PL 100H zu einer negativen

Beeinflussung des Herstellungsprozesses.

Tab. 4.20: REM-Aufnahmen der PL 100H Zubereitungen bei 500-facher und 1000-facher

Vergroflerung.

Chargennr. 500-fache VergroBerung | 1000-fache Vergroerung

Lip_40

[85 bar, 45°C,
10:0]

Lip_41

[90 bar, 40°C,
10:0]

Lip_42

[80 bar, 40°C,
8:2]

v
Spot Magn WD
0 500x 143 Lip_42

Lip_28

[80 bar, 35°C,
10:0]

gn WD ———— 50pm AccV  SpotMagn WD
x 144 Lip_28 15.0kV 6.0 1000x 144 Lip_28

Lip_30

[80 bar, 45°C,
9:1]

* o x
AccV  SpotMagn WD ———— 60m AccV  SpotMagn WD ———— 20um
15.0kV 5.0 500x 145 Lip_30 5 5.0 1000x 145 Lip_30
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Chargennr. 500-fache VergroBerung | 1000-fache VergroBerung
A T 1 y

LIRS X

Lip_36

[90 bar, 45°C,
8:2]

AccV SpotMagn WD F———
15.0kv 50 1000x 138 Lip_36

Lip_43

[85 bar, 35°C,
8:2]

AccV  SpotMagn WD 1 50um

150KV 40 500x 145 Lip_43

Lip_34

[85 bar, 40°C,
9:1]

AccV  SpotMagn WD ———— 50pm AccV SpotMagn WD
150kV 5.0 600x 146 Lip 34 150KV 6.0 1000x 145 Lip 34

Lip_32

[90 bar, 35°C,
9:1]

AccV  SpotMagn WD F————— 50um A Spot M WD F——— 20ym

o g eV Spot Magn ¥
150KV 50 500x 145 Lip_32 15.0kv 5.0 1000x 145 Lip_82

Zusitzlich zu den REM-Aufnahmen der proliposomalen Zubereitungen, also der
Pulverproben, wurden Lichtmikroskop-Aufnahmen der solvatisierten
Zubereitungen aufgenommen. In Abb. 4.38 sind Aufnahmen von Lip_32
(PL 100H) und Lip_20 (PL 90H) gezeigt, wobei diese Proben jeweils bei 60°C
im Puffermedium solvatisiert wurden. Auf den Bildern sind die entstandenen
Liposomen (Pfeile), anhand ihrer Membran gut zu erkennen. Noch deutlicher

wird das Bild durch den Einsatz von polarisiertem Licht, wodurch die
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Membranen im Gegensatz zum iibrigen Bild heller erscheinen und die fiir

Liposomen typische Kleeblattstruktur beobachtet werden konnte.

Abb. 4.38:  Lichtmikroskopische Aufnahmen bei 790-facher VergroBerung solvatisierter
proliposomaler Zubereitungen: (A) und (B) Lip_32; (C) Lip_20 (links: normale

Ansicht; rechts: Ansicht im polarisierten Licht).

Im Bild C (Lip_20) ist zusitzlich zu den entstandenen Liposomen ein groBeres

Bruchstiick erkennbar, wobei es sich hier um einen noch nicht vollstindig
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solvatisierten Bestandteil der Rezeptur handeln wird. Auf die Darstellung
weiterer Aufnahmen wurde in diesem Fall verzichtet, da sich die einzelnen
solvatisierten Proben kaum voneinander unterschieden.

Im Allgemeinen wird durch diese Aufnahmen deutlich, dass durch die
Solvatisierung 1m Puffermedium aus den proliposomalen Zubereitungen
Liposomen entstethen konnen und diese somit eine Alternative zu z.B.

gefriergetrockneten Liposomensuspensionen darstellen.

4.3.3.4 Rédntgenuntersuchungen

Die Rontgenuntersuchungen der proliposomalen Zubereitungen wurden, wie
bereits in Kapitel 3.2.3 beschrieben, durchgefiihrt. Zusitzlich zur Bestimmung
der einzelnen proliposomalen Zubereitungen wurden mit dem PL 90H und dem
PL 100H physikalische Mischungen mit einer Zusammensetzung von 8:2

hergestellt und mit den tibrigen Rontgendiffraktogrammen verglichen.

100 0o s S — e e —
ST — e e . —

i~

Relative Intensity (%)

50 10.0 15.0 200 250 300 350 40.0 450 2Theta

Abb. 4.39:  Rontgendiffraktogramm einer physikalischen Mischung mit PL 90H,

Cholesterol und Budesonid (Zusammensetzung 8:2).
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In Abb. 4.40 sind die einzelnen RoOntgendiffraktogramme der PL 90H
Zubereitungen dargestellt. Im Vergleich zur physikalischen Mischung der
einzelnen Bestandteile (Abb. 4.39) zeigt sich bei allen Diffraktogrammen ein
Verlust von Kristallinitét. Einzig die Proben Lip_44, _18 und _24 (alle bei 45°C
hergestellt) zeigen vereinzelte Peaks in einem Bereich von 20° - 25° 2Theta,
wobei diese Peaks dem PL 90H zugeordnet werden konnten. Der Bereich von
15° - 18° 2Theta, der das Budesonid reprisentiert, konnte dabei in keinem der

Diffraktogramme in Abb. 4.40 wieder gefunden werden.

