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Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung

Um einen Arzneistoff sicher und reproduzierbar zur Wirkung zu bringen,
muss er in ausreichendem Ausmalf und Schnelligkeit absorbiert werden
konnen. Dazu ist es notwendig, dass er zunachst in Losung gebracht
wird, was aufgrund der Schwerloslichkeit vieler neuer Arzneistoffe eine
grole Herausforderung fir die Galenik darstellt. Klassischerweise
werden  fur die  Formulierung  schwerlGslicher  Substanzen
Iosungsvermittelnde Zusatze verwendet oder es wird die Partikelgrofie
verringert, um zumindest die Losungsgeschwindigkeit zu verbessern. Ein
moderner Formulierungsansatz ist die Herstellung von
Nanosuspensionen, in denen der Wirkstoff nanopartikular verteilt
vorliegt. Das hat den Vorteil, dass zum einen durch die grol3e
Partikeloberflache eine hohe Losungsgeschwindigkeit erreicht wird, zum
anderen wird so auch eine Erhohung der Sattigungsloslichkeit der
Substanz erreicht. Daruber hinaus haben Nanosuspensionen den
Vorteil, dass sie nicht sedimentieren und daher eine gute physikalische
Stabilitat  aufweisen. Nanosuspensionen  werden im  nicht-
pharmazeutischen Bereich bereits vielfaltig eingesetzt, die Bandbreite
der Produkte reicht von Pflanzenschutzmitteln uber
Nahrungsmittelzuschlagsstoffe bis hin zu Lacken und Farben, Pigmenten
und Reinigungsmitteln. Nanosuspensionen konnen sowohl peroral als
auch pulmonal appliziert werden und erscheinen erfolgversprechend fir
den Einsatz im Rahmen klinischer Prufungen und Dosisfindungsstudien.
Betrachtet man die pulmonale Gabe, so haben Nanosuspensionen den
Vorteil, dass viele kleine Wirkstoffpartikel mit den Tropfchen einer fein
vernebelten Nanosuspension in der Lunge verteilt werden und dort gut
absorbiert werden konnen. Dabei haften Nanopartikel auf der

Schleimhautoberflache und konnen somit nicht so einfach von
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pulmonalen Reinigungsmechanismen ausgetragen werden. Dadurch
konnen lokal hohere Arzneistoffkonzentrationen erreicht werden, als sie
durch die systemische Gabe moglich sind, ohne Nebenwirkungen in
Kauf nehmen zu muissen. Dieser Aspekt ist beispielsweise fur die
Therapie von Lungenmykosen interessant, wo bisher aufgrund der
SchwerlGslichkeit der eingesetzten Arzneistoffe nur systemisch
applizierbare Therapeutika zur Verfugung stehen. Dort spielt vor allem
Amphotericin B eine Rolle, das jedoch eine hohe Nebenwirkungsrate
aufweist. Die verbesserten lipidbasierten Formulierungen reduzieren die
Rate zwar, verursachen aber immense Kosten. Ein weiterer Wirkstoff,
der peroral als Kapsel gegeben werden kann, ist das ebenfalls
schwerlosliche Triazol Itraconazol.

Zur Herstellung von Nanosuspensionen gibt es eine Reihe von
Verfahren, dazu gehoren aufbauende Verfahren wie die Fallung des
Wirkstoffes aus einer Losung als auch abbauende Verfahren wie die
Zerkleinerung mithilfe eines Hochdruckhomogenisators oder das

Vermahlen in Ruhrwerkskugelmuhlen.
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1.1 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, eine Nanosuspensionsformulierung zur
pulmonalen Applikation des schwer I6slichen antimykotischen Wirkstoffs
ltraconazol zu entwickeln. Aufgrund des Applikationsortes soll sie auf
wassriger Basis formuliert werden und darf nur Komponenten enthalten,
die zur Anwendung in der Lunge geeignet sind. Zur Herstellung der
Nanosuspension soll eine Ruhrwerkskugelmuhle zum Einsatz kommen,
mit der der Wirkstoff im Dispersionsmedium bis in den
Nanometerbereich zerkleinert werden kann. Dabei sollen die
entscheidenden Parameter zur Zerkleinerung in der
Ruhrwerkskugelmuhle ermittelt werden und der Abrieb des
Herstellungsprozesses minimiert werden. Da es bei der starken
VergroRerung der Oberflache zu einer Agglomeration der Partikel
kommt, muss ein besonderes Augenmerk auf die Stabilisierung der
Formulierung gelegt werden. Die fertige Formulierung soll Uber eine
enge PartikelgroRenverteilung und eine auseichende Lagerstabilitat
verfugen. Die entwickelte Nanosuspension soll Uber eine ausreichende

Vernebelbarkeit verfugen und in vivo gut toleriert werden.
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2 Theoretischer Teil

2.1 Anatomie der Lunge

Die Lunge ist aus zwei Lungenfligeln aufgebaut, die durch tiefe
Einschnitte in Lungenlappen unterteilt sind. Der rechte Lungenfligel ist
dabei aus drei, der linke aus zwei Lungenlappen aufgebaut (Abbildung
2.1-1). Da das Herz auf der linken Korperseite sitzt, ist der linke
Lungenfligel aus Platzgrinden im Brustkorb zudem etwas kleiner als der

rechte.

Abbildung 2.1-1: Aufbau der Lunge mit Darstellung der Alveolen




Anatomie der Lunge

Beim Einatmen gelangt die Atemluft iber Rachen und Kehlkopf in die
Luftréhre, die sich, je nach Korpergroflde, nach 10 bis 12 Zentimetern an
der Carina in die beiden Hauptbronchien aufgabelt. Die Hauptbronchien
verzweigen sich ihrerseits in immer kleinere Aste, welche als Bronchien
bezeichnet werden. In 22 Schritten erfolgt eine Aufastelung des
Bronchialbaums, wobei die Oberflache ab der vierten Verastelung stark

zunimmt (Abbildung 2.1-2). Erst in den letzten 3 cm des Bronchialbaums
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Abbildung 2.1-2: Lungenmodell mit Darstellung der Zunahme des Gesamtquerschnitts und der
Anzahl der Verastelungen (Z) (nach Thews et al., 1999)

erfolgt dabei eine OberflachenvergréBerung von ca. 6 cm? auf ca.75 m?
(Meier; Dettli, 1981). Die kleinsten Bronchien, auch als Bronchiolen
bezeichnet, gehen schlielllich in das Lungengewebe uber. Luftrohre und

Hauptbronchien sind von Knorpelspangen umschlossen, bei den
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kleineren Bronchien sind es Knorpelplatichen, welche ihnen eine
elastische Festigkeit verleihen und sie auch bei Druckanderungen offen
halten. Bei den Bronchiolen fehlen die stutzenden Knorpelspangen.
Diese werden uber einen leichten Unterdruck, der im Brustkorb herrscht,
offen gehalten. Je nach Bedarf kann die Weite der Bronchien vom
Korper reguliert werden. Dazu befindet sich zwischen und unter den
Knorpeln glatte Muskulatur. Die Weite der Bronchien wird vom
vegetativen Nervensystem gesteuert. Unter Einfluss des Sympathikus
kommt es zu einer Erschlaffung der Bronchialmuskulatur und damit zu
einer Erweiterung der Bronchien (Bronchodilatation). Uberwiegt der
Parasympathikus, tritt der gegenteilige Effekt ein. Die glatte Muskulatur
wird kontrahiert und die Bronchien werden verengt. Kommt es aufgrund
einer Erkrankung zu einer unphysiologischen Verengung der Bronchien,
wie z.B. beim Asthma bronchiale, kann es zu Atemproblemen kommen,
da der Atemwiderstand stark erhoht wird. Ein gesunder Mensch atmet
pro Tag ca. 20000mal wund pumpt dabei schatzungsweise
8000 bis 10000 Liter Luft durch seine Lunge. Mit der Einatmung wird
sauerstoffreiche Frischluft in die Lunge gesogen. Damit der Korper
moglichst viel Sauerstoff aus der Luft aufnehmen kann, ist die
Oberflache der Lunge durch die Verzweigungen bis in die Alveolen stark
vergrof3ert. Die eingeatmete Luft wird durch die Atembewegung uber die
Bronchien in die Lungenfligel eingesogen. Das Lungengewebe eines
gesunden Erwachsenen besteht aus 300 bis 400 Millionen Lungen-
blaschen, den Alveolen. Diese sind traubenformig um die Enden der
kleinsten Bronchiolen angeordnet (Abbildung 2.1-1) und haben einen
Durchmesser von 0,2 bis 0,3 mm (Langguth et al., 2004). In den
Alveolen gibt es keine aktive Luftbewegung, sondern die Durchmischung
erfolgt ausschlieBlich durch Diffusionsprozesse. Die Alveolen sind von

einem Netz feinster Blutkapillaren durchzogen. In diesem Geflecht findet
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der Gasaustausch zwischen Atemluft und Blutkreislauf des Korpers statt.
Voraussetzung fur den Gasaustausch ist allerdings nicht allein die grol3e
Oberflache der Alveolen, sondern vor allem eine dunne Barriere. Dies ist
im Alveolargewebe durch die alveolokapillare Membran sichergestellt,
die nur aus dem Alveolarepithel, einem Interstitium und dem
Kapillarendothel besteht und eine Dicke von weniger als 1 pm aufweist
(Thews et al., 1999). Uber die Alveolen werden taglich 400 bis 800 Liter
Sauerstoff vom Korper aufgenommen und 350 bis 700 Liter Kohlendioxid
abgegeben (Pschyrembel; Dornbltth, 2004; Huhn, 2001).

Die Oberflachenspannung in den Alveolen ist erheblich niedriger, als fur
eine wassrige Grenzflache zu erwarten ware. Der FlUssigkeitsfilm, der
die Oberflache der Alveolen Uberzieht, enthalt ein Substanzgemisch, das
die Oberflachenspannung stark herabsetzt und als Surfactant bezeichnet
wird. Es besteht zu 90% aus einem Gemisch von Phospholipiden sowie
aus neutralen Lipiden und Proteinen und weist einen pH-Wert von 7,4
auf. Die Substanz erfullt mehrere Aufgaben. Sie schitzt die
Lungenblaschen am Ende der Ausatmung vor dem Kollabieren,
ermaoglicht eine homogene Beluftung, erleichtert den Austausch von
Sauerstoff und Kohlendioxid und verbessert den Schleimtransport
(Mutschler et al.; (Pfeifer et al., 1995).

2.2 Pharmazeutische Aerosole

Unter Aerosolen versteht man disperse Systeme vom Typ "fest in
gasformig" oder "flussig in gasformig". Sie dienen im pharmazeutischen
Bereich der Applikation von Arzneistoffen auf die Haut, in die Nase oder

Lunge und sollen eine lokale oder systemische Wirkung entfalten.
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2.2.1 Inhalation und Partikelabscheidung

Bei der Therapie von Lungenerkrankungen ist zu bertcksichtigen, dass
die Arzneistoffe im Aerosol an den Wirkort transportiert werden mussen.
Dazu ist eine Tropfchen- oder PartikelgroRe im GroRenbereich von 0,5
bis 5 um optimal, um den Hauptabsorptionsort zu erreichen. Kleinere
Tropfchen oder Partikel werden wieder ausgeatmet, wahrend grollere
bereits vorher abgeschieden werden. Die Abscheidung der Partikel aus
dem Gasstrom beruht dabei auf den Mechanismen von Impaktion,
Sedimentation und Diffusion (Abbildung 2.2-1).

IMPAKTION
um
. = Zentrifugaliraft
100 / ST
Stromungsiinie
10 —
1—
01—

Als Impaktion wird die Prallabscheidung von Partikeln aus einem

Abbildung 2.2-1: Partikeldeposition im Respirationstrakt

Volumenstrom aufgrund ihrer Massentragheit bezeichnet. Sie ist fur
Partikel ab einer GroRe von 2 bis 3 um relevant. Diese haben das
Bestreben, einer Richtungsanderung des Volumenstroms nicht zu folgen
und geradeaus zu fliegen. Partikel mit einer Grolde Uber 10 um werden
bereits zu 90% in den oberen Atemwegen abgeschieden (Langguth et

al., 2004). Partikel im Grolenbereich zwischen 1 bis 6 ym kénnen aus
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einem Volumenstrom sedimentieren. Sie erreichen aufgrund ihrer Grole
auch tiefere Gebiete der Lunge und konnen bis in die Alveolen
vordringen. Diese Fraktion stellt das wirksame Kollektiv eines Aerosols
dar. Die Sedimentationsgeschwindigkeit der Partikel wird durch das
Stokes-Cunningham-Gesetz beschrieben und ist vor allem vom
Teilchenradius, der im Quadrat in die Gleichung einflie3t, abhangig.
Partikel mit einer Grolke unter 0,5 um folgen zwar dem Volumenstrom,
ihre Abscheidung in den Alveolen erfolgt aber vorwiegend durch
Diffusionsprozesse aufgrund der Brownschen Molekularbewegung. Sie
spielen nur noch eine untergeordnete therapeutische Rolle, da ihr Anteil
in der verabreichten Dosis sehr gering ist und der Grofdteil mit der
Ausatmung wieder exhaliert wird. Bei der therapeutischen Anwendung
eines Aerosols spielt nicht zuletzt die Atemtechnik eine wichtige Rolle.
Die Abscheidung von Partikeln <1 ym kann durch langsames und sehr
tiefes Atmen deutlich verbessert werden, da den Partikeln mehr Zeit zur
Sedimentation oder Abscheidung per Diffusion gegeben wird (Byron,
1986).

Die Mehrzahl der Aerosole zur therapeutischen Anwendung soll eine
vorwiegend lokale Wirkung am Applikationsort entfalten. Beim Auftreffen
eines Aerosoltropfchens auf die Oberflache der Alveolen, filmt der
Tropfen auf dieser aus und die geldsten oder suspendierten Arzneistoffe
entfalten ihre lokale Wirkung (siehe Abbildung 2.2-2). Aulerdem
passieren diese die alveolare Barriere und gehen in den Blutkreislauf
uber. Neben der Diffusion der Stoffe durch das Alveolarepithel wird ein
Transport Uber Pinozytose und durch Makrophagen diskutiert, die auch
bei der Elimination von Staubpartikeln eine wichtige Rolle spielen.
Carrier-vermittelte Transportprozesse spielen fur die Absorption von
Wirkstoffen keine Rolle (Pfeifer et al., 1995). Aufgrund ihrer grof3en

Oberflache, der dunnen Barriere und dem Fehlen eines Enzymsystems
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eignet sich die Lunge auch sehr gut zur Applikation systemisch
anzuwendender Stoffe. Die Entwicklung von Produkten in diesem
Bereich hat in den letzten Jahren stark zugenommen. Als
Inhalationsaerosole zur systemischen Therapie waren friher Ergotamin-
und Isosorbiddinitrat im Handel (Meier; Dettli, 1981). Auch die Absorption
von Peptiden, wie z.B. Insulin, ist Uber die Lunge moglich (von Wichert
und von Wichert, 2006). Das erste Produkt, das auf diesem Gebiet eine
Zulassung erhalten hat, ist das inhalativ anzuwendende Insulin der Firma
Pfizer (Exubera®). Da jedoch nur ca. 10% der inhalierten Dosis
uberhaupt absorbiert werden, ist diese Form der Therapie mit hohen
Kosten verbunden. Dies hat unter anderem zu einer geringen Akzeptanz
des Praparates gefilhrt, so dass Exubera® Anfang 2008 wieder vom

Markt genommen wurde.

Alveolarraum
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Abbildung 2.2-2: Darstellung des Aufnahmeweges eines Aerosolpartikels in der Lunge
(modifiziert nach Bernhard, 2006)
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2.2.2 Gerate zur Aerosolerzeugung

Um einen Arzneistoff pulmonal applizieren zu konnen, muss dieser
zuerst in ein Aerosol Uberfuhrt werden (Folke Morén, 1987).
Dazu gibt es grundsatzlich drei Moglichkeiten, namlich

e die Applikation mittels eines Dosieraerosols

e die Applikation als Pulver aus einem Pulverinhalator

e die Verneblung in einem Ultraschall., Membran- oder

Druckluftvernebler

Bei einem Dosieraerosol liegt der Arzneistoff als Losung oder
Suspension in einem druckverflissigten Treibmittel vor. Uber ein
Dosierventil wird bei der Anwendung eine Dosis abgeteilt und Uber eine
Duse fein zerteilt, so dass sich ein Aerosol bildet. Bei Pulverinhalatoren
liegt der Arzneistoff in fester Form in einem Reservoir oder einer Kapsel
vor. Bei der Anwendung wird die abgeteilte Dosis mithilfe eines
Volumenstroms in ein inhalierbares Aerosol dispergiert. Zur Erzeugung
eines Aerosols mit Hilfe eines Verneblers kommen drei unterschiedliche
Prinzipien zur Anwendung. Da im Zuge dieser Arbeit mit Verneblern
gearbeitet wurde, wird kurz auf die verwendeten Gerate eingegangen.
Zur Verneblung der Suspensionen wurden mit dem Pari LC Plus®, dem
Pari eFlow Rapid® und dem Multisonic infra control® drei Gerate
eingesetzt, die nach unterschiedlichen Vernebelungsprinzipien arbeiten.
Der Pari LC Plus® ist ein konventioneller atemunterstiitzter
Druckluftvernebler. Das Gerat arbeitet mit Druckluft, die in einem
gerateeigenen Kompressor erzeugt wird. Die komprimierte Luft wird
durch eine DUse im Reservoir geleitet, wo sie die zu vernebelnde Losung
oder Suspension mit sich reitt und fein zerteilt. Der Pari eFlow Rapid®
gehort zur neuen Generation der Membranvernebler. Bei diesem Gerat
wird das Aerosol mit Hilfe einer schwingenden Membran erzeugt, in der

sich feine Poren befinden. Durch die Schwingungen wird die
9
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Arzneistofflosung oder —suspension durch die Locher gedruckt und
vernebelt.

Beim Multisonic infra control® handelt es sich um einen
atemzuggesteuerten Ultraschallvernebler. Das Aerosol wird mit Hilfe
eines Piezo-Kristalls erzeugt, der im Boden des Reservoirs
untergebracht ist. Durch Anlegen einer hochfrequenten
Wechselspannung wird dieser zu Schwingungen von 2,4 MHz angeregt.
Diese ubertragen sich auf die zu vernebelnde Losung oder Suspension
im Reservoir. An der Flussigkeitsoberflache entstehen so aufgrund von

Kavitations- und Kapillareffekten die Aerosoltropchen.

2.3 Pilzinfektionen der Lunge

Die groRe Oberflache der Lunge, die stets feucht und warm gehalten
wird, stellt fir Krankheitserreger wie Pilze und Bakterien einen idealen
Nahrboden dar. Der Korper verfugt daher Uber Mechanismen zur
Reinigung der Atemluft. Diese beginnen bereits in der Nase und den
zuleitenden Atemwegen, wo kleinere Partikel, Bakterien und Staub von
den Schleimhauten abgefangen werden. Auflerdem verfugt die Lunge
uber effiziente Immunabwehrmechanismen, wie beispielsweise
Makrophagen, um Infektionen zu verhindern. Bei Patienten, die aufgrund
einer Erkrankung oder medikamentésen Behandlung in ihrer
Immunantwort geschwacht sind, kann es jedoch zu Infektionen der
Lunge kommen. Dabei ist die haufigste Erkrankung eine Infektion durch
Pilze der Gattung Aspergillus. Der haufigste Erreger ist Aspergillus
fumigatus (Abbildung 2.3-1), der fur ca. 90% der Erkrankungen
verantwortlich ist. Als weitere Erreger kommen Aspergillus terreus,
Aspergillus flavus und Aspergillus niger und Candidaspezies vor. Da die
Sporen ubiquitar vorkommen, erfolgt eine Infektion meist Uber die
Atemluft. Aufgrund ihrer GroRe von 2 bis 3 ym kénnen sie bis in die

Alveolen vordringen und sich dort vermehren (Zaspel, 2003).
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Abbildung 2.3-1: Aspergillus fumigatus (aus Reif, 2004)

Schatzungen zufolge atmet jeder Mensch taglich ca. 40 Aspergillus-
sporen ein. Die Inhalation kann dabei, wie in Abbildung 2.3-2 gezeigt, je
nach Verfassung des Patienten zu unterschiedlichen Erkrankungen der
Lunge fuhren.

Die haufigste Form stellt die allergische bronchopulmonale Aspergillose
(ABPA) dar, die vorwiegend bei Patienten mit Asthma oder cystischer
Fibrose auftritt. Dabei kommt es zu einer allergischen Immunantwort auf
die Sporen des Aspergillus, die vor allem durch asthmatische
Reaktionen gekennzeichnet ist. Eine frihzeitige Gabe von Prednisolon
kann den Verlauf der Erkrankung beeinflussen und die Verschlechterung
einer milden Form der ABPA bis hin zu einer schweren destruktiven

Lungenerkrankung verhindern. (Kumar, et al., 2003).
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Inhalation von

Aspergillus Sporen

Kolonisation l

e

chronische

Kavitdre Immunsupressiver

Lungenerkrankung
Patient (ICH) Asthma

Normaler Patient Lungenerkrankung e [T

ya ya

« chronische

nekrotisierende

Keine Folgen Aspergillom IPA ABPA

Aspergillose

ABPA = allergische bronchopulmonale Aspergillose
IPA = invasive pulmonale Aspergillose

ICH = Immunocompromised host

Abbildung 2.3-2: Klinisches Spektrum nach Inhalation von Aspergillus Sporen (nach Kumar, et
al., 2003)

Invasive Aspergillosen (IA) — und hier steht die invasive pulmonale
Aspergillose (IPA) mit 80-90% aller invasiven Aspergillosen im
Vordergrund — entstehen im Zusammenspiel von Exposition mit
Aspergillussporen oder -konidien und einer Beeintrachtigung des
Immunsystems. Diese tritt vorrangig bei immunsupprimierten Patienten
auf und fuhrt unbehandelt innerhalb eines Zeitraums von 7 bis 14 Tagen
zum Tod des Patienten. Jedoch betragt die durchschnittliche Letalitat
auch bei rechtzeitiger Erkennung und Behandlung der Erkrankung ca.
50%. Immunsupprimierte Patienten mit einer reduzierten Anzahl der
neutrophilen Granulozyten (<500/mm?), die langer als 12 Tage dauert,
haben keine Moglichkeit, sich gegen eindringende Erreger zu schutzen
und haben daher das grofte Risiko einer Infektion (Latgé, 1999). Die
Inzidenz flr andere Patientengruppen, an einer invasiven Aspergillose

zu erkranken, ist in Tabelle 2.3-1 dargestellt.
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Tabelle 2.3-1: Inzidenz der Invasiven Aspergillose bei:

Herz- und Lungen- bzw. Lungentransplantationen 19-26 %
Chronisch granulomatésen Erkrankungen 25-40 %
Akuten Leukamien 5-24 %
Allogenen Knochenmarkstransplantationen/KMT 4-9 %
Autologen Knochenmarkstransplantationen/KMT ohne Zytokine 0,5-6 %
AIDS 0-12 %
Lebertransplantationen 1,5-10 %
Herz- und Nierentransplantationen 0,5-10 %
Schwerer kombinierter Immundefizienz 3,5 %
Verbrennungen 1-7 %
Systemischem Lupus erythematodes 1%
Autologen Knochenmarkstransplantationen/KMT mit Zytokinen <1 %

Quelle: (Wild, 2004)

Die Zahl der Patienten, die nach einer Transplantation, einer
Chemotherapie oder durch eine erworbene Immunschwache an einer
gefahrlichen Aspergillusinfektion der Lunge erkranken, steigt in
Deutschland und weltweit weiter an. Dies ist nicht zuletzt eine Folge
moderner medizinischer MalRnahmen, wie Chemotherapie,
Immunsuppression und Organtransplantationen. Die Anzahl der
Neuinfektionen liegt in Deutschland momentan bei ca. 5000 Fallen pro
Jahr. Im Jahr 2002 waren es hingegen ca. 4000 Falle, was die steigende
Anzahl in den letzten Jahren zeigt. Die Erkrankung beginnt dabei
meistens in der Lunge, kann sich spater aber auch auf das Gehirn des
Betroffenen ausweiten. Die Sterblichkeitsrate bei diesen Infektionen liegt
mit ca. 50% der Patienten auf einem sehr hohen Niveau (Chiller und
Stevens, 2000).

Die Diagnose einer Lungenmykose ist sehr schwierig, da die Patienten
keine spezifischen Symptome zeigen und es aullerdem keine

spezifische Diagnostik fur den Nachweis der Erkrankung gibt. Dadurch
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werden viele invasive Aspergillosen erst sehr spat erkannt und konnen
dann kaum noch adaquat behandelt werden. Zu den unspezifischen
Symptomen gehoren Husten, Fieber >38°C auch unter Antibiotikagabe
sowie Brustschmerzen und Atemnot. Im Rontgenbild der Lunge ist nach
Auftreten der ersten Symptomen haufig noch keine Veranderung
erkennbar, so dass die weitere Diagnostik aufgrund der
patientenindividuellen Risikofaktoren fir eine Invasive Aspergillose (IA)
erfolgen muss. Im Spatstadium der IA erscheinen Schatten im
Rontgenbild. Eine verbesserte bildliche Diagnostik ist per
Computertomographie  (CT) mdoglich, die Dbereits fruhzeitig
Veranderungen erkennen lasst. So sind Lasionen der Lunge, teilweise
mit Ausbildung von Kavitaten zu beobachten, des weiteren lassen sich
ischamisch anmutende Areale ausmachen. Solche im CT veranderten
Bereiche der Lunge bieten sich dann fur eine Lungenbiopsie an, mit der
ein gezielter Erregernachweis durchgefuhrt und damit die Diagnose
gesichert werden kann. Bei zirka 30% der Patienten wird eine sichere
Diagnose allerdings erst post mortem gestellt. Aufgrund der schwierigen
Diagnostik und der hohen Letalitat der erkrankten Patienten wird haufig
bereits bei einer noch ungesicherten |A ein Therapieversuch
unternommen. Studien besagen, dass von 100 vermuteten |A-Patienten,
die mit Amphotericin B behandelt wurden, nur 25% tatsachlich eine IA
aufwiesen. Dies stellt jedoch einen hohen Kostenfaktor dar, da die
Therapie aufwandig und Uberaus kostspielig ist (Wilson, et al., 2002).

Die Behandlung und Prognose hangt von Art und Schwere der
Erkrankung und vom immunologischen Status des Patienten ab und

erfolgt vor allem durch systemische Gabe eines Antimykotikums.
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2.3.1 Therapie von Pilzinfektionen

Pilze gehoren im Gegensatz zu den Bakterien den Eukaryonten an. Sie
verfugen Uber einen Zellkern, Mitochondrien und ein endoplasmatisches
Retikulum, was die medikamentdse Behandlung von Mykosen aufgrund
der strukturellen Ahnlichkeit zur menschlichen Zelle erschwert. Da die
Zellen jedoch Ergosterol als wichtigen Baustein der Zellmembran
bendtigen, ist die Biosynthese des Molekuls ein wichtiger Angriffspunkt
in der antimykotischen Therapie. Die Substanzen greifen dabei nicht in
die Biosynthese von Cholesterol ein, das fur die Zellmembran der
menschlichen Zelle benotigt wird. Die Ergosterolbiosynthese erfolgt vom
Squalen aus uber verschiedene Zwischenstufen bis zum Ergosterol. Der
Weg der Biosynthese und die Angriffspunkte der einzelnen Antimykotika

sind in Abbildung 2.3-3 gezeigt.

Allylamine - Azole yey Mompholine

4,4-Dimethylcholesta-
8,14,24-trienol

Squalen Lanosterol

Iy

T’-

HO Mompholine

4,4-Dimethyl- 4-Methyl- Zymosterol Fecosterol
zymosterol zymosterol
fe, fe,. S
—_—
. HO
Episterol Ergosta- 24(28)-Dehydro-
5,7,24(28)-trienol ergosterol

Abbildung 2.3-3: Weg der Ergosterolbiosynthese und Angriffspunkte der Antimykotika
(aus Bracher, 2003)

15



Theoretischer Teil

Die Antimykotika lassen sich in unterschiedliche Klassen unterteilen. Die
wichtigsten sind dabei die Azole, Allylamine und Morpholine,
die in die Ergosterolbiosynthese eingreifen sowie die Polyene
(z.B. Amphotericin B). Des weiteren sind Ciclopirox, Flucytosin,
Griseofulvin (obsolet) und etliche unspezifische Antiseptika, wie
Undecylensaure, PVP-lod und Triarylaminfarbstoffe wie Fuchsin,
Gentianaviolett und Pyoktanin auf dem Markt (Bracher, 2003).

Aufgrund der besonderen Schwere der Erkrankung erfolgt eine Therapie
der invasiven Aspergillose durch systemische Gabe von Antimykotika.
Das Mittel der Wahl ist dabei seit 1959 Amphotericin B (Denning et al.).
Die Therapie ist jedoch von starken Nebenwirkungen begleitet, die hohe
Folgekosten nach sich ziehen. Aullerdem liegt die Letalitatsrate auch
unter Behandlung mit Amphotericin B bei ca. 50%. Die Einfuhrung von
besser vertraglichen Formulierungen des Arzneistoffes in die Therapie
brachte keinen grofleren Behandlungserfolg, die Nebenwirkungsrate
konnte jedoch um ein Vielfaches gesenkt werden. Leider liegen die
Kosten der neueren lipidbasierten Arzneiformen jedoch bei einem
Vielfachen der urspringlichen Behandlung. In Tabelle 2.3-2 sind die
Tagestherapiekosten der herkdmmlichen Behandlung mit
Amphotericin B und des liposomalen Amphotericin B-Handelspraparates
Ambisome® gegeniibergestellt.