Intensitat

5 10 15 20 25 30 35 40 45 2Theta

Abb. 4.40:  Rontgendiffraktogramme der einzelnen PL 90H Zubereitungen; von unten
aufsteigend: Lip_44, _45, _46, _17, _18, _24, _47,_22, 20.
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1000 s S e s e ——

Relative Intensity (%)

5.0 10.0 15.0 200 250 30.0 35.0 40.0 450 2Theta

Abb. 4.41:  Rontgendiffraktogramm einer physikalischen Mischung mit PL 100H,

Cholesterol und Budesonid (Zusammensetzung 8:2).

Fiir die Zubereitungen mit PL 100H wurden die in Abb. 4.42 dargestellten
Rontgendiffraktogramme erhalten. Auffillig in dieser Abbildung sind die
Diffraktogramme der Proben Lip_40 (85 bar/45°C), _41 (90 bar/40°C) und
_36 (90 bar/45°C), wobei in diesen Fillen ebenfalls eine deutlich hohere
Kristallinitit als bei den iibrigen Proben zu erkennen ist. Es zeigt sich, dass diese
Diffraktogramme eine Ahnlichkeit zu dem der physikalischen Mischung (Abb.
4.41) aufweisen. Dabei konnten jeweils die Peaks zwischen 20° und 25° 2Theta,
die in den Diffraktogrammen der proliposomalen Zubereitungen sehr auffillig
erscheinen, dem PL 100H zugeordnet werden. Der Bereich von ca. 15° bis
18° 2Theta, der bei der physikalischen Mischung ebenfalls sehr ausgeprigt ist
und das Budesonid représentiert, findet sich allerdings nicht bei den
Diffraktogrammen der proliposomalen Zubereitungen wieder. Auch in diesen

Rezepturen sind somit keine diskreten Budesonid-Peaks mehr zu erkennen.
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Abb. 4.42:  Rontgendiffraktogramme der einzelnen PL 100H Zubereitungen; von unten
aufsteigend: Lip_40, _41, _42, 28, 30, _36, _43, 34, _32.

Es ist daher davon auszugehen, dass die beobachtete erhohte Kristallinitdt durch
das PL 100H verursacht wird. Betrachtet man parallel dazu die
Herstellungsparameter (siche auch Kapitel 4.3.2) dieser auffilligen Proben, so
wird deutlich, dass dieses Phdnomen auch in diesem Fall bevorzugt bei einer
Herstellungstemperatur von 45°C auftritt. Eine Ausnahme bildet dabei die Probe

Lip_41, welche bei 90 bar und 40°C hergestellt wurde. Allerdings zeigte sich,
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dass gerade bei hoheren Temperaturen und einer Kombination aus hohem Druck
und Temperatur eine solche Veridnderung resultiert.

Trotz der erhohten Kristallinitdt, die sowohl bei einigen Zubereitungen des
PL 90H, als auch des PL 100H zu finden ist, scheint in jedem Fall das
Budesonid in den einzelnen Zubereitungen verkapselt vorzuliegen, da die Peaks
des Budesonids in keinem der Diffraktogramme mehr zu erkennen sind. Somit
besteht ein weiterer Vorteil in der Herstellung dieser proliposomalen
Zubereitungen mit iiberkritischem Kohlendioxid in der direkten Verkapselung

des Wirkstoffes durch die Lipidzusammensetzung.

4.3.3.5 Einschlusseffizienz

Die Ermittlung der Einschlusseffizienzen wurde entsprechend der Beschreibung
in Kapitel 3.2.9 durchgefiihrt, wobei die einzelnen proliposomalen
Zubereitungen, wie bei der Bestimmung der PartikelgroBenverteilung, sowohl
be1 60°C, als auch bei 37°C 1im Puffermedium solvatisiert wurden.

In Tab. 4.21 sind die Ergebnisse dieser Bestimmung fiir die PL 90H
Zubereitungen dargestellt. Dabei konnten durch die Solvatisierung bei 60°C
Werte zwischen 62,2 % (Lip_45) und 96,4 % (Lip_24) ermittelt werden. Ein
dhnliches Ergebnis zeigte sich auch nach der Solvatisierung bei 37°C, wobei

hier Werte zwischen 28,3 % (Lip_22) und 87,4 % (Lip_24) erreicht wurden.

Tab. 4.21: Ergebnisse der Bestimmung der Einschlusseffizienzen [%] fiir die PL 90H

Zubereitungen.

Chargen- Einschlusseffizienz bei | Einschlusseffizienz bei
nummer 60°C [% Budesonid] 37°C [% Budesonid]
Lip_44 72,4 (£5,9) 47,0 (£3,3)
Lip_45 62,2 (+9,7) 50,1 (£2,8)
Lip_46 69,0 (£12,4) 67,5 (4,0)
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Chargen- Einschlusseffizienz bei | Einschlusseffizienz bei
nummer 60°C [% Budesonid] 37°C [% Budesonid]
Lip_17 88,9 (#4,9) 82,6 (+4,1)
Lip_18 87,6 (4,9) 81,3 (x12,4)
Lip_24 96,4 (£9,7) 87,4 (£9,0)
Lip_47 79,9 (#9.5) 63,3 (£3,7)
Lip_22 84,1 (£5,5) 28,3 (+6,3)
Lip_20 80,3 (£1,5) 77,1 (£21,2)

Wie schon bei der Bestimmung der PartikelgroBenverteilung zeigten auch hier

die Prozessparameter Druck und Temperatur des ASES-Prozesses keinen

Einfluss auf die Einschlusseffizienz (hier nicht dargestellt).
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Abb. 4.43:  Scatterplots der Einschlusseffizienzen nach der Solvatisierung bei 60°C (links)

und 37°C (rechts) der PL 90H Zubereitungen gegen die Zusammensetzung
2=28:2]. Die

[0=10:0; 1=09:1;

gestrichelten Linien stellen die

Regressionsbander mit einem Konfidenzintervall von 95 % dar.

Dagegen konnte durch die Erhohung des

Cholesterol-Anteils in den

Zubereitungen tendenziell eine Erhohung der Einschlusseffizienz nach der

Solvatisierung bei 60°C, sowie bei 37°C beobachtet werden (Abb. 4.43). Auch
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in diesem Fall scheint durch einen erhohten Cholesterol-Anteil eine
Verbesserung der Solvatisierung der Zubereitungen zu resultieren. Durch diesen
erhohten Anteil scheint wiederum eine gleichméBigere Liposomenbildung
moglich zu sein, wodurch gleichzeitig das Budesonid besser in die
Lipiddoppelschichten eingebaut werden kann.

Die Einschlusseffizienzen fiir die Zubereitungen mit PL 100H als
Hauptbestanteil zeigen @hnlich hohe Werte wie bei der Verwendung von
PL 90H (Tab. 4.22). So konnten nach der Solvatisierung bei 60°C Werte
zwischen 44,2 % (Lip_32) und 104,7 % (Lip_28) erreicht werden. Die
Solvatisierung bei 37°C zeigte Werte zwischen 50,7 % (Lip_43) und 90,6 %
(Lip_36). Eine Tendenz in Bezug auf den Druck und die Temperatur des ASES-
Prozesses konnte auch in diesem Fall nicht ermittelt werden. Auch die
unterschiedlichen Zusammensetzungen der Zubereitungen zeigten in diesem
Fall keine eindeutige Tendenz in Bezug auf die Einschlusseffizienz (Scatterplots
hier nicht dargestellt). Allgemein ist zu erkennen, dass die Werte fiir die
Einschlusseffizienzen unter Verwendung des PL 100H in einem engeren
Bereich liegen, als bei Verwendung des PL 90H, was hier die Auswertung

erschwerte.

Tab. 4.22: Ergebnisse der Bestimmung der Einschlusseffizienzen [%] fiir die PL 100H

Zubereitungen.
Chargen- Einschlusseffizienz bei | Einschlusseffizienz bei
nummer 60°C [% Budesonid] 37°C [% Budesonid]
Lip_40 81,3 (£3.4) 63,4 (x10,4)
Lip_41 75,9 (£3.8) 58,9 (#10,8)
Lip_42 80,9 (£12,6) 55,0 (¢1,0)
Lip_28 104,7 (x19,4) 87,9 (¢10,2)
Lip_30 87,7 (x10,8) 89,4 (+7,6)
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Chargen- Einschlusseffizienz bei | Einschlusseffizienz bei
nummer 60°C [% Budesonid] 37°C [% Budesonid]
Lip_36 86,0 (+4,6) 90,6 (£8.,6)
Lip_43 67,6 (+5,0) 50,7 (£13,7)
Lip_34 85,0 (£5,2) 70,1 (£8,0)
Lip_32 442 (£7,9) 79,2 (£2,3)

Alle hier untersuchten Liposomen zeigten akzeptable Werte in Bezug auf den

Einschluss des Budesonids. Dabei konnte bei vielen Proben ein Wirkstoffgehalt

von > 80 % Budesonid ermittelt werden.
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Vergleich der Einschlusseffizienzen [%] nach der Solvatisierung bei 60°C

In Abb. 4.44 und Abb. 4.45 sind im Vergleich die Einschlusseffizienzen der

einzelnen Proben unter Verwendung von PL 90H und PL 100H bei den
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verschiedenen Solvatisierungstemperaturen dargestellt. Die Abbildungen zeigen,
dass im Allgemeinen nach der Solvatisierung bei 60°C hohere Werte erreicht

werden konnten, als bei der Verwendung von 37°C.
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Abb. 4.45:  Vergleich der Einschlusseffizienzen [%] nach der Solvatisierung bei 37°C
unter Verwendung von PL 90H und PL 100H.