Tabelle 2.3-2: Vergleich der Tagestherapiekosten pro Patient fir Amphotericin B und das

liposomale Amphotericin B Handelspraparat Ambisome® (nach Wild, 2004)

Preis pro 1mg Tagesdosis bei 70 kg Tagestherapiekosten

Amphotericin B 3,44 € 70 mg (1 mg/kg KG) 240,80
AmBisome® 49,50 € 350 mg (5 mg/kg KG) 17.325,-
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Das zweite bedeutende Antimykotikum in der Behandlung der invasiven
Aspergillosen ist das Triazol Itraconazol, das seit 1985 Verwendung
findet. Der Arzneistoff hemmt Cytochrom P-450 abhangige Enzyme und
verhindert so die Umwandlung von Lanosterol zu Dimethyl-
cholestatrienol, was eine Verarmung der Zelle an Ergosterol nach sich
zieht. Der Wirkstoff ist als Kapsel, Suspension zur peroralen Applikation
oder Infusionslosung im Handel. Die Dosis liegt bei schweren Mykosen
bei 3 mal taglich 200 mg uber einen Zeitraum von vier Tagen.
Anschlielend wird die Dosierung auf 2 mal taglich 200 mg abgesenkt.
Allerdings weist Itraconazol eine sehr schlechte Loslichkeit und eine
damit verbundene schlechte Bioverfugbarkeit auf. Bei Patienten mit
gastrointestinalen Problemen, AIDS-Patienten und bei unkorrekter
Einnahme kommt es zu einer Verringerung der Absorption. Die
Vertraglichkeit von lItraconazol ist jedoch sehr gut und es besitzt ein
breites Wirkspektrum (de Beule und van Gestel, 2001; Conway, et al.,
2004). Allerdings ist Itraconazol bei systemischer Gabe nicht zur
Behandlung von akuten lebensbedrohlichen Mykosen geeignet, da es
aufgrund seiner fungistatischen Aktivitat nur langsame Wirkung zeigt
(Lipp, 2003).
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2.4 Suspensionen

Als Suspensionen werden allgemein disperse Systeme mit einer
flussigen auleren Phase sowie einer festen, fein verteilten, dispersen
inneren Phase bezeichnet. Dabei ist Voraussetzung, dass sich der
dispergierte Stoff nicht in der auReren Phase |0st. Die Partikel der
dispersen Phase haben dabei im Allgemeinen eine Grofle von ca.
0,5 ym bis 100 um. Je nach Anwendungsbereich der Suspension kann
die GrolRe der Partikel jedoch stark variieren. So liegen Partikel in
Suspensionssystemen fur die pulmonale Applikation im Bereich von
ca. 1 bis 5 uym, so dass sie den Applikationsort erreichen konnen.
Suspensionen zur parenteralen Anwendung sollten eine Partikelgrofde
von 40 um nicht Uberschreiten, wohingegen Suspensionen zur dermalen
oder oralen Applikation durchaus mittlere Partikelgrof3en im Bereich von
hundert Mikrometern aufweisen konnen, ohne dass sie unangenehme
Empfindungen auslosen. Eine Suspension sollte so formuliert sein, dass
sie uber die Lagerzeit sowohl chemisch als auch physikalisch stabil ist.
Das bedeutet, dass sich nicht nur der Wirkstoff nicht zersetzen darf,
sondern auch, dass ein sich bildendes Sediment einfach wieder
aufzuschitteln sein muss und dass sich die Partikelgrofle Uber die
Lagerzeit nicht andert. Da der Wirkstoff oder die Wirkstoffe in einer
Suspension als Feststoffe in einer gesattigten Losung vorliegen, stellt die
chemische Stabilitat in der Regel im Unterschied zu einer
Losungsformulierung kein Problem dar. Aufgrund ihrer Masse
sedimentieren die Partikel einer Suspension mit der Zeit und bilden
einen mehr oder minder festen Bodensatz. Die
Sedimentationsgeschwindigkeit lasst sich mit dem Stokesschen Gesetz
beschreiben, das gleichzeitig die Maoglichkeiten der

Suspensionsstabilisierung aufzeigt.
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Formel 2.4-1: Stokessches Sedimentationsgesetz

vzz*(Ps—PD)*Tz*.g

9xnm
% = Sinkgeschwindigkeit des Partikels
r = Radius des Partikels
ps = Dichte des Feststoffes [kg/m°]
PD = Dichte des Dispersionsmediums [kg/m?]
g = Erdbeschleunigung (9,81 m/s?)
n = Viskositat des Dispersionsmediums

Um eine stabile Formulierung zu erhalten, werden daher haufig
Malinahmen ergriffen, die die physikalische Stabilitat erhdhen. Anhand
der Parameter aus Formel 2.4-1 lasst sich erkennen, dass eine
Verringerung der Sedimentationsgeschwindigkeit Uber eine Angleichung
der Dichten von Dispersionsmedium und Partikel, eine Erhohung der
Viskositat des Dispersionsmediums sowie eine Verringerung des
Partikelradius erreicht werden kann. Erstere Moglichkeit wird sich bei
den meisten Suspensionsformulierungen nur schwer realisieren lassen.
Die Erhdhung der Viskositat, insbesondere mit thixotropen Zusatzen,
stellt eine schone Formulierungsvariante fur Suspensionen dar, die zur
Sedimentation neigen, dies ist jedoch nicht in allen Bereichen mdglich.
Soll die Suspension beispielsweise vernebelt werden, wirkt sich eine
Erhohung der Viskositat negativ auf die Partikelgro3e der resultierenden
Tropfchen aus. Eine weitere Moglichkeit besteht in der gezielten
Flockung, bei der eine Sedimentation der dispersen Phase gezielt
herbeigefuhrt wird, so dass diese ein lockeres Sediment bildet, das leicht
wieder aufzuschutteln ist. Anders verhalt es sich mit Formulierungen,

deren disperse Phase bereits eine Partikelgrole im unteren
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Mikrometerbereich oder im Nanometerbereich aufweist, da solche
Partikel nicht mehr der Schwerkraft folgen, sondern durch die Brownsche
Molekularbewegung in der Schwebe gehalten werden.
Dementsprechend zeigen Systeme, deren disperse Phase aus

Nanopartikeln besteht, keine Sedimentation.

2.4.1 Nanopartikel

Der Begriff Nanopartikel leitet sich vom altgriechischen Wort nanos bzw.
dem italienischen Wort nano fur Zwerg ab und steht fur ein Milliardstel.
Im Hinblick auf die Abmessungen eines Partikels bedeutet dies, dass ein
Nanometer ein Milliardstel eines Meters (10 m) ist. In Abbildung 2.4-1
ist der GroRenbereich einer nanopartikularen Formulierung im Vergleich
zu anderen kleinen Strukturen dargestellt. Bei Nanopartikeln handelt es
sich um feste Partikel. Die Definition der Partikelgrofde fur Nanopartikel
weicht je nach Autor voneinander ab. So definieren (Muller et al., 1998b).
den gesamten Nanometerbereich von 1 bis 1000 nm als Nanopartikel.
Andere Autoren schranken den Bereich weiter ein und bezeichnen nur
Partikel kleiner 300 nm als Nanopartikel (Speiser, P. P., 1998).

£ \F 1\@@
N N \
,“’,‘;\ > (= @ ¢
- < ©
0,2-0,4 nm Ll ~2nm
@ [+ ©
© @
Atom DNA Nanosuspension Erythrozyt Pellets

Abbildung 2.4-1: Veranschaulichung des GroBenvergleichs
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2.4.2 Nanosuspensionen

Analog zur Definition von Suspensionen sind Nanosuspensionen
disperse Systeme von feinverteiltem Feststoff in einem flissigen
Medium, in dem der Feststoff nicht I6slich ist. Die Partikelgrofe des
dispergierten Feststoffs liegt dabei im Nanometerbereich (siehe
Abbildung 2.4-1).

Die Formulierung von schwer wasserloslichen Stoffen gehort schon
immer zu den schwierigsten Aufgaben der pharmazeutischen
Technologie. Eine grolde Herausforderung stellen dabei vor allem Stoffe
dar, die sowohl im wassrigen, als auch in organischen Medien schwer
|6slich sind. Zur Einteilung der Loslichkeiten von Stoffen fuhrt das
Arzneibuch eine Tabelle auf, in der die Bedeutung der
Loslichkeitsangaben in den Monographien erlautert ist. Diese Angaben

sind in Tabelle 2.4-1 dargestellt:

Tabelle 2.4-1: Léslichkeitsangaben des Arzneibuchs (Europaisches Arzneibuch, 2005).

Bezeichnung Ungefiahre Anzahl Volumenteile
Lésungsmittel in Milliliter je Gramm
Substanz

sehr leicht 16slich weniger als 1 Teil

leicht 16slich von 1 Teil bis 10 Teile

I6slich von 10 Teilen bis 30 Teile

wenig l6slich von 30 Teilen bis 100 Teile

schwer l6slich von 100 Teilen bis 1000 Teile

sehr schwer l6slich von 1000 Teilen bis 10000 Teile

praktisch unldslich Uber 10000 Teile

Nach Schatzungen sind etwa 40% der neuen Arzneistoffe schwer I6slich
und werden aufgrund dessen nicht weiter in die Entwicklung einbezogen
(Patravale, 2004). Traditionelle technologische Verfahren zur
Verbesserung der Ldslichkeit, wie die Mikronisation eines Arzneistoffes,
die Verwendung von Losungsvermittlern, der Einsatz von
Permeationsverbesserern oder die Formulierung als olige Losung fuhren

oft nur zu begrenztem Erfolg. In den letzten Jahren hat es daher bereits
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eine Vielzahl neuer Formulierungsansatze gegeben. So bieten z.B. die
Herstellung von Mikroemulsionen, der Einsatz von Cyclodextrinen oder
die Herstellung von Liposomen in einigen Fallen eine Moglichkeit zur
Formulierung. Alle diese Ansatze sind jedoch nicht uneingeschrankt fur
alle Arzneistoffe moglich. Den Nanosuspensionen ist in den letzten
Jahren eine immer grollere Bedeutung zugekommen, da sie eine
einfache und schnelle Moglichkeit zur Formulierung, vor allem auch in
den frlhen Phasen der Arzneimittelentwicklung, bieten (Hu, et al., 2004;
Kesisoglou, et al., 2007). So beschaftigen sich mittlerweile viele
Pharmafirmen mit der Entwicklung von Nanosuspensionsformulierungen
und es sind mit dem Immunsuppressivum Rapamune® und dem
Antiemetikum Emend® beispielsweise auch bereits einige Produkte auf
dem Markt. In organischen und wassrigen Medien schlecht Iosliche
Stoffe lassen sich vergleichsweise einfach als Nanosuspension
formulieren. Die Formulierung der Arzneistoffe als Nanosuspension
bietet dabei viele Vorteile. Die Bioverfugbarkeit eines schwer l6slichen
oder praktisch unléslichen Arzneistoffes kann starken Schwankungen
unterliegen. So kann es nach oraler Gabe in Abhangigkeit von der
Nahrungsaufnahme oder dem Allgemeinzustand des Patienten zu
starken Unterschieden im Plasmaspiegel kommen, was
Therapieprobleme mit sich bringt. Ein Beispiel ist Danazol, ein
Arzneistoff, der in die Klasse vier des biopharmazeutischen
Klassifikationssystems einzuordnen ist. Wie eine Studie im Tiermodell
zeigen konnte, liel} sich die Bioverfugbarkeit bei Gabe einer
Nanosuspension von 5,1% auf 82,3% steigern (Liversidge, 1995). Hier
konnen Nanosuspensionsformulierungen deutliche Vorteile gegenuber
anderen Darreichungsformen bieten .

Nach der Nernst-Brunner- und Levich-Modifikation des Noyes-Whitney-

Gesetzes nimmt die Losungsgeschwindigkeit einer Nanosuspension mit
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der starken VergroRerung der Oberflache bei der Reduktion der
Partikelgroe vom Mikrometer- in den Nanometermalistab dramatisch
zu, wie Formel 2.4-2 zeigt. Aufgrund ihrer geringen Partikelgrofie
verfugen Nanosuspensionen Uber eine sehr grolle Oberflache, die
zwischen 60 bis 6000 m? pro Gramm Substanz liegt (Jander et al.,
1995). Dadurch werden Substanzen, die als Nanosuspension formuliert
sind, deutlich schneller aufgelost. Eine gute Losungsgeschwindigkeit ist
haufig der wichtigste Parameter fur eine schnelle und vollstandige
Absorption, was in der Folge zu einer hohen Bioverfugbarkeit und einem

schnellen Anfluten des Arzneistoffs im Korper fuhrt .

Formel 2.4-2: Modifikation des Noyes-Whitney Gesetzes nach Levich und Nernst-Brunner

d
S (D x A)/R)(Cs - X/V)

dt
dX/dt = Lésungsgeschwindigkeit
D = Diffusionskoeffizient
A = Oberflache des Partikels
h = Dicke der Diffusionsschicht
Cs = Sattigungsloslichkeit des Arzneistoffes
X = Konzentration in der umliegenden Lésung
\% = Volumen des Freisetzungsmediums

Dartber hinaus kommt fir Nanosuspensionsformulierungen ein weiteres
Phanomen zum Tragen, das grundsatzlich mit der Kelvin-Gleichung

(siehe Formel 2.4-3) beschrieben ist.
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Formel 2.4-3: Kelvin Gleichung

I B 2y * Uy
n =
P, r=*«T=xR
P, Dampfdruck eines Partikels mit dem Radius r

P Dampfdruck eines Partikels mit unendlichem Radius (ebene Oberflache)
Y Grenzflachenspannung der Partikel
molares Volumen (in m*mol)
r Radius des Partikels
R allgemeine Gaskonstante (8,134 J/K*mol)

T absolute Temperatur [K]

Darin wird die Erhohung des Dampfdruckes eines Flussigkeitstropfens
mit zunehmender Krimmung der Oberflache beschrieben. Ubertragen
auf einen dispersen Feststoff bedeutet das: wird die Teilchengrolie eines
Partikels bis in den Bereich von etwa 2 ym und darunter verringert,
entsteht ein derart stark gekrummter Partikel, dass der Partikel eine
hohere Partialloslichkeit aufweist, als die Sattigungsloslichkeit der
Substanz es  modglich  erscheinen lasst. Dadurch  fuhren
Nanosuspensionsformulierungen schwerloslicher Substanzen zu einer
erhdhten Loslichkeit der so formulierten Arzneistoffe (Mdller et al.,
1998a).
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2.4.3 Moglichkeiten zur Erzeugung von Nanosuspensionen

Die Methoden zur Herstellung von Nanopartikeln beziehungsweise
Nanosuspensionen lassen sich nach der Art der Herstellung in ,top-
down®- und ,bottom-up“-Methoden unterscheiden. Bei den top-down
Methoden erfolgt dabei eine Zerkleinerung von Partikeln im unteren
Mikrometerbereich mit Hilfe geeigneter Zerkleinerungsverfahren bis in
den Nanometerbereich. Zu den gebrauchlichsten Verfahren gehoren
dabei das Mahlen in Ruhrwerkskugelmuhlen (Merisko-Liversidge, et al.,
2003) sowie die Hochdruckhomogenisation (Keck und Muller, 2006). Bei
den bottom-up Methoden handelt es sich um aufbauende Verfahren. Die
Partikel werden durch Assoziation von Molekulen aus einer
wirkstoffhaltigen Losung oder durch Polymerisation von Monomeren aus
einer Losung hergestellt . Mit Hilfe dieser Methoden kdnnen Nanopartikel
beliebiger GroRe hergestellt werden, da sich der Aufbauprozess an
beliebiger Stelle stoppen lasst. Grundsatzlich kann dabei nach folgenden