Dies zeigt, dass durch das Uberschreiten der Phaseninversionstemperatur (hier
54°C fiir PL 90H und PL 100H) und dem damit verbundenem Ubergang der
Phosphatidylcholine in die fliissigkristalline Phase die Einschlusseffizienz
positiv beeinflusst werden kann. Durch die Fluiditit der Lipiddoppelschichten
bei dieser Temperatur wird der Einschluss des Budesonids erleichtert. Die
Solvatisierung der proliposomalen Zubereitungen bei 60°C ist somit zu
bevorzugen. Die Verwendung verschiedener Phosphatidylcholine dagegen

spielte hier nur eine untergeordnete Rolle.
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4.3.3.6 Freisetzungsuntersuchungen

Um einen Eindruck davon zu erlangen, auf welche Weise die proliposomalen
Zubereitungen ihren Wirkstoff iiber eine ldngere Zeit abgeben, wurden diese
iiber einen Zeitraum von 48 Stunden mit Hilfe einer Durchflusszelle (siehe auch
Kapitel 3.2.10) freigesetzt. Dazu wurden ca.150 mg der jeweiligen
Zubereitungen eingewogen und in die Freisetzungszelle iiberfiihrt. Bei dem fiir
diese Priifung verwendeten Puffer handelte es sich um das physiologische
Puffermedium pH 7,2 (Ph. Eur. 5, 2005), das mit einer Flussrate von ca.
8 ml/min durch die Zellen gepumpt wurde. In Abb. 4.46 sind die verschiedenen
Freisetzungskurven fiir die PL 90H Zubereitungen dargestellt, wobei es sich
dabei jeweils um proliposomale Zubereitungen mit einer Zusammensetzung von
10:0 (Lip_17), 9:1 (Lip_21) und 8:1 (Lip_06) handelte. Als Vergleichsprobe
diente eine physikalische Mischung mit einer Zusammensetzung von 8:2

(PL 90H Mix), die parallel zu den iibrigen Proben freigesetzt wurde.
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Abb. 4.46:  Freigesetzte Menge Budesonid [%] gegen die Zeit verschiedener
Zubereitungen und einer physikalischen Mischung auf Basis von PL 90H.
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Anhand der Freisetzungskurven wird die verzogerte Freisetzung der
proliposomalen Zubereitungen deutlich. Nach insgesamt 48 Stunden konnten
aus Lip_17 ca. 44,3 %, aus Lip_21 ca. 37,5 % und aus Lip_06 ca. 57,2 % an
Budesonid freigesetzt werden. Mit der Vergleichsprobe dagegen konnte eine
freigesetzte Menge an Budesonid von ca. 83,4 % erreicht werden. Dabei
unterscheiden sich die Freisetzungskurven der einzelnen proliposomalen
Zubereitungen nur wenig voneinander. Einzig die Probe Lip_06, mit der eine
freigesetzte Menge von ca. 57,2 % nach insgesamt 48 Stunden erreicht werden
konnte, sticht etwas hervor. Die stark verzogerte Freisetzung der einzelnen
Proben scheint in diesem Fall auf der Tatsache zu beruhen, dass die gebildeten
Liposomen multilammelare Systeme bilden, die den Wirkstoff nur sehr langsam
freigeben. Zu erkennen ist weiterhin, dass nach einer anfinglichen nicht-linearen
Phase, die bis etwa zur 6. Stunde andauert, die Freisetzung in eine lineare Phase
libergeht.

Es ist wahrscheinlich, dass die Bildung von Liposomen bis zu diesem Ubergang
in die lineare Phase andauert und somit vorher nicht eingeschlossenes
Budesonid freigesetzt wird. Durch die Bildung der Lipiddoppelmembranen und
dem Einschluss des Budesonids in diese, kann im Anschluss das Budesonid aus
diesen Membranen konstant iiber die Zeit freigesetzt werden.

Eine Ausnahme bildet hier das Lip_06, bei der die Freisetzung von Anfang an
nahezu linear (Bestimmtheitsmal} R’ = 0,9936) verlauft. Die Tatsache, dass mit
Lip_06 (Probe mit dem hochsten Cholesterol-Anteil) die hochste freigesetzte
Menge an Budesonid nach 48 Stunden erreicht und dazu ein nahezu linearer
Freisetzungsverlauf beobachtet werden konnte, ldsst darauf schlieBen, dass
durch den erhohten Cholesterol-Anteil die Bildung von einheitlichen Liposomen
beschleunigt abliuft.

Auffillig weiterhin ist das Freisetzungsverhalten der physikalischen Mischung
gegeniiber den Zubereitungen aus dem ASES-Prozess. Insgesamt konnten aus

dieser im Vergleich zu den ASES-Produkten ca. 25 % mehr Budesonid
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freigesetzt werden, allerdings scheint auch hier die Bildung von einheitlichen
Liposomen wesentlich langsamer abzulaufen, als noch bei den proliposomalen
Zubereitungen. Dies zeigt nicht zuletzt auch die Zweiteilung der Freisetzung in
eine nicht-lineare und eine lineare Phase, die auch schon bei den proliposomalen

Zusammensetzungen mit niedrigem und keinem Cholesterol-Anteil auftrat.
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Abb. 4.47:  Freigesetzte Menge Budesonid [%] gegen die Zeit verschiedener
Zubereitungen und einer physikalischen Mischung auf Basis von PL 100H.