Herstellungsverfahren unterschieden werden:

1. Polymerisation von Monomer- oder Oligomermolekulen aus

wassriger Phase
2. Polymerisation und Vernetzung aus hydrophilen O/W-Emulsionen

3. Polymerisation und Vernetzung aus ultrafeinen lipophilen W/O —

Emulsionen
4. Grenzflachenpolymerisation und —polykondensation

5. Physikalische Methoden: Solvent Deposition und Solvent
Evaporation
6. Wirkstoffbeladung wahrend und nach der Herstellung durch

Adsorption und Adhasion
(Hou, et al., 2007; Muller et al., 1998b).
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grobdisperse
Wirkstoffsuspension

Fallung Chem. Reaktion

| Wirkstofflosung Vorprodukte-L6sung

Abbildung 2.4-2: Methoden zur Herstellung von Nanopartikeln (nach Horn und Rieger, 2001)

Zur  Erzeugung von  Nanosuspensionen werden  vorrangig
Zerkleinerungsverfahren wie die zuvor erwahnte Hochdruck-
homogenisation oder das Mahlen in Ruhrwerkskugelmuhlen eingesetzt
(Stenger, 2005). Dazu wird eine (Makro)Suspension hergestellt, deren
disperse Phase anschlieBRend durch eine intensive Beanspruchung
zerkleinert wird. Dabei ist zu berucksichtigen, dass ein solches Verfahren
einen hohen Energieeintrag in das System bedeutet. In der Regel
mussen die Partikel, deren Oberflache enorm vergroRert wird, auRerdem
durch einen geeigneten Hilfsstoffzusatz vor Agglomeration geschutzt
werden (siehe Abbildung 2.4-2). Ein Upscaling ist meist problemlos und
die  Herstellverfahren liefern in  der Regel eine enge
TeilchengroRenverteilung und gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.
Aulerdem sind die Verfahren in einem weiten Konzentrationsbereich
flexibel in der Konzentration des eingesetzten Feststoffes.
Feststoffgehalte von 1 bis 400 mg/ml sind erreichbar, was sehr gering

bis hoch konzentrierte Suspensionen ermdglicht.
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2.5 Miihlen zur Erzeugung von Nanosuspensionen

2.5.1 Riihrwerkskugelmiuihle

Bei Ruhrwerkskugelmuhlen handelt es sich um eine Sonderform der
Kugelmuhlen. Es sind sowohl Gerate mit horizontaler als auch vertikaler
Mahlkammer Ublich. Die Mahlkammer ist mit losen Mahlkorpern gefullt,
die von einem Rotor bewegt werden. Je nach Verwendung und
Beschaffenheit der Mihle kénnen die Mahlkérper im Grdflienbereich von
mehreren Zentimetern Durchmesser bis in den Mikrometerbereich
liegen. Fur pharmazeutische Anwendungen werden die Muhlen fur die
Zerkleinerung in den Nanometerbereich genutzt, wobei Mahlkorper mit
einer Grol3e im Mikrometer- bis Millimeterbereich eingesetzt werden.

Die verwendete Muhle der Firma VMA Getzmann (VMA Getzmann
GmbH, Reichshof, Deutschland) verfugt Uber eine horizontal liegende
Mahlkammer, die von einem Kuhlmantel umgeben ist. Das Volumen der
Kammer betragt bei dem verwendeten Modell 50 ml. Wie in Abbildung
2.5-1 zu sehen, ist ein Vorratsgefald mit einem Volumen von 1000 ml auf
die Mahlkammer aufgesetzt. Die Forderung der Suspension durch die
Mahlkammer erfolgt mit einer Pump- und Ruhreinheit (Dissolver), die auf
das Vorratsgefald aufgesetzt ist. Der Motor treibt dabei eine Welle an, an
deren Ende eine Pumpscheibe befestigt ist. An der Welle Uber der
Pumpscheibe befindet sich eine Dissolverscheibe, die die Suspension im
Vorratsbehaltnis bei Rotation der Welle in Bewegung halt und so eine
Sedimentation der Partikel verhindert. Bei Rotation der Pumpscheibe
wird die Suspension von oben aus dem Vorratsgefal® zentrisch

angesogen und nach unten in die Mahlkammer gedruckt.
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Abbildung 2.5-1: Schematische Darstellung der Riihrwerkskugelmiihle im Zirkulationsbetrieb

Nach Passage der Mahlkammer tritt die Suspension seitlich Uber einen
Produktauslassstutzen aus, in dem auch der Temperaturfuhler befestigt
ist. Die Temperatur der Suspension wird also nach Passage der
Mahlkammer ermittelt. Die Mahlung kann im Zirkulationsbetrieb oder
nach dem Passageverfahren erfolgen. Bei ersterem wird die
Suspension, die aus der Mahlkammer austritt, wieder in den
Vorratsbehalter gefordert und kann die Mahlkammer sofort wieder
durchlaufen. Beim Passageverfahren durchlauft die Suspension nur
einmal komplett die Mahlkammer und wird anschlielend in einem Gefal}
aufgefangen. Die aufgefangene Suspension kann fur weitere Passagen
wieder in den Vorratsbehalter der Muhle Uberfuhrt werden. Die Anzahl

der erfolgten Passagen kann als Prozessparameter genutzt werden.
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Aullerdem bietet das Passageverfahren eine bessere
Temperaturkontrolle bei temperaturempfindlichen Suspensionen.

Da die Muhle fur die Entwicklung pharmazeutischer Formulierungen
bestimmt war, wurde bei der Auswahl der Komponenten der Muhle
besonderer Wert auf die Abriebsbestandigkeit gelegt. Um einen
moglichst geringen Abrieb der Mahlkammerwandung zu gewabhrleisten,
besteht die Auskleidung aus siliziuminfiltriertem Siliziumkarbid (SiSiC).
Das Material bietet den Vorteil einer grof3en Harte von 9,6 auf der Mohs
Skala. Der Diamant hat nach dieser Skala mit einem Wert von 10 die
grolte Harte. Alle Harten werden relativ zueinander angegeben, wobei
immer das Material mit der hoheren Kennzahl befahigt ist, das mit der
niedrigeren Kennzahl anzuritzen. Vorteilig wirkt sich weiterhin die gute
Warmeleitfahigkeit aus. Die Abwarme, die wahrend des Mahlprozesses
entsteht, kann so Uber eine Gegenkuhlung abgefuhrt werden. Nachteilig
ist, dass SiSiC sehr sprode ist und somit nicht fur alle Bauteile verwendet
werden kann. Der Mahlrotor besteht aus einer Zirkonoxid-Keramik, die
ebenfalls als sehr abriebsarm angesehen werden kann. Die
Hochleistungskeramik Zirconiumdioxid (ZrO;) gehort zu der Gruppe der
Oxidkeramiken und ist ein nichtmetallischer, anorganischer Werkstoff.
Die Trennung von Suspension und Mahlkorpern vor dem Verlassen der
Mahlkammer wird bei Ruhrwerkskugelmuhlen mit Hilfe einer Siebpatrone
oder eines dynamischen Reibspaltes ermoglicht. Die verwendete Muhle
arbeitet mit der Abtrennung durch einen Reibspalt. Dies ist ein Spalt
zwischen Rotor und Ruckwand der Mahlkammer, der auf eine definierte
Breite eingestellt ist. Bei der verwendeten Mlhle betrug die Spaltbreite
100 ym. Die Suspension kann somit durch den Spalt abgepumpt
werden, wahrend die Mahlkorper zu grof3 sind und in der Mahlkammer
zuruckgehalten werden. Fur die Auswahl der Mahlkorper ist allerdings zu

beachten, dass diese mindestens die dreifache Grolle des Reibspaltes
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aufweisen mussen, da es sonst zu einem Verkanten der Mahlkorper im
Reibspalt und einer Beschadigung des Mahlrotors kommen kann. Nach
Passieren des Reibspaltes wird die Suspension durch eine seitliche
Bohrung des Flansches durch den Produktauslass und ein
Schlauchsystem zurick in den Vorratsbehalter gepumpt. Die Ubliche
Mahldauer in Ruhrwerkskugelmuhlen betragt 30 Minuten bis mehrere
Tage, wobei Mahlungen im pharmazeutischen Bereich eher im Bereich
von 30 Minuten bis einigen Stunden liegen (Merisko-Liversidge et al.,
2003).

Die Steuerung der Muhle erfolgt Uber ein Bedienfeld mit Digitaldisplay,
auf dem die wichtigsten Parameter der Mahlung abgelesen werden
konnen. Dies sind vor allem die Drehzahl, die Mahldauer, der
Leistungseintrag und die Produkttemperatur. Diese wird Uber einen
Temperaturfuhler am Produktauslass in der Suspension ermittelt.
Aulerdem verfugt die Muhle Uber die Moglichkeit, anstelle der Drehzahl

uber die Leistung gesteuert zu werden.

2.5.2 Umbau der Ruhrwerkskugelmiihle

Die Muhle ist von Seiten des Herstellers mit einer Dispergier- und
Pumpeinheit ausgestattet (siehe Abbildung 2.5-1), die die Suspension
aus dem Vorratsbehalter durch die Mahlkammer fordert. Die Drehzahl
des Dissolver-Motors wird dabei Uber ein Drehpotentiometer an der
Muhle gesteuert. Nach ersten Versuchen stellte sich heraus, dass der
vom Hersteller angebotene Aufbau fur die Praparation pharmazeutischer
Suspensionen mit kleinen AnsatzgroRen ungeeignet war. Das System
aus Pump- und Dissolverscheibe war nicht flr kleine Mengen
Suspension ausgelegt. Um eine Pumpwirkung zu erzielen, waren
aullerdem recht hohe Drehzahlen des Dissolver-Motors erforderlich, was

dazu fuhrte, dass die Suspension durch die starke Scherung der
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Abbildung 2.5-2: Schematische Darstellung in Aufsicht nach dem Umbau der Miihle

Dissolver- und Pumpscheibe stark zu schaumen begann. Der
Produktauslass und die ProduktruckflUhrung waren ebenfalls fur grofde
Volumina ausgelegt, so dass sich ein recht gro3es Totvolumen ergab.
Aus diesem Grund wurde der Aufbau der Muhle so verandert, dass er
den eigenen Bedurfnissen entsprach. Zum einen wurde ein neuer
Produktauslassstutzen gefertigt, bei dem der Durchmesser der Bohrung
von 9,5 mm auf nur noch 6 mm reduziert wurde. Des Weiteren wurde
das Pumpsystem mit Pump- und Dissolverscheibe demontiert und durch
eine externe Schlauchpumpe (Watson Marlow, Cheltenham, England)
ersetzt. Diese Umstellung von einem druckenden System auf ein
saugendes Pumpsystem ermoglichte auch bei hohen Forderraten eine

Schaumbildung der Suspensionen im Vorratsgefa® komplett zu
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vermeiden. Als weitere MalRnahme wurde der Durchmesser des
verwendeten Silikonschlauches fur den Zirkulationsbetrieb von 6 mm auf
einen Millimeter reduziert. Durch die Umbaumalinahmen konnte das
Volumen von Mahlkammer (bei Befullung mit Mahlkorpern),
Produktauslass und Schlauchsystem auf 33 ml gesenkt werden, was bei

Verwendung hochpreisiger Arzneistoffe einen grol3en Vorteil darstellt.

2.5.3 Arten der Partikelzerkleinerung

Die Mahlkorper werden durch den Mahlrotor in Bewegung versetzt und
in der Mahlkammer verwirbelt. Sie verfugen somit Uber eine recht grole
Bewegungsenergie, die zur Zerkleinerung der Feststoffpartikel in der
Suspension genutzt werden kann. Nach Mende (Mende, 2004) erfolgt
die Zerkleinerung der Partikel dabei hauptsachlich nach drei
verschiedenen Mechanismen. Damit ein Partikel zwischen zwei
Mahlkorpern zerkleinert werden kann, muss er zwischen diesen
eingefangen und beansprucht werden. Es kann nach der Anzahl der
eingefangenen Partikel zwischen drei Fallen der Beanspruchung

unterschieden werden:

e FEinzelpartikelbeanspruchung:
Nur ein Partikel wird zwischen zwei Mahlkorpern eingefangen und
mit deren gesamter Prallenergie beansprucht.

e Beanspruchung mehrerer Partikel:
Im Gegensatz zur Einzelpartikelbeanspruchung werden mehrere
Partikel zwischen zwei Mahlkdrperoberflachen eingefangen. Jeder
einzelne Partikel hatte am Ende des Beanspruchungsvorgangs
Kontakt zu beiden Mahlkoérpern und wurde unabhangig von den
anderen Partikeln beansprucht. Der grofte Partikel oder der

Partikel, der sich am nachsten an der Verbindungslinie der beiden
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Mahlkorpermittelpunkte befindet (Abbildung 2.5-3) wird bei der
Annaherung der Mahlkorper als erstes eingefangen und mit der
vollen Energie beansprucht. Bei allen weiteren Partikeln des
Kollektivs ist die Beanspruchungsenergie geringer als beim ersten
Partikel. Somit kommt es bei einem Kontakt der Mahlkorper zu
mehreren Einzelpartikelbeanspruchungen mit unterschiedlichen
Beanspruchungsenergien.
e Beanspruchung eines Gutbettes:
Bei diesem Beanspruchungstyp wird ein Gutbett zwischen den

Mahlkorpern eingefangen und komplett beansprucht.

Die Anzahl der Partikel, die zwischen zwei Mahlkorpern eingefangen
werden, ist von verschiedenen Faktoren abhangig. So spielt z.B. die
Feststoffkonzentration und die Grof3e der Partikel eine Rolle. Wird die
Konzentration des Feststoffes in der Suspension zu weit erniedrigt, sinkt
die Wahrscheinlichkeit, dass ein Partikel von zwei Mahlkorpern
eingefangen wird. Auch der Durchmesser dyk der eingesetzten
Mahlkorper hat einen Einfluss auf die Partikelzerkleinerung. Die
Zerkleinerung des Partikels kann nur in einem aktiven Volumen
zwischen  zwei  Mahlkorpern  erfolgen. Der  Abstand  der
Mahlkorperoberflachen im zerkleinerungsaktiven Volumen muss dabei

kleiner sein als der Durchmesser dp des Partikels (Abbildung 2.5-3).
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Abbildung 2.5-3: Zerkleinerungsaktives Volumen zwischen zwei Mahlkérpern (A)

und Beanspruchung mehrerer Partikel (B)

Dabei muss berucksichtigt werden, dass im Verlauf der Mahlung mit der
Reduktion der Partikelgro3e auch das zerkleinerungsaktive Volumen
zwischen zwei Mahlkorpern abnimmt. Dafur steigt jedoch die Anzahl der
Partikel in der Suspension an. Ein weiterer Aspekt ist, dass bei der
Annaherung zweier Mahlkorper das Suspensionsmedium zwischen
ihnen verdrangt wird. Mit abnehmendem Abstand erhoht sich dabei die
Geschwindigkeit der Verdrangung. Je kleiner die Partikel in der
Suspension werden, desto eher werden sie mit der Stromung aus dem
Spalt zwischen den Mahlkdrpern gerissen und somit der weiteren
Zerkleinerung entzogen. Diese Effekte fuhren dazu, dass sich eine
Untergrenze der Partikelzerkleinerung aufgrund der verwendeten

Mahlkorper ergibt.
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2.5.4 Mahlkorper

FUr den Betrieb in RUhrwerkskugelmuhlen sind Mahlkorper aus
unterschiedlichen Materialien verfugbar. Die Mahlkorper befinden sich
als lose Schittung in der Mahlkammer der Muhle. Sie werden vom
Mahlrotor der Mduhle in Bewegung versetzt und sind das
zerkleinerungsaktive Medium. Unter dem Uberbegriff Mahlkérper sind
alle zur Mahlung eingesetzten Formen zusammengefasst. Dies konnen
zylindrische oder spharische Korper sein. Bei spharischen Mahlkorpern
spricht man allgemein von Mahlkugeln, unterhalb einer GroRRe von
3,0 mm wird eher von Mahlperlen gesprochen. Als Materialien werden
hauptsachlich Glas, Stahl, Keramiken und Polymere eingesetzt. Fur
pharmazeutische Anwendungen spielt neben der Zerkleinerungswirkung
jedoch vor allem der Abrieb der Mahlkorper eine entscheidende Rolle, da
dieser eine Verunreinigung des Produktes darstellt. Ein interessanter
Ansatz zur Losung der Problematik wurde von Juhnke verfolgt (Juhnke
und Weichert, 2005a; Juhnke und Weichert, 2005b). Es wurden Uber ein
Tropfverfahren in flussigen Stickstoff kleine Mahlkorper aus Eis
hergestellt. Bei der Mahlung unter tiefen Temperaturen konnte gezeigt
werden, dass sie zur Herstellung von Nanopartikeln geeignet waren. Als
grof3er Nachteil sind allerdings die tiefen Temperaturen anzusehen, die
fur die Mahlung notwendig sind, was das Verfahren aufwandig und
kostspielig macht. Es werden daher Mahlkorper bendtigt, die uber eine
hohe Abriebsfestigkeit verfugen. Gebrauchlich sind stabilisierte
Zirkonoxid-Keramiken und in den letzten Jahren vermehrt Polystyrol
(Merisko-Liversidge et al., 2003) und andere Polymere.

In dieser Arbeit kamen vier verschieden Mahlkorpertypen zum Einsatz.
Zum einen wurden zwei Chargen Keramik-Mahlperlen verwendet, die
unterschiedlich stabilisiert waren, um die Abriebsfestigkeit zu erhohen;

zum anderen wurden zwei verschiedene Polymere verwendet. Dies
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waren zum einen Mahlperlen aus Polystyrol und zum anderen

zylindrische Polycarbonat Mahlkorper.

2.5.41 Zirkonoxid Mahlkorper

Zirconiumdioxid (ZrO,) ist eine Hochleistungskeramik und gehort in die
Gruppe der Oxidkeramiken. Da es nicht moglich ist, das reine Material
als Werkstoff zu nutzen, werden ca. 5% weitere Metalloxide zugesetzt,
um die Keramik zu stabilisieren. Durch den Zusatz wird die tetragonale
Struktur des Materials bei Raumtemperatur stabilisiert, wodurch die
Keramik ihre Festigkeit erhalt. Sie zeichnet sich durch ihre hohe
Bestandigkeit gegenuber Losemitteln und ihre gute Abriebsfestigkeit aus.
Fur die Untersuchungen wurden zwei Typen von Mahlperlen aus
Zirkonoxid verwendet. Als stabilisierender Zusatz waren diesen zum

einen Yttriumoxid (Y,03) und zum anderen Ceroxid (CeO) zugesetzt.

Tabelle 2.5-1: Kennzahlen der stabilisierten Zirkonoxid Mahlperlen

Zirkonoxid Zirkonoxid

Cer stabilisiert Yttrium stabilisiert

Farbe braun weild
spezifisches Gewicht in [kg/l] 6,1 6,0
Schiittdichte in [kg/l] 3,5 3,6
Harte nach Mohs >9 >8
Lebensdauer in Std. bis 4.000 bis 6.000

Die Mahlperlen verfugen uUber eine grol3e Harte von 8 bis 9 auf der
Mohs-Skala. Aufgrund ihrer hohen Schuttdichte verfigen die Mahlperlen
wahrend des Mahlprozesses Uber eine hohe kinetische Energie und
konnen durch den geringen Abrieb uUber einen Zeitraum von 4000 bis

6000 Stunden eingesetzt werden.
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2.5.4.2 Polycarbonat-Mahlkorper

Polycarbonat ist ein glasklarer synthetischer Polyester. Das Polymer
verfugt Uber eine hohe Schlagzahigkeit und weist eine sehr gute
Biokompatibilitat auf, weshalb es fur die Herstellung vieler medizinischer
Einmalprodukte verwendet wird. Das Polymer ist jedoch gegen viele
organische Losemittel, Sauren und Laugen nicht bestandig, so dass die
Bestandigkeit vor dem Einsatz von Polycarbonat geklart sein muss. Fur
die Durchfihrung der Versuche wurden Polycarbonat-Mahlkérper
eingesetzt (Norstone Inc., Wyncote, USA), die nicht spharisch, sondern
zylindrisch  waren. Die Grolle der kleinen Zylinder betrug
380 * 380 * 540 um.

2.5.4.3 Polystyrol-Mahlkorper

Polystyrol ist ein transparentes Polymer, das aufgrund seiner
Eigenschaften, genau wie Polycarbonat, breite Verwendung in vielen
Bereichen des taglichen Lebens findet. Es gilt als physiologisch
unbedenklich und ist z.B. fur Lebensmittelverpackungen
uneingeschrankt zugelassen. Die chemische Bestandigkeit des
Polymers ist temperaturabhangig. Es zeigt eine gute Bestandigkeit
gegen aliphatische Alkohole und Laugen. Auch gegenuber Sauren ist es
teilweise bestandig. Gegenuber organischen Ldsemitteln ist die
Bestandigkeit jedoch gering und muss vor Verwendung geklart werden.

Es wurden zwei Chargen Polystyrolmahlperlen mit einer
Mahlkorpergrole von 0,360 — 0,610 mm sowie 0,610 — 0,990 mm
verwendet (Norstone Inc., Wyncote, USA). Vor allem die Charge mit der
geringeren Mahlperlengrofle zeigte eine hohe Adhasivitat der
Mahlkorper, was auf herstellungsbedingtes freies Styrol zurickzufuhren
war. Laut Herstellerangaben sollten die Mahlkorper daher vor der ersten

Anwendung mit einer ausreichenden Menge heillen Wassers gespult
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werden. Dazu wurde eine Perkolatorsaule mit den Mahlperlen befillt und
anschliefdend mit einer gro3en Menge 85°C heilden Wassers gespult. Bei
Verwendung neuer Mahlkorper im Mahlprozess wurden diese vor Beginn
der Mahlung zudem bei niedrigen Drehzahlen des Mahlrotors in der
Mahlkammer mit einer ausreichenden Menge partikelfreien Wassers

gespult.

Tabelle 2.5-2: Kennzahlen der verwendeten Polymer-Mahlkorper

Polycarbonat Polystyrol

Farbe gelb eingefarbt klar
spezifisches Gewicht in [kg/l] 1,20 1,05
Schiittdichte in [kg/l] 0,72 0,63
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3 Methoden

3.1 TeilchengréBenbestimmung

Je nach GrolRenbereich der zu untersuchenden Partikel stehen

unterschiedliche Messverfahren zur Verfugung.

3.1.1 Laserlichtstreuung

Da dem Verfahren der Laserlichtstreuung in dieser Arbeit eine
besondere Bedeutung zukommt, wird auf die theoretischen Grundlagen
im Folgenden naher eingegangen.

Die Bestimmung von Partikeln im Bereich unter einem Mikrometer, auch
als Submikronbereich bezeichnet, kann nicht mit lichtmikroskopischen
oder Lichtbeugungsverfahren erfolgen. Zur Bestimmung der
PartikelgroRe sind in diesem Grolienbereich nur zwei Verfahren, die
Elektronenmikroskopie und die Laserlichtstreuung, Ublich. Ein drittes
Verfahren, das Coulter-Counter Prinzip, weist gegenuber diesen beiden
Verfahren einige Nachteile auf und kann seit der Verbreitung der
Laserlichtstreuung als obsolet angesehen werden. Die
Laserlichtstreuung, auch als Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS)
oder dynamische Lichtstreuung (DLS) bezeichnet, hat dabei den Vorteil
der einfachen Probenpraparation und der Schnelligkeit. Eine Kalibrierung
des Systems ist bei diesem Verfahren nicht erforderlich und eine Probe

lasst sich innerhalb weniger Minuten analysieren.

3.1.1.1 Messprinzip

Die Laserlichtstreuung basiert auf der Messung der Brownschen
Molekularbewegung der einzelnen Partikel in der Probe Uber die Zeit.
Bei der Brownschen Molekularbewegung handelt es sich um eine
statistische, ungeordnete Bewegung von Partikeln im GroRenbereich

unter 5 um, die durch den Zusammenstol} mit Loésemittelmolekulen in
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dem sie umgebenden Dispersionsmedium zustande kommt. Kleine
Partikel werden durch die ZusammenstoRe starker angeregt und
bewegen sich daher schneller. Die Brownsche Molekularbewegung kann

mit Hilfe der Stokes-Einstein-Gleichung naher beschrieben werden:

Formel 3.1-1: Stokes-Einstein-Gleichung
kT

d(H)=37t*n*D

d(H)
D = Diffusionskoeffizient

hydrodynamischer Durchmesser

T = absolute Temperatur
n =  Viskositat
k = Boltzmann Konstante

Der gemessene hydrodynamische Durchmesser entspricht dabei nicht
dem Volumen- oder Massendurchmesser, sondern gibt den
Durchmesser einer Kugel mit aquivalenter Diffusionsgeschwindigkeit
wieder (Goetting, 1998). Der Volumen- oder Massendurchmesser kann
mit Hilfe der Mie-Theorie direkt aus dem Wert fur d(H) errechnet werden.
FUr die Umrechnung ist die Kenntnis der optischen Parameter
(Brechungsindex und Absorptionsverhalten) der Partikel notwendig
(Rawle und Nitzsche). Wie aus der Gleichung ersichtlich ist, haben
Temperatur und  Viskositat des  Dispersionsmediums  einen
entscheidenden Einfluss auf den hydrodynamischen Durchmesser der
Partikel. Trifft ein Lichtstrahl auf die Partikel in der Probe, wird das
auftreffende Licht an diesen gestreut. Je nach Grolke der Partikel kommt
es dabei zu unterschiedlichen Arten der Lichtstreuung. Fur die
Photonenkorrelations-spektroskopie sind dabei vor allem die Rayleigh-
und die Mie-Streuung von Bedeutung. Das von den Partikeln gestreute

Licht dient als Messsignal (Hunnius und Ammon, 2004).
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3.1.1.2 Rayleigh — Naherung

Die Rayleigh-Naherung gilt fur Partikel mit einem Durchmesser von
d < A10.

Dies entspricht bei Verwendung eine Helium-Neon-Lasers mit einer
Wellenlange von 633 nm einer Partikelgro3e von <70 nm. Die Partikel in
diesem GroRRenbereich zeigen isotropes Streuverhalten, d.h. sie streuen
das Licht innerhalb der Streuebene in alle Raumrichtungen
intensitatsgleich ab. Deshalb bezeichnet man diese Partikel auch als
"Rayleigh-Streuer". Die Anwendung der Laserlichtbeugung ist in diesem

GrolRenbereich nicht moglich.

Rayleigh-Naherung

a. l~d°®

b. | ~1/A*

| = Streulichtintensitat
d = Partikeldurchmesser

A = Wellenlange des eingestrahlten Lichts

Der Term d° zeigt die extreme Abhangigkeit der Streulichtintensitat von
der Partikelgrofie. Ein Partikel mit einem Durchmesser von 1 nm hat
demnach eine um 10 geringere Streulichtintensitat als ein Partikel von
10 nm Durchmesser. Die Verdopplung des Partikeldurchmessers fuhrt
bereits zu einer 64-fachen Streulichtintensitat. Ergebnis dessen kann
sein, dass groRere Partikel aufgrund ihrer hohen Streulichtintensitat das
Streulicht kleinerer Teilchen praktisch "unsichtbar" machen (Rawle und
Nitzsche). Die untere Messgrenze hangt folglich wesentlich von der
Sauberkeit des Systems (Probe, Messzelle, Optik) und von der

verfugbaren Laserintensitat ab. Wenn z.B. Teilchen mit einer Gré3e von
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1 nm zu messen sind, sollte das Dispergiermedium sehr sorgfaltig filtriert
werden, um samtliche groRen Teilchen (Staubpartikel) zu entfernen

(Rawle und Nitzsche).

Mie-Bereich

Dieser Bereich ist definiert als der Grof3enbereich zwischen
N10 <d < 5A

Bei Verwendung eines Helium-Neon-Lasers mit einer Wellenlange von
633 nm ergibt sich daraus eine Partikelgrof3e von 70 nm bis 3 uym. Die
Partikel zeigen in diesem GroRenbereich keine Streuung in alle
Raumrichtungen, sondern die Streustrahlung geht immer mehr in eine
gerichtete Vorwartsstreuung uber. Der Zusammenhang zwischen
Streuintensitat und PartikelgroRe kann mit Hilfe folgender Gleichung

ausgedruckt werden:

| ~ d?
d =Partikeldurchmesser

A =Wellenlange des eingestrahlten Lichts

Die gleichzeitige Anwesenheit kleiner und grof3er Teilchen hat nach
dieser Beziehung nicht mehr den starken Einfluss auf die Zunahme der
Streulichtintensitat, wie dies im Rayleigh-Bereich der Fall ist. Eine
Verdopplung der Teilchengrote von z.B. 100 nm auf 200 nm wirde

damit zu einer Zunahme der Streulichtintensitat um das 4-fache fuhren.
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Vergleicht man die Intensitat der Messsignale Uber einen Zeitraum von
einigen Sekunden, lasst sich eine Anderung des Messsignals feststellen.
In Abbildung 3.1-1 ist eine zeitliche Abfolge der Partikelbewegung am
Beispiel groler Partikel zur Veranschaulichung dargestellt. Abbildung
3.1-2 zeigt den entsprechenden Ablauf anhand kleiner, sich schneller
bewegender Partikel. Die Beobachtung beginnt bei t=0. Nach kurzer Zeit,
bei t=6t, hat sich die Position der groRen Partikel gegenuber der
Ausgangsposition nur unwesentlich verandert. Die Partikel haben ihre
Position gegenuber dem Ausgangszustand kaum verandert und die
Korrelation der beiden Messsignale von t=0 und t=0t ist somit hoch
(Korrelationskoeffizient nahe 1,0). Mit fortschreitender Beobachtungszeit
andert sich die Position der Partikel und lasst die Korrelation der
Messsignale abnehmen. Bei der Beobachtungszeit t=~ haben sich die
Partikelpositionen so verandert, dass sich kein Partikel mehr an seiner
Ausgangsposition von t=0 befindet. Die Korrelation der Messsignale von
t=0 und t= ist somit auf null gesunken (Korrelationskoeffizient = 0). Da
kleine Partikel starker durch die Molekule des Dispersionsmediums
angeregt werden und somit eine starkere Diffusion zeigen, ist der
Zustand bei t=-«, namlich keine Korrelation zu t=0, in dieser Probe fruher
erreicht. Fur die Messung der Partikelgrofde ist daher eine kurze
Samplezeit zur Beobachtung schneller Diffusionen, gleichzeitig aber
auch eine lange Beobachtungszeit flur die Messung langsamer
Diffusionsprozesse notwendig (Rawle und Nitzsche). Das Zeitintervall
zwischen den einzelnen Messpunkten liegt im Bereich von Mikro- bzw.
Nanosekunden. Die Messzeit von t=« liegt somit im Bereich von einigen

zehn Millisekunden.