Die Ergebnisse des Freisetzungsverhaltens fiir die Zubereitungen auf der Basis
des PL 100H sind in Abb. 4.47 dargestellt. Auch in diesem Fall wurden drei
Zubereitungen verschiedener Zusammensetzungen ausgewdhlt und parallel dazu
eine physikalische Mischung freigesetzt. Dabei konnten bei einer
Zusammensetzung von 10:0 (Lip_28) ca. 50,9 %, von 9:1 (Lip_33) ca. 45,2 %
und von 8:2 (Lip_38) ca. 57,8 % des Budesonid freigesetzt werden. Dagegen
wurde mit der physikalischen Mischung, einer Zusammensetzung von 8:2 (PL

100H Mix), eine freigesetzte Menge an Budesonid von ca. 77,5 % erreicht.
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Deutlich wird auch hier, dass bei der Zusammensetzung mit dem hochsten
Cholesterol-Anteil (Lip_38) die Freisetzung nahezu linear verlduft
(Bestimmtheitsmal} R2=0,9854). Je niedriger der Cholesterol-Anteil, desto
mehr zeigt sich auch hier die Zweiteilung der Freisetzung in eine nicht-lineare
und eine lineare Phase. Allerdings trifft dieses Verhalten, ebenso wie beim
PL 90H, nicht auf die physikalische Mischung zu. Auch in diesem Fall zeigt
sich die Zweiteilung der Freisetzung, was wiederum auf die verlangsamte
Liposomenbildung schlie3en lidsst.

Allgemein konnte somit bei den proliposomalen Zubereitungen aus dem ASES-
Prozess eine stark verzogerte Freisetzung beobachtet werden, die durch die
Bildung der Liposomen zu erkldren ist. Bei den Freisetzungen aus den
physikalischen Mischungen kam es zwar ebenfalls zu einer verzogerten
Freisetzung, allerdings scheint dabei die Bildung der Liposomen sehr viel
langsamer zu verlaufen als bei den Proben aus dem ASES-Prozess. Somit
resultiert mit den proliposomalen Zubereitungen aus dem ASES-Prozess ein
System, was durch Solvatisierung sehr schnell zu Liposomen umwandelbar ist
und damit eine Alternative zu konventionell hergestellten und getrockneten

Liposomen darstellt.

4.3.3.7 Stabilitdtsuntersuchungen

Fiir die Stabilititsuntersuchungen wurden fiir die Zubereitungen auf Basis von
PL90H und PL 100H jeweils Proben verschiedener Zusammensetzungen
ausgewdhlt und anschlieBend bei Raumtemperatur und 75 % relativer Feuchte in
einem Exsikkator fiir 7 Tage eingelagert. Die Bestimmung der
Einschlusseffizienz fand dabei am Tag 0, Tag 2 und am Tag 7 statt und wurde
wie in Kapitel 3.2.9 beschrieben nach der Solvatisierung bei 60°C durchgefiihrt.
In Abb. 4.48 sind die Ergebnisse der Einschlusseffizienzen fiir die jeweiligen
Zeitpunkte der verschiedenen PL 90H Zubereitungen dargestellt. Allgemein ist

zu erkennen, dass mit zunehmender Lagerung eine Abnahme der
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Einschlusseffizienz stattfindet, auch wenn anfinglich bei einigen Proben an Tag
2 hohere Einschlusseffizienzen ermittelt wurden. Ein dhnliches Bild zeigen auch
die Zubereitungen auf Basis von PL 100H in Abb. 4.49. Allerdings ist die
Tendenz der Abnahme der Einschlusseffizienz mit zunehmender Lagerung bei
Raumtemperatur und 75 % relativer Feuchte etwas deutlicher ausgeprigt.

Daher stellt die Lagerung der proliposomalen Zubereitungen einen wichtigen

Faktor dar, der in Hinblick auf die Einschlusseffizienz beachtet werden sollte.
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ADbD. 4.48: Ergebnisse der  Einschlusseffizienz [%] verschiedener  PL 90H

Zusammensetzungen nach Einlagerung bei Raumtemperatur und 75 % relativer

Feuchte fiir 7 Tage.
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Abb. 4.49:  Ergebnisse der  Einschlusseffizienz  [%]  verschiedener = PL 100H
Zusammensetzungen nach Einlagerung bei Raumtemperatur und 75 % relativer

Feuchte fiir 7 Tage.

4.3.4 Zusammenfassung

Die Ergebnisse zeigen, dass die Herstellung proliposomaler Zubereitungen mit
tiberkritischem Kohlendioxid im ASES-Prozess prinzipiell moglich ist, wobei
die Phaseninversionstemperatur der verwendeten Lecithine fiir die Verarbeitung
im iiberkritischen Kohlendioxid eine grof3e Rolle spielt. Weiterhin fithrten auch
die Prozesstemperatur und die Zusammensetzung der Zubereitungen zu einer
Beeinflussung der Verarbeitung, woraus ersichtlich wird, dass der Prozess dem
jeweiligen Produkt angepasst werden muss.