43



Methoden

t=0 t=ot t =26t =00
Abbildung 3.1-1: zeitliche Abfolge der Partikelbewegung am Beispiel groRer Partikel

t=0 t=ot t =26t =00
Abbildung 3.1-2: zeitliche Abfolge der Partikelbewegung am Beispiel kleiner Partikel

Je kleiner die Partikel sind, desto steiler ist der Abfall der
Korrelationsfunktion, da sich die Partikel schneller bewegen. In
Abbildung 3.1-3 ist der Abfall der Korrelationsfunktion G am Beispiel
groler und kleiner Partikel dargestellt. Durch die langsamere Bewegung
groRer Partikel resultiert eine langsamere Signalanderung, was
wiederum zu einem langsamen Abfall der Korrelationsfunktion fuhrt. Die
Vermessung der Proben erfolgt normalerweise in starker Verdinnung.
Allerdings ist es erforderlich, dass sich eine Mindestanzahl von in etwa
10® Partikel in der Probe befinden, damit sich der Ein- und Austritt von
Partikeln aus dem Streuvolumen nicht zu stark bemerkbar macht. Die
Probe sollte dazu optisch eine leichte Opaleszenz oder ,Milchigkeit*

aufweisen.
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1,0
0,9
0,8
grofRe Partikel
0,7
0,6

0,5

0,4

Korrelationsfunktion G

0,3

kleine Partikel

0,2

0,1

0,0

Abbildung 3.1-3: Korrelationsfunktion fiir groRe und kleine Partikel

3.1.1.3 Aufbau der Messanordnung

In Abbildung 3.1-4 ist der Aufbau der Messanordnung des verwendeten
Zetasizer Nano ZS schematisch dargestellt. Als optische Einheit dient
ein  Helium-Neon-Laser mit einer Wellenlange von 633 nm. Im
Strahlengang des Lasers befindet sich vor der Kuvette ein Attenuator,
mit dessen Hilfe die Intensitat des Laserlichts abgeschwacht werden
kann. Die Kuvettenhalterung ist fur die Aufnahme von Standardkuvetten
mit den Abmessung 10 x 10 mm ausgelegt und kann zur Festlegung der
Messposition in der Kuvette horizontal verschoben werden. Des weiteren
ist die Kuvettenhalterung temperierbar, um eine einheitliche
Messtemperatur zu gewahrleisten. Das von den Partikeln
zuruckgestreute Licht wird in einem Winkel von 173° zur

Einstrahlposition gemessen und an den Photomultiplier geleitet.
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Aufgrund der sehr geringen Lichtmenge ist es erforderlich, das
gemessene Signal in einem Photomultiplier elektronisch zu verstarken.

Die so aufbereiteten Signale werden an den Korrelator weitergeleitet, der

~

die eigentliche Datenauswertung tbernimmt (Nitzsche, 1997a).

-

Photomultiplier & Korrelator

B

He-Ne-Laser, Wellenldnge 633 nm

Attenuator Kiivettenhalter:
e temperierbar
e verschiebbar

-, RS
4 \

\ \ , /
N e e o o o ”

Abbildung 3.1-4: Aufbau des Zetasizer Nano ZS (nach Malvern Instruments)

_——— - —— -

3.1.1.4 Kumulantenanalyse

Die einfachste Moglichkeit der Auswertung des Messsignals ist eine
Kumulantenanalyse. Da die Autokorrelationsfunktion einen
exponentiellen Abfall zeigt, kann man eine halblogarithmische
Darstellung wahlen, um das Ergebnis linear darzustellen. Der Anstieg
der linearen Regressionsgeraden liefert dabei die Z-Average
PartikelgrolRe, die auch als mittlerer intensitatsgewichteter
Partikeldurchmesser bezeichnet wird. Sie liefert jedoch nur fur

monomodal verteilte Proben korrekte Aussagen. Es handelt sich bei der

46



TeilchengroRenbestimmung

Angabe des Z-Average weder um eine Massen-, noch um eine
Anzahlangabe. Der Wert wird ausschliel3lich aus den Signalintensitaten
der Streulichintensitat errechnet. Mochte man Uber diese Angabe hinaus
Volumen- oder Massenangaben seiner Probe erhalten, muss man diese
mit Hilfe der Mie-Theorie errechnen. Fur diese Berechnungen ist jedoch
die Kenntnis der Brechungsindices von Probenpartikel und

Dispersionsmedium erforderlich.

3.1.1.5 EinflussgroRen bei der PartikelgroRenbestimmung

PCS-Messungen sind sehr empfindlich gegenuber storenden Einflissen
(Gaumet, et al., 2008). So muss sichergestellt sein, dass in der Kuvette
ausschlieBlich Diffusion der zu vermessenden Partikel vorliegt. Andere
Einflusse, wie z.B. Vibrationen, Sedimentation zu groler Partikel,
Flotation oder Konvektion sind auszuschliel3en. Bei zu groRen Partikeln,
die aufgrund ihrer GrolRe einer zu schnellen Sedimentation unterliegen,
ist das Messverfahren daher ungeeignet. Die obere Messgrenze der
Photonenkorrelationsspektroskopie ist begrenzt durch die Sedimentation
der Partikel in der Probe. Fur das in dieser Arbeit verwendete Gerat der
Firma Malvern ist ein GrolRenmessbereich von 0,6 bis 6000 nm
angegeben. Bei Feststoffen mit einer hohen Dichte liegt die Messgrenze
in wassrigem Medium jedoch niedriger als fur Feststoffe mit einer
geringen Dichte in gleichem Medium. Fur die meisten Proben im
pharmazeutischen Bereich kann eine obere Messgrenze von 5 bis 10 um
angenommen werden (Rawle und Nitzsche). Wie aus der Stokes-
Einstein-Gleichung ersichtlich ist, haben Viskositat und Temperatur
einen Einfluss auf die Diffusionsgeschwindigkeit der Partikel. Je hoher
die Viskositat des Dispersionsmediums ist, desto eingeschrankter ist die
Brownsche Molekularbewegung. Die Messung der Partikelbewegung
hangt somit stark von der Viskositat der Probe ab. Der zweite gewichtige

Faktor der Stokes-Einstein-Gleichung ist die Temperatur der Probe. Bei
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hoherer Temperatur bewegen sich die Partikel aufgrund der erhohten
Molekularbewegung schneller. AuRerdem hat die Temperatur wiederum
Einfluss auf die Viskositat der Probe, was ebenfalls zu berlcksichtigen
ist. Bei einer unzureichenden Temperierung der Probe vor Messbeginn
kann es zu Konvektionsstromungen innerhalb der Kuvette und damit zu
einer unkontrollierten Teilchenbewegung kommen. Es ist daher wichtig,
bei Messtemperaturen, die von der Raumtemperatur abweichen, eine
ausreichende Equilibrierungszeit der Probe zu berucksichtigen, um diese
Effekte auszuschliellen. Des Weiteren hat die Sauberkeit der Probe
einen entscheidenden Einfluss auf das Messergebnis. Wie anhand der
Rayleigh-Naherung bereits beschrieben wurde, fuhrt die Koexistenz
kleiner und groRer Partikel in einer Probe zu fehlerhaften
Messergebnissen. Daher kann es durch Staubpartikel, deren Grolie
normalerweise im Mikrometerbereich liegt, zu starken Verfalschungen
des Messwertes kommen. Werden sehr kleine Partikelgrof3en erwartet,
sollten die Proben daher vor der Messung durch einen geeigneten Filter

filtriert werden.

3.1.1.6 Polydispersitatsindex

Der Polydispersitatsindex (PDI) kann je nach Kontext seiner
Verwendung unterschiedlichste Bedeutungen haben. So ist er im
Bereich der Polymerchemie und GrolRenausschlusschromatographie ein
Mald fur die Massenverteilung einer Polymerprobe. Der Quotient aus
massenmittlerem Molekulargewicht zu zahlenmittlerem Molekulargewicht
(Mw/Mn) ist dabei der Polydispersitatsindex der Probe. Im Bereich der
Laserlichtstreuung oder auch Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS)
hat er jedoch eine andere Bedeutung. Wie bereits in Abschnitt 3.1.1.4
beschrieben, wird aus den Messwerten der PCS mit Hilfe eines

Korrelators eine Autokorrelationsfunktion errechnet, an die dann
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anschlieRend eine theoretische Korrelationsfunktion angepasst wird. Die
Abweichung der beiden Korrelationsfunktionen voneinander wird als
Polydispersitatsindex bezeichnet (Goetting, 1998). Er ist somit ein Mal}
fur die Verteilungsbreite, die praktisch als Varianz der Verteilung zu
sehen ist. Dieser kann als Mall fur die Breite der Verteilung
angenommen werden und kann Werte zwischen 0 und 1 annehmen. Der
Polydispersitatsindex ist ein wichtiges Mall bei der Beurteilung der
erhaltenen Werte. Es ist aufgrund des Messprinzips durchaus maoglich,
zufriedenstellende Angaben flur die Partikelgrof3e zu erhalten, die jedoch
einen PDI-Wert nahe 1,0 haben und somit als nicht auswertbar gelten
mussen. In Tabelle 3.1-1 sind Grenzen fur den PDI angegeben, die bei
der Beurteilung der Messergebnisse hilfreich sein kdénnen (Malvern

Instr.).

Tabelle 3.1-1: Beurteilung des Polydispersitatsindex

PDI-Wert Verteilung

< 0,05 streng monodispers
0,1...0,2 enge Verteilung
0,2...0,5 breite Verteilung
0,5...0,7 sehr breite Verteilung
>0,7 PCS nicht auswertbar

3.1.1.7 Praparation der Proben

Vor der Vermessung wurden die Proben zum Erreichen der
entsprechenden optischen Dichte mit Wasser verdunnt und
anschlieRend in Polystyrol-EinmalkUvetten in dem auf 25°C temperierten
Gerat vermessen. Die Bestimmung der Partikelgrof3e erfolgte nach einer
festgelegten Methode, bei der 10 Einzelruns a 30 Sekunden Messdauer
eine Messung ergaben. Die Bestimmung der Partikelgrof3e erfolgte drei

mal.
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3.1.2 Laserlichtbeugung

Bei der Vermessung von Partikeln im Grolienbereich Uber dem Bereich
der PCS ist die Laserlichtbeugung ein etabliertes Verfahren. Die
Methode hat sich mittlerweile als Standard fur die Charakterisierung und
Qualitatskontrolle in vielen Bereichen der Industrie durchgesetzt. Die fur
das Verfahren geeignete Teilchengrolle betragt nach der
ISO-Norm 13320 zwischen 0,1 und 3000 ym. Die Analyse beruht auf
dem nach Fraunhofer beschriebenen Phanomen der Lichtbeugung. Das
auf die Partikel treffende Licht wird an diesen entsprechend der
PartikelgroRe gebeugt, Uber eine Linse gebulndelt und auf einen
Ringdetektor geworfen. Die Dispergierung kann in FlUssigkeit in der
Kavette oder im Druckluftstrom erfolgen.

Zum Einsatz kam ein HELOS-System (Helium-Neon Laser Optisches
System) der Firma Sympatec (Sympatec GmbH, Clausthal-Zellerfeld,
Deutschland).

3.1.3 Mikroskopische Verfahren

Mit den mikroskopischen Verfahren ist es maglich, einen ,direkten® Blick
auf die Partikel in der Probe zu werfen. Es ist somit mdglich, sowohl die
Form der Partikel zu beurteilen, als auch eine Aussage uber
Agglomeration von Partikeln zu treffen. Aufgrund der gro3en Anzahl von
Partikeln in einer Probe ist es mit Hilfe der Mikroskopie jedoch nur
moglich, einen kleinen Ausschnitt der Partikel in der Probe zu
betrachten. Ein Gramm einer Probe mit Partikeln von 10 um
Durchmesser enthalt beispielsweise 760 * 10° Partikel. Diese Anzahl
kann niemals mit Hilfe lichtmikroskopischer Verfahren betrachtet werden.
Eine Kopplung der Lichtmikroskopie mit Bildanalysesystemen, die in der
Lage sind, eine Vielzahl von Partikel mikroskopisch auszuwerten,

ermoglicht es jedoch, einen reprasentativen Stichprobenumfang zu
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untersuchen. Unterscheiden kann man bei den mikroskopischen
Verfahren nach zwei Verfahren, die je nach Grolenbereich der zu

analysierenden Partikel zur Anwendung kommen konnen.

3.1.3.1 Lichtmikroskopie

Die Lichtmikroskopie ist ein Verfahren, bei dem die Wellenlange des
Lichtes die limitierende GroRe der Messung darstellt. Das Verfahren
ermdglicht daher nur die Betrachtung von Proben bis zu einer Grélie von
ca. 1um. Das Verfahren hat den Vorteil der einfachen
Probenpraparation sowie der geringen Kosten. Aullerdem erschliel3en
sich bei der Kopplung lichtmikroskopische Systeme mit digitaler Technik

neue Maoglichkeiten.

3.1.3.2 Elektronenmikroskopie

Sind die zu betrachtenden Strukturen kleiner als die Messgrenze der
Lichtmikroskopie, ermoglicht die Elektronenmikroskopie die Betrachtung
der Strukturen. Die Elektronenmikroskopie ist ebenfalls ein bildgebendes
Verfahren. Allerdings wird die Oberflache mit Hilfe eines
Elektronenstrahls abgetastet. Der Vorteil des Verfahrens ist die hohe
Auflosung der Gerate, die nicht auf die Wellenlange des Lichtes
beschrankt ist. Die zu untersuchende Probe lasst sich in hoher
Auflosung und VergroRerung darstellen. Allerdings ist es nur mdglich,
trockene Proben zu betrachten und die Praparation der Proben ist recht
aufwendig und teuer. Die Proben wurden auf einem Aluminium-
Probentrager fixiert, der mit einem elektrisch leitfahigen Kohlenstoffpad
beklebt war. Anschlielend wurden die vorbereiteten Proben in einem
Sputter Coater mit einer dunnen Goldschicht Uberzogen. Die

verwendeten Gerate sind im Anhang aufgefuhrt.
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3.2 Zetapotential

Das Oberflachenpotential von Partikeln in Suspension lasst sich nicht
direkt ermitteln. Elektrolyte in der Losung bilden eine diffuse Schicht um
die geladenen Partikel und gleichen deren Potential nach aufl3en hin aus,
was die Partikel ungeladen erscheinen lasst. Zur Bestimmung der
Oberflachenladung muss die diffuse Schicht daher entfernt werden.
Dazu macht man sich zunutze, dass geladene Partikel im elektrischen
Feld entsprechend ihrer Ladung wandern. Durch diese Bewegung wird
die diffuse Schicht an Elektrolyten abgeschert und die wahre
Oberflachenladung ist der Messung zuganglich (Muller et al., 1996;
Nitzsche, 1997b). Die Messung erfolgt im Zetasizer mit Hilfe der
Beobachtung der Partikelwanderung nach Anlegen einer elektrischen

Spannung an die Messkuvette.
—

3.3 Kapillarviskosimeter

Die Viskositat idealviskoser Proben lasst sich mit Hilfe eines
Kapillarviskosimeters vermessen. Man macht sich bei der B [4m!
Messung die Tatsache zunutze, dass die
Auslaufgeschwindigkeit einer Flussigkeit aus einer Kapillare
der  Viskositat umgekehrt  proportional ist. Die

Auslaufgeschwindigkeit  folgt dabei  dem Hagen-

————aNN\A

Poisseuilleschen-Gesetz. Die zu vermessende Flussigkeit K

wird in das Vorratsgefal® (A) des Viskosimeters geflllt und

die FlUssigkeit anschlielend durch die Kapillare bis zur

Fullung der Vorratskugeln (B & C) hochgesaugt. Zur
Messung wird sie durch die Kapillare (K) zurick in das

Vorratsgefal laufen gelassen, wobei die Zeit gemessen wird,

die der Flussigkeitsspiegel zum Passieren der beiden
Abbildung 3.3-1:

Kapillarviskosimeter
nach Ubbelohde

Messmarken m4 und m; bendtigt (Bauer et al., 1999).
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3.4 Préparation der Suspensionen

Vor Beginn der Mahlung wurde die Muhle bis zum Dichtungssystem
demontiert und komplett gereinigt. Nach dem Zusammenbau des
Mahlsystems wurde die Mahlkammer der Muhle fur die Herstellung der
Suspensionen mit 80% Mahlperlen befullt, was bei einem
Mahlkammervolumen von 50 ml einem Volumen von ca. 40 ml
entsprach. Die Mahlkorper wurden in einem Standzylinder volumetrisch
abgemessen und in das Vorratsgefald der Muhle gegeben. Dann wurde
der Mahlrotor der Muhle mit einer Drehzahl von 100-200 U/Min gestartet
und die Mahlkorper per Druckluft in die Mahlkammer eingeblasen.
AnschlieBend wurde ausgiebig mit partikelfreiem Wasser gespdult, um
Staubpartikel oder Reinigungsruckstande komplett zu entfernen. Da eine
Kontamination der Ausgangssuspension mit Fremdpartikeln, wie z.B.
Staub, zu verfalschten Messergebnissen bei der Partikelgro3enanalyse
gefuhrt hatte, wurde bei der Herstellung der Suspensionen sehr
sorgfaltig vorgegangen, um  Verunreinigungen  weitestgehend
auszuschlief3en. Um dies zu gewahrleisten, wurden die Suspensionen in
Gefallen angesetzt, die zuvor mehrfach mit partikelfreiem Wasser
gespult wurden. In die Gefalte wurden das verwendete Tensid sowie die
bendtigte Menge Aqua purificata eingewogen und das Tensid auf dem
Laborschuttler vollstandig geldst. AnschlieBend wurde der Wirkstoff in
das Gefall eingewogen und mit Hilfe eines UltraTurrax in der Losung
dispergiert. Die hergestellte Suspension wurde direkt nach der
Dispergierung in die Mahlkammer der Ruhrwerkskugelmuhle Uberfuhrt
und der Mahlvorgang gestartet. Wahrend der Mahlung wurden die
Konsistenz der Suspension sowie die Pumpgeschwindigkeit in
regelmaliigen Abstanden kontrolliert und gegebenenfalls regulierend in
den Prozess eingegriffen. Die hergestellten Suspensionen wurden mit

einer Mahlzeit von bis zu 240 Min. im Zirkulationsverfahren hergestellt.
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Die Mahlkammer wurde wahrend der Mahlung Uber ein externes
Kihlbad auf 10°C gekuhlt. Die resultierende Temperatur der
Suspensionen lie sich damit gut kontrollieren und lag zwischen
20 und 25°C. Zur PartikelgroRenbestimmung wurden nach 30, 60, 120,
180 und 240 Minuten Proben direkt aus dem Rucklaufschlauch der
Muhle entnommen um sicherzustellen, dass die Partikel direkt aus der
Mahlkammer kamen und kein eventuelles Totvolumen aus dem
Vorratsgefald untersucht wurde. Die Proben wurden in fabrikneue
Glasvials uberfuhrt, die mit einem teflonisierten Gummistopfen
verschlossen wurden. Die Vermessung der Proben erfolgte mit Hilfe der
Laserlichtstreuung direkt nach der Entnahme der Probe aus der
Mahlkammer. Mit Hilfe einer Eppendorf-Pipette wurden 10 ul der Probe
entnommen und in eine Polystyrol-Einmalkuvette uberfuhrt. In der
Kuvette wurde die Probe dann mit 1000 ul partikelfreiem Wasser
verdinnt, so dass sich eine leicht trube, durchscheinende Suspension
ergab. Die Abwesenheit storender Staubpartikel in der Kuavette wurde

optisch im Gegenlicht kontrolliert und die Messung daraufhin gestartet.
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4 Verwendete Materialien

4.1 Reinstwasser

Die Partikelfreineit der Proben spielt gerade bei der Messung der
Nanosuspensionsformulierungen eine entscheidende Rolle. Enthalten
die Proben Verunreinigungen, die oft im Mikrometerbereich liegen,
streuen diese das Licht und konnen zu fehlerhaften Messungen der
Proben fuhren. Daher wurde Wert auf die Partikelfreiheit der Proben
gelegt. Um dies zu gewahrleisten, wurde partikelfreies Wasser aus einer
Seralpur Delta Einheit (Seral Reinstwasser-Systeme, Ransbach-
Baumbach, Deutschland) fur die Versuche verwendet. In diesem System
wird Aqua dem. aus der hauseigenen Demineralisationsanlage Uber ein
Kartuschensystem weiter aufgereinigt. Das so aufgereinigte Wasser wird
am Entnahmehahn nochmals durch eine Filterkartusche geleitet, die
einen Partikel- (0,8 uym) sowie einen Sterilfilter (0,2 um) enthalt. Die
Leitfahigkeit des so erhaltenen Wassers liegt bei 0,055 uS. Zur
Vermeidung von Re-lonisierung des Wassers bei Stillstand der Anlage
wird das Wasser in der Anlage in einem Intervall von 50 Minuten Uber
einen Zeitraum von 10 Minuten rezirkuliert. Das Wasser wurde mit Hilfe
der Laserlichtstreuung auf Partikelfreiheit untersucht. Die Messung ergab
eine so geringe Lichtstreuung, dass eine Auswertung des Signals nicht

moglich war und das Wasser als partikelfrei angenommen werden kann.

4.2 Stabilisatoren

Partikel neigen bei Zerkleinerung in den Nanometerbereich stark zur
Aggregation. Daher ist die Verwendung eines Stabilisatorzusatzes
notwendig. Da die zu entwickelnden Formulierungen zur Applikation in
der Lunge bestimmt waren, war die Auswahl des stabilisierenden

Zusatzes stark eingeschrankt. Ausgewahlt wurden daher Stoffe, die in
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bereits zugelassenen Produkten Verwendung finden. Dies sind vor allem
Polysorbat 80 sowie Poloxamer 188. Als weitere Substanz wurde
Solutol HS 15 ausgewahlt, da es auf Schleimhauten eine sehr gute
Vertraglichkeit zeigt und auch fur die Herstellung von Parenteralia

eingesetzt wird.

4.2.1 Polysorbat 80

Bei Polysorbat 80 handelt es sich um ein nicht-ionogenes Tensid. Die
Substanz ist ein Polyoxyethylen-Sorbitan-Fettsdureester. Bei den
Fettsduren handelt es sich hauptsachlich um Olsdure. Die Konsistenz ist
leicht olig mit einer Viskositat von ca. 400 mPa*s bei 25°C. Es ist leicht
gelblich bis braunlich gefarbt und klar. Polysorbat 80 ist ein Tensid mit
einem HLB-Wert von 15, das somit gut in wassrigen Systemen l0slich ist
(Europaisches Arzneibuch, 2005).

R R {/\i\/
@‘(

OH

Abbildung 4.2-1: Polysorbat 80

4.2.2 Poloxamer 188

Die Poloxamere sind Blockpolymere, die aus einem zentralen
Polypropylenoxid mit  zwei endstandigen Macrogol-Anteilen
zusammengesetzt sind. Sie zahlen zu den makromolekularen
nichtionischen Tensiden und werden durch eine zwei- oder dreistellige
Ziffernfolge charakterisiert. Multipliziert man die letze Ziffer mit dem
Faktor 10, ergibt sich in etwa der relative prozentuale Masseanteil der

Ethylenoxid Einheiten des Moleklls. Die vordere oder die vorderen
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beiden  Ziffern  codieren die relative  Molekilmasse des
Polypropylenoxidblocks. Poloxamer 188 ist ein weil’es, wachsartiges,
spruherstarrtes Pulver mit einem Schmelzpunkt von 52 bis 57°C. Die
Substanz ist leicht ldslich in Wasser und sehr gut haut- und
schleimhautvertraglich. Sie wird haufig in Parenteralia eingesetzt, da sie
kein  Mizellbildner ist und somit nicht zur Hamolyse fuhrt
(Arzneimittelkommission der Deutschen Apotheker, 1986; Bauer et al.,
1999).

CH,

HO%CHz—CHZ—CHz—OHCHZ—CH—OHCHZ—CHZ—O>H
X y z

Abbildung 4.2-2: Aufbau der Poloxamere

4.2.3 Solutol® HS 15
Solutol HS 15 ist die Handelsbezeichnung fir Macrogol 15 Hydroxy-

stearat der Firma BASF. Es ist ein nichtionisches Tensid mit einer sehr
guten Vertraglichkeit und geringer Toxizitat und wird vor allem fur die
Herstellung von Injektionslosungen eingesetzt. Die Substanz ist bei
Raumtemperatur halbfest mit leicht gelblichem Aussehen und einem

Schmelzpunkt von ca. 30°C.

/ OH
H\O—CH;-CH; 10 /\/\/\/\/\)\/\/\/
" ijx c

)

Abbildung 4.2-3: Solutol® HS 15

Y



Verwendete Materialien

4.3 Itraconazol

Bei Itraconazol handelt es sich um ein Triazol-Antimykotikum, das vor
allem zur systemischen Behandlung von Pilzinfektionen verwendet wird
(siehe Abschnitt 2.3.1). Die Substanz ist ein weildes Pulver mit einem
Schmelzpunkt von 166°C bis 170°C, die in Wasser praktisch unloslich ist
(entspricht >10000 Volumenteile Losungsmittel je Teil Substanz, siehe
Tabelle 2.4-1). Die Ausgangsware, die zur Durchfuhrung der Mahlungen
verwendet wurde, wurde von der Firma Revive Impex (Revive Impex,

Hyderabad, Indien) als mikronisierte Ware bezogen.
Cl

O\C o= OO —@ CHCH,
cl %N

HC O/CH C— CH,

( N
NJ/
Abbildung 4.3-1: Strukturformel von Itraconazol

Vor der Herstellung der Nanosuspensionen wurde die Ausgangsware mit
Hilfe des Rasterelektronenmikroskops und der Laserlichtbeugung und
auf ihre PartikelgroRenverteilung, bzw. die Form der Partikel untersucht,
um einen Eindruck von der Partikelgeometrie und -verteilung zu
bekommen. Eine rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der

Ausgangsware ist in Abbildung 4.3-2 zu sehen.
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Abbildung 4.3-2: Elektronenmikroskopische Aufnahme der Itraconazol-Rohware in einer

1500fachen Vergroferung und einem Mikrometerbalken von 20 ym

Wie in der Aufnahme zu sehen ist, besteht die verwendete
Ausgangsware aus langlichen, nadelformigen Partikeln. Die Lange des
Mikrometerbalkens der Abbildung betragt 20 um. Somit liegt die Grole
der Partikel in einem Bereich zwischen ca. 5 ym bis 100 ym. Aufgrund
der nadelféormigen Form der Partikel Iasst sich vermuten, dass sich diese
sehr gut vermahlen lassen. Eine Analyse der Ausgangsware mit Hilfe der
Laserlichtbeugung ergab bei Trockendispergierung einen Wert von
5,8 um fur den xso der Probe (Abbildung 4.3-3). Auch der xg9 Wert lag mit
16,83 um deutlich unter den optisch beobachteten Partikelgro3en, was
sich mit der Form und Orientierung der Partikel im Luftstrom erklaren
lasst. Passieren die nadelférmigen Partikel den Messtrahl in Langs- oder
Querrichtung, ergibt sich far beide Orientierungen eine vollig
unterschiedliche Partikelgrof3e (Abbildung 4.3-4).
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Abbildung 4.3-3: Messung der PartikelgroBenverteilung der Itraconazol Ausgangsware mit Hilfe

der Laserlichtbeugung
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Abbildung 4.3-4: Messaufbau der Laserdiffraktometrie mit unterschiedlicher Orientierung der

nadelformigen Partikel

Die Messergebnisse der Ausgangsware von Itraconazol zeigen, dass es
sich um mikronisierte Ware handelt. Da Itraconazol praktisch unloslich in
wassrigen Medien ist,  wird bei der Herstellung der
Ausgangssupensionen von Partikeln im  GroRenbereich >5 um

ausgegangen.
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5 Praktischer Teil

5.1 Evaluierung der Miihlenparameter

Um reproduzierbare Mahlergebnisse erlangen zu kdnnen, ist es sinnvoll,
die Parameter der Muhle und des Mahlverfahrens zu kennen. Daher
wurden diese uber eine Versuchsreihe evaluiert. Zur DurchfiUhrung der
ersten Versuche wurde ein geeigneter Modellarzneistoff gesucht, der in
grolen Mengen verfugbar ist und mit dem es moglich war, die
Mahlungen mit einem minimierten Kostenaufwand durchzufUhren. Als
geeigneter Stoff wurde Cholesterol ausgewahlt, da dieses eine schlechte
Loslichkeit in wassrigen Systemen aufweist. Reines Cholesterol ist ein
fast weildes, kristallines Pulver, das in Wasser praktisch unloslich ist
(Europaisches Arzneibuch, 2005).