Ein Vorteil solcher pulverformigen proliposomalen Zubereitungen zeigt die gute
Weiterverarbeitung zu Liposomen. So fiihrte die Solvatisierung dieser
Zubereitungen im Puffermedium bei Temperaturen oberhalb, aber auch
unterhalb der Phaseninversionstemperatur zu hohen Werten der Einschluss-

effizienz des verwendeten Budesonids, unter der Bildung von akzeptablen

132



Zusammenfassung

PartikelgroBen der entstandenen Liposomen. In diesem Fall spielt die
Beeinflussung durch die Prozessparameter des ASES-Prozesses nur noch eine
untergeordnete Rolle und es konnte gezeigt werden, dass die Zusammensetzung
der Zubereitungen einen entscheidenden Einfluss auf diese Ergebnisse ausiibt.
So konnte in fast jedem Fall ein positiver Einfluss durch die Erhohung des
Cholesterol-Anteils in den Zubereitungen ermittelt werden.

Die Untersuchungen des Freigabeverhaltens des Wirkstoffes der verschiedenen
Zubereitungen, bzw. der daraus entstandenen Liposomen zeigten, dass hier eine
stark verzogerte Freisetzung durch die Liposomen erzielt werden konnte.
Dadurch konnte letztendlich die Bildung der Liposomen aus den proliposomalen
Zubereitungen bestitigt werden.

Die Anwendungsmoglichkeiten solcher mit dem ASES-Prozess hergestellten
Partikel erscheinen vielfiltig. So konnen sie nach der Rekonstitution zum
Beispiel inhalativ iiber Vernebler eingesetzt werden. Weiterhin besteht die
Moglichkeit einer Nutzung der Depotwirkung durch subkutane Anwendung und
nicht zuletzt konnen diese Partikel zur parenteralen Applikation mit dem

Wunsch einer verzogerten Wirkstofffreisetzung dienen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG DER ARBEIT

Die Mikronisation von Arzneistoffen stellt einen wichtigen Schritt dar, um diese
fiir die inhalativen Anwendung zu nutzen. Dabei sollte ein MMAD von 1 - 5 um
zwingend eingehalten werden. Mittlerweile erlangt die Mikronisation mit
uberkritischem Kohlendioxid als Alternative zu den Standardverfahren immer
mehr Aufmerksamkeit, da viele Nachteile der sonst iiblichen Mikronisations-
verfahren mit dieser Methode ausgerdumt werden konnen. Das Prinzip des in
dieser Arbeit verwendeten ASES-Prozesses besteht dabei darin, dass eine
Substanzlésung in die iiberkritische Gasphase eingespritht wird und wihrend
dieses Vorgangs die jeweilige Substanz spontan prizipitiert. Eine zwingende
Vorraussetzung hierbei ist, dass das Losungsmittel, im Gegensatz zur fillenden
Substanz, im iiberkritischen Kohlendioxid 16slich sein muss.

Ziel dieser Arbeit war es zum einen das Kristallisationsverhalten des
Wirkstoffes Budesonid im {iiberkritischen Kohlendioxid durch Veridnderung
verschiedener Prozessparameter zu ermitteln. Dabei zeigte sich, dass der
Kristallisationsprozess sehr robust abliuft und Anderungen der Produkt- und
CO,-Flussrate kaum einen direkten Einfluss auf die entstandenen Mikropartikel
ausiibten. Im Vergleich zu gemahlenen Budesonid-Mikropartikeln wurden zwar
mit dem ASES-Prozess insgesamt hohere Werte der Partikelgrofen erreicht,
allerdings zeigten sich deutlich bessere Ergebnisse in Bezug auf die
Untersuchungen zur FPF (47,9 % ASES-Produkt gegeniiber 29,0 % Jet-Mill
Produkt). Weiterhin wurde bei allen ASES-Produkten eine deutlich geringere
dispersive Oberflichenenergie ermittelt, was sich auch durch das fast
vollstindige Fehlen von elektrostatischen Wechselwirkungen zeigte.
Letztendlich fiihrte die Mikronisation von Budesonid im ASES-Prozess zu
Mikropartikeln, die sehr gut weiterverarbeitbar und dem gemahlenen Produkt, in

Hinblick auf die aerodynamischen Eigenschaften, deutlich iiberlegen waren.
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Zum anderen sollte die Moglichkeit der Mikronisation von Formoterol in
tiberkritischem Kohlendioxid mit dem ASES-Prozess untersucht werden. Zu
diesem Zweck wurden die Prozessparameter Druck und Temperatur iiber einen
weiten Bereich variiert, sowie verschiedene Losungsmittel zur Fillung
verwendet. Weiterhin sollte der Einfluss eines Zusatzes, in diesem Fall DPPC,
zur Arzneistofflosung untersucht werden. Dabei kam es in jedem Fall zur
Bildung von Formoterol-Mikropartikeln, die eine ausgeprigte Amorphie
aufwiesen, sich jedoch bei entsprechender Lagerung wieder in das Formoterol-
Dihydrat rekristallisieren lieBen. Diese Ergebnisse zeigen, dass durch den
ASES-Prozess weder eine Polymorphie, noch eine Pseudopolymorphie fiir das
Formoterol beobachtet werden konnte. Ferner wurden durch die Fillung des
Formoterol im iiberkritischen Kohlendioxid sehr kleine Partikelgroen (kleinster
Xso-Wert 0,85um) erhalten, worauthin sich ebenfalls Untersuchungen zu den
aerodynamischen Eigenschaften der entstandenen Mikropartikel anschlossen.
Dabei resultierten FPF-Werte von bis zu 29 %, was darauf schlieen lasst, dass
auch hier durch den ASES-Prozess Mikropartikel hergestellt werden konnten,
die durchaus fiir die inhalative Anwendung geeignet erscheinen.

Einen weiteren Aspekt dieser Arbeit stellte die Entwicklung pulverformiger
proliposomaler Zubereitungen mit dem ASES-Prozess dar. Auch in diesem Fall
sollte dabei das ASES-Verfahren als eine Alternative zu den iiblichen
Herstellungsverfahren fiir Liposomen dienen. Die Uberlegung mit diesem
Verfahren in einem Schritt pulverférmige Zubereitungen zu erhalten, die nach
einer anschlieBenden Solvatisierung Liposomen bilden, stand dabei im
Vordergrund der folgenden Untersuchungen. Zu diesem Zweck wurden
verschiedene Zusammensetzungen aus Lecithin, Cholesterol und Budesonid im
tiberkritischen Kohlendioxid gefillt und dabei Lipid-Mikropartikel erhalten, die
in einem zweiten Schritt durch Solvatisierung im Puffermedium Liposomen
bildeten. Die Untersuchung der physikochemischen FEigenschaften dieser

Zubereitungen zeigten, dass durch die Solvatisierung bei 60°C verschiedene
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Zusammenfassung der Arbeit

PartikelgroBen, je nach verwendetem Lecithin, Zusammensetzung und
Prozessparametern erreicht werden konnten, wobei kleinste Xs,-Werte von ca.
5 um resultierten. Eine Reduktion der Solvatisierungstemperatur auf 37°C fiihrte
dagegen zu durchschnittlich groeren Xso-Werten der einzelnen Zubereitungen,
was auf die schlechtere Bildung von Liposomen unterhalb der
Phaseninversionstemperatur schliefen lidsst. Die Uberpriifung der Einschluss-
effizienz des Budesonids lieferte in jedem Fall sehr hohe und je nach
Zusammensetzung und Versuchsparametern unterschiedliche Werte (44,2 % -
104,7 %). Dabei zeigte sich, wie auch schon bei der PartikelgroBe, dass die
Parameter Druck und Temperatur lediglich einen geringen Effekt ausiiben und
ein Haupteinfluss durch die verschiedenen Cholesterol-Anteile der einzelnen
Zusammensetzungen verursacht wurde. Je hoher dieser dabei war, desto
positiver wirkte sich dies auf die Ergebnisse der jeweiligen Untersuchungen aus.
Letztendlich konnte durch das Freigabeverhalten des Budesonids aus den
solvatisierten proliposomalen Zubereitungen die Bildung von Liposomen
bestitigt werden. Dies zeigt die starke Verzogerung der Freisetzung des
Wirkstoffes, die auf die Bildung der Lipiddoppelmembranen und der
anschlieBenden Freisetzung des Wirkstoffes aus diesen erklidrt werden kann.
Somit zeigt sich mit den proliposomalen Zubereitungen aus dem ASES-Prozess
ein System, was durch Solvatisierung sehr schnell zu Liposomen umwandelbar
ist und damit eine Alternative zu konventionell hergestellten und getrockneten

Liposomen darstellt.
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6 ABSTRACT (ENGLISH VERSION)

The micronisation of drugs represents an important process during development
of drug products for pulmonary delivery. One of the major prerequisites for a
successful pulmonary drug application is a suitable particle size of the drug with
a mass median aerodynamic diameter (MMAD) in the range of 1-5 pm.
Meanwhile the micronisation of drugs with supercritical carbon dioxide is an
attractive alternative to conventional methods due to the reason that a lot of
disadvantages of these standard methods could be eliminated. The Aerosol
Solvent Extraction System (ASES) used in this study is based on the principle
that a drug which is insoluble in supercritical carbon dioxide is precipitated from
an organic solution that is sprayed into the supercritical gas phase.

The aim of this study on the one hand was to evaluate the micronisation of
budesonide at various process conditions in the ASES-process. Thereby the
obtained results show that the varied parameters CO, flow rate and solution feed
rate did hardly influence the micronisation process. In contrast to a jet-milled
budesonide batch the ASES produced microparticles showed increasing volume
mean diameters; however with respect to the fine particle fraction better results
were obtained with the ASES-products (47.9 % ASES-product compared to
29.0 % jet-milled product). Furthermore, the determination of the dispersive
surface energy shows decreasing results for the ASES-batches compared to the
jet-milled product which was also shown by the nearly complete absence of
electrostatical interactions. Finally, the micronisation of budesonide with
supercritical carbon dioxide leads to microparticles which were suitable for
subsequent processing and show improved aerodynamic properties in contrast to
a milled product.

On the other hand the feasibility of the micronisation of formoterol with
supercritical carbon dioxide in the ASES-process was investigated. For these

purposes the process parameters pressure and temperature in the ASES-process
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were varied as well as the drug solvents. Furthermore, the influence of DPPC as
an additive of the drug solution was tested. In all cases amorphous formoterol
microparticles were obtained after the precipitation in the supercritical gas phase
which shows a recrystallisation into the formoterol-dihydrate after appropriate
storage. However, a polymorphism or pseudopolymorphism was not observed.
Also low volume mean diameters for the precipitated formoterol batches were
determined (lowest d50% 0.85 um) whereupon the aerodynamic behaviour of
the batches has been evaluated. These results show a maximum fine particle
fraction of 29 % which demonstrates the suitability of the ASES processed
formoterol microparticles for pulmonary delivery.

Another aspect of this work was the development of liposomes in a dry
reconstitutable form. Also in this case the ASES-process should act as an
alternative to the standard liposome preparation methods. For these purposes
different compositions consisting of lecithin, cholesterol and budesonide were
precipitated under various conditions in supercritical carbon dioxide. Thereby
lipid microparticles were formed which could be reconstituted to liposomes in a
second step. After reconstitution at 60°C different volume mean diameters could
be obtained depending on the quality of the used lecithin, batch composition and
process parameters of the ASES-process. The lowest volume mean diameter
obtained was 5 um. In contrast, a reduction of the reconstitution temperature to
37°C leads to an increased volume mean diameter which shows a reduced
formation of liposomes from the dry form. The determination of the entrapment
efficacy of the budesonide indicates in all cases, depending on the batch
composition and the process parameters, satisfactory results (44.2 % - 104.7 %).
Similar to the results of the particle size analysis the process parameters pressure
and temperature hardly influence the results. It was found that an increasing
cholesterol to lecithin ratio leads to the best results in particle size analysis and
entrapment efficacy. Finally the dissolution tests of the reconstituted dry lipid

microparticles demonstrate the formation of liposomes and a sustained release of
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the budesonide which appears to be depending on the formation of lipid
bilayers. As a consequence these reconstitutable dry lipid microparticles
produced with the ASES-process represent a promising alternative to
conventional produced liposomes.

In summary, the ASES-process using supercritical carbon dioxide was found to
be a suitable method for the micronisation of drug substances with improved
physico-chemical properties, e.g. reduced surface energy and improved
flowability. Both, lipophilic and hydrophilic compounds were shown to be
candidates for this process. The processing of lecithin and cholesterol led to dry
pre-liposomes that were shown to be reconstitutable with high drug entrapment

efficacy and sustained drug release.
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7 ANHANG

7.1 Abklrzungen und Symbole

ASES Aerosol Solvent Extraction System
Bud Budesonid

CAN-BD CO2-Assisted Nebulization Bubble-Dryer
CO, Kohlendioxid

G, kritischer Punkt

DD Delivered Dose

DMSO Dimethylsulfoxid

DPI Dry Powder Inhaler

DSC Differential Scanning Calorimetrie
DVS Dynamic Vapour Sorption

FID Flammenionisationsdetektor

Form Formoterol

FPD Fine Particle Dose

FPF Fine Particle Fraction

GAS Gas Anti-Solvent Kristallisation

GC Gas Chromatographie

HPLC High Pressure Liquid Chromatographie
1GC Inverser Gas Chromatograph

LUV Large Unilamellar Vesicles

MDI Metered Dose Inhaler

MeOH Methanol

MLV Multilamellar Large Vesicles
MMAD Mass Median Aerodynamic Diameter
MSLI Multi Stage Liquid Impinger
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Pc
PGSS

Ph. Eur.
PL 90H
PL 100h

Q
qx(x)
Q:r (x)
REM
RES
RESS
SD
SEDS
SUV

kritischer Druck

Particles from Gas - Saturated Solutions
Pharmacopoea Europaea

Phospholipon 90 H

Phospholipon 100 H

Flussrate

Verteilungsdichtefunktion der Teilchengrofe x
Verteilungssummenfunktion der Teilchengrof3e x
Raster Elektronen Mikroskop
Retikuloendotheliales System

Rapid Expansion of Supercritical Solutions
Standard Deviation

Solution Enhanced Dispersion by Supercritical Fluids
Small Unilamellar Vesicles

kritische Temperatur

Tripelpunkt

Wirmeleitfihigkeitsdetektor

United States Pharmacopeia

World Health Organisation
Partikeldurchmesser fiir 10 % des Kontingents
Partikeldurchmesser fiir 50 % des Kontingents

Partikeldurchmesser fiir 90 % des Kontingents
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