Um die geeigneten Parameter der Muhle herausfinden zu kbnnen, wurde
mit Hilfe von Statistica (Statsoft Inc., Tulsa, USA), ein zweistufiger
Versuchsplan erstellt, in dem die wichtigsten Mduhlenparameter
untersucht werden sollten. Als Variablen dienten der Wirkstoffanteil der
Suspension sowie der Hilfsstoffzusatz, die Drehzahl des Mahlrotors und
die Dauer der Mahlung. Als abhangige GrolRen wurden die ermittelte
TeilchengroRe sowie der Polydispersitatsindex der Proben in die
Auswertung einbezogen. Die Parameter des Versuchsplans sind in
Tabelle 5.1-1 aufgefuhrt. Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, wurde in
dem Versuchsplan eine Feststoffkonzentration zwischen 1% und 10%
untersucht. Als stabilisierender Hilfsstoff wurde Polysorbat 80 in
Konzentrationen zwischen 10% und 50% gewahlt. Da die Menge des
Wirkstoffes mit der Oberflache der suspendierten Partikel korreliert,
wurde die Menge des Stabilisators prozentual auf den Anteil des

eingesetzten Wirkstoffes bezogen. Dies hatte den Vorteil, dass eine
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direkte Aussage zum Verhaltnis zwischen Feststoff und Hilfsstoff

gemacht werden konnte.

Tabelle 5.1-1: Versuchsplan zur Evaluierung der Miihlenparameter

Drehzahl Wirkstoff Hilfsstoff Mahldauer
[U/Min] [%] [%, bezogen auf WS] [Min]
1 100 2000 1,0 10,0 30
9 100 2000 1,0 10,0 240
2 100 6000 1,0 10,0 30
10 100 6000 1,0 10,0 240
5 100 2000 1,0 50,0 30
13 100 2000 1,0 50,0 240
6 100 6000 1,0 50,0 30
14 100 6000 1,0 50,0 240
3 100 2000 10,0 10,0 30
11 100 2000 10,0 10,0 240
4 100 6000 10,0 10,0 30
12 100 6000 10,0 10,0 240
7 100 2000 10,0 50,0 30
15 100 2000 10,0 50,0 240
8 100 6000 10,0 50,0 30
16 100 6000 10,0 50,0 240
17 100 4000 5,5 30,0 135

Die Umdrehungsgeschwindigkeit des Mahlrotors wurde auf Werte
zwischen 2000 und 6000 U/Min festgelegt und die Mahldauer betrug
zwischen 30 und 240 Minuten. Versuch Nr. 17 ist der Nullpunkt des
statistischen Versuchsplans. Dieser hat Werte zwischen den oberen und
unteren festgelegten Grenzen und wird von der Software aufgrund der
angegebenen Minima und Maxima errechnet. Der Nullpunkt erlaubt bei
der Analyse der Daten statistische Tests auf das Vorliegen von
Krimmungen und Nichtlinearitat in den Beziehungen zwischen den
Faktoren und der abhangigen Variablen durchzufuhren. Die
Suspensionen wurden wie in Abschnitt 3.4 beschrieben hergestellt, die
Masse betrug bei allen Versuchen 100,0 g. Die Messergebnisse der
PartikelgrolRenanalyse wurden aus der Messsoftware in eine

Tabellenkalkulation Ubertragen und dort ausgewertet. Die Angabe der
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PartikelgroRe bei den angebenen Werten bezieht sich auf den
Z-Average Wert, der von der Software des Messsystems ermittelt wurde.
Sowohl bei den angegebenen Werten fur Partikelgrof3e als auch fur den
Polydispersitatsindex handelt es sich jeweils um den Mittelwert aus drei
Messungen. Die statistische Analyse der Daten und Erstellung der
Grafiken erfolgte durch Ubertrag in Statistica. Bei der Beurteilung der

Flachenplots muss berucksichtigt werden, dass es sich um eine von der

Software errechnete Darstellung handelt, die nicht die wahren

Gegebenheiten widerspiegeln muss. Die Darstellung ermdglicht jedoch
eine Abschatzung der Parameter und liefert einen Trend, der sehr
wertvoll bei der Beurteilung der Daten sein kann.

A0-Flachenplot (Plan_WF2506_erw sta Gv*48c)
Teilchengrdfe [nm] = Distanz-gewichtete kieinste Quadrate

[utif p TSRl

Il 500
[ o0
[ 400
[ 300
[ 200

Abbildung 5.1-1: Flachenplot der PartikelgroRenbestimmung aus dem Versuchsplan zur
Evaluierung der Miithlenparameter mit dem Modellarzneistoff Cholesterol
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Wie in Abbildung 5.1-1 zu sehen ist, zeigte die Auswertung der
Partikelgrof3en, dass sowohl eine hohere Drehzahl des Mahlrotors als
auch eine Verlangerung der Mahldauer zu einer Abnahme der
PartikelgrofRe fuhrten. Auffallig ist dabei vor allem die Abnahme der
TeilchengroRe bei steigender Drehzahl wahrend der ersten 30 Minuten
Mahldauer. Eine PartikelgroRe von 300 nm ist nach dieser Darstellung
bei einer Drehzahl von 5000 U/Min bereits nach 20 Minuten Mahldauer
erreicht. Dahingegen wurde eine Zerkleinerung bis in diesen
GrolRenbereich bei der geringeren Umdrehungsgeschwindigkeit von
2000 U/Min erst nach einer Mahldauer von 140 Minuten erfolgen. Der
Einfluss der Rotordrehzahl Uberwiegt damit zu Beginn der Mahldauer
den Einfluss der Zeit. Uber den weiteren Verlauf der Mahlung nimmt der
Einfluss der Umdrehungsgeschwindigkeit jedoch immer weiter ab. Nach
einer Mahldauer von 240 Minuten zeigt sich fur alle Drehzahlen eine
mittlere PartikelgroRe von unter 250 nm bei einem lokalen Minimum bei
4000 bis 5000 U/Min.

Der Einfluss der einzelnen Parameter auf die Teilchengrofie ist in
Abbildung 5.1-2 anhand eines Pareto-Diagramms dargestellt. Ab einem
Signifikanzniveau von p=0,05 ist der Einfluss des jeweiligen Parameters
dabei als signifikant anzusehen. Wie aus dem Diagramm ersichtlich,
haben sowohl die Konzentration des Feststoffs als auch die des
Hilfsstoffes keinen signifikanten Einfluss auf die resultierende
TeilchengrofRe des Mahlgutes. Dieser lasst sich nur fur die Parameter
Mahldauer und Drehzahl des Mahlrotors erkennen, wobei die Zeit den

starksten Einfluss auf die Abnahme der Partikelgrofe zeigt.
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30-Fldchenplot (Plan_WP2506_erw sta 6v*48c)
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Abbildung 5.1-3: Flachenplot der Angaben zum Polydispersitidtsindex aus dem Versuchsplan
zur Evaluierung der Miihlenparameter mit dem Modellarzneistoff Cholesterol

Abbildung 5.1-3 zeigt die anhand des Versuchsplans errechneten
Verteilungen im Zusammenhang zu Mahldauer und Drehzahl des
Mahlrotors. Auch hier zeigt sich eine Abhangigkeit von diesen beiden
Parametern, wobei eine Abnahme des PDI-Wertes mit steigenden
Drehzahlen innerhalb der ersten 30 Minuten zu erkennen ist. Werte
niedriger als 0,3, und damit eine recht homogene Verteilung, sind bei

einer Umdrehungsgeschwindigkeit von ca. 4000 U/Min demnach bereits

nach einer Mahldauer von 20 Minuten erreicht. Bei niedrigeren
Drehzahlen von 2000 U/Min dauert das Erreichen des gleichen
PDI-Wertes hingegen 160 Minuten. Auch fur den Polydispersitatsindex
zeigt die Auswertung ein errechnetes Minimum bei ca. 4000 U/Min. Aus
der Durchfuhrung der ersten Versuche lasst sich also eine Abhangigkeit

von Drehzahl des Mahlrotors und Mahldauer sowohl auf Partikelgrofde
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als auch Polydispersitatsindex der Probe erkennen. Der Einfluss der
Menge des Feststoffes und des Hilfsstoffes spielen eine untergeordnete
Rolle. Dabei zeigt sich fur die Partikelgrole und fur den Wert des
Polydispersitatsindexes ein errechnetes Optimum bei einer Drehzahl von
4000 U/Min. Alle weiteren Versuche wurden daher bei dieser

Umdrehungsgeschwindigkeit des Mahlrotors durchgefuhrt.

5.2 Herstellung von Nanosuspensionen mit Iltraconazol

Da die Entwicklung einer Nanosuspensionsformulierung mit dem
schwerlOslichen Arzneistoff ltraconazol Ziel dieser Arbeit war, sollte
untersucht werden, ob sich die Ergebnisse der Untersuchungen mit
Cholesterol auf diesen Feststoff Ubertragen lassen. Fur die Mahlungen
wurde ein zweistufiger Versuchsplan mit 3 Faktoren und 9 Runs erstellt,
in dem die Parameter Wirkstoffmenge, Hilfsstoffzusatz sowie Mahldauer
variiert wurden. Die Konzentration des Wirkstoffes wurde auf eine
maximale Konzentration von 20% Feststoff erhoht. Die untere
Feststoffkonzentration lag bei 5%. Als Stabilisator wurde wiederum
Polysorbat 80 verwendet. Die Berechnung des Hilfsstoffes bezog sich
wieder auf die Konzentration des Feststoffes und wurde zwischen 25%
und 100% variiert. Die Herstellung der Suspensionen und Durchfuhrung
der Versuche sowie die Auswertung der Messergebnisse erfolgte wie

bereits in Abschnitt 3.4 beschrieben.
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Tabelle 5.2-1: Parameter des Versuchsplans mit ltraconazol
Drehzahl i Wirkstoff Hilfsstoff

4000 30 20,0 25,0
4000 240 20,0 25,0
4000 30 5,0 100,0
4000 240 5,0 100,0
4000 30 20,0 100,0
4000 240 20,0 100,0
4000 135 12,5 62,5

Auch bei diesen Untersuchungen wurde der Einfluss der Mahldauer auf
die Partikelzerkleinerung naher untersucht. In Abbildung 5.2-1 ist die
Abhangigkeit anhand eines Scatterplots dargestellt. Wie bereits in den
vorhergehenden Untersuchungen, zeigt sich auch fur Itraconazol ein
offensichtlicher Einfluss der Mahldauer auf die PartikelgroRe. Der
Mittelwert der Partikelgrofde zeigt in der Darstellung einen Abfall von
276,5 nm nach 30 Minuten Mahldauer auf eine GréRe von 174 nm nach
Abschluss der Mahlung nach 240 Minuten. Auch die Betrachtung der
Abhangigkeit des Zeiteinflusses auf den Polydispersitatsindex in
Abbildung 5.2-2 lasst einen deutlichen Abfall erkennen. Die ermittelten
PDI-Werte zeigen dabei mit einem maximalen Wert von 0,247 bereits
nach 30 Minuten eine sehr gute Verteilung. Die Schwankungsbreite der
Werte ist jedoch nach 30 Minuten noch recht grof3. Nach 240 Minuten
zeigt sich fur alle Proben mit Messwerten zwischen 0,116 bis 0,148 eine

sehr gute Homogenitat.

68



Herstellung von Nanosuspensionen mit ltraconazol

TeilchengréRe
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Abbildung 5.2-1: Scatterplot des Zeiteinflusses auf die PartikelgroRe
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Abbildung 5.2-2: Scatterplot des Zeiteinflusses auf den Polydispersititsindex
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Die mittlere Partikelgrofde und die Homogenitat der Chargen zeigen also
auch bei Verwendung von Itraconazol als Feststoff eine starke
Abhangigkeit von der Mahldauer.

Zudem ist bei der Darstellung des Einflusses der Wirkstoffkonzentration
auf die Abnahme der Partikelgrofde aus Abbildung 5.2-3 ersichtlich, dass
der Einfluss der Wirkstoffkonzentration keinen Einfluss auf den

Mahlerfolg zeigt.

Scatterplot (Ausw_VP3806.sta 5v*9c)
TeilchengroRe = 229,0556-0,6*x
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Abbildung 5.2-3: Scatterplot des Einflusses der Wirkstoffkonzentration auf die TeilchengroRe

In der niedrigen Konzentration von 5% und der hohen
Feststoffkonzentration von 20% Wirkstoff ist eine starke Streuung der
Messwerte der PartikelgroRe zu erkennen. In die Darstellung des
Scatterplots gehen allerdings nicht nur die Mahlergebnisse nach 30 und
240 Minuten, sondern auch die verschiedenen Hilfsstoffkonzentrationen
mit ein. Bezieht man ausschliel3lich die Messergebnisse fir 240 Minuten
in die Auswertung ein und berucksichtigt dabei den jeweiligen relativen
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Hilfsstoffzusatz der Charge lasst sich allerdings ebenfalls kein Einfluss
der eingesetzten Wirkstoffkonzentration auf die Partikelgrofde erkennen
(Abbildung 5.2-4).

250,0

62,5% Hilfsstoff W 25% Hilfsstoff
100% Hilfsstoff [

B

25% Hilfsstoff

200,0

B 100% Hilfsstoff
150,0

Z-Average
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Wirkstoff [%]

Abbildung 5.2-4: Einfluss der Wirkstoffkonzentration auf die TeilchengréBe nach 240 Minuten

Mahldauer unter Beriicksichtigung des Hilfsstoffzusatzes

Betrachtet man allerdings die Messergebnisse des
Polydispersitatsindexes, wird eine Abhangigkeit zwischen der
Homogenitat der Probe und der eingesetzten Wirkstoffkonzentration
deutlich. Bezieht man die relative Hilfsstoffkonzentration in diese
Darstellung ein, zeigt sich aulerdem, dass die Proben mit einer
geringeren Hilfsstoffkonzentration die besseren Polydispersitatswerte
zeigten. Ob dieser Einfluss jedoch reproduzierbar und signifikant ist,
kann nicht beurteilt werden (Abbildung 5.2-5).
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Abbildung 5.2-5: Einfluss der Wirkstoffkonzentration auf den PDI-Wert mit Angabe der

jeweiligen relativen Stabilisatorzusatze

Bei der alleinigen Darstellung der Hilfsstoffkonzentration ist kein Einfluss
auf die PartikelgrolRe erkennbar (Abbildung 5.2-6). Wie bei der
Konzentration des Wirkstoffes zeigt sich aufgrund der Streuung der
Messwerte keine eindeutige Abnahme der Partikelgrofde in Abhangigkeit
der eingesetzten Hilfsstoffmenge. Bei der Betrachtung des
Hilfsstoffeinflusses auf den Polydispersitatsindex lasst sich hingegen
erkennen, dass die Messwerte bei hohen Konzentrationen des
Hilfsstoffes eine engere Verteilung aufweisen (Abbildung 5.2-7), wobei
berucksichtigt werden muss, dass hier wiederum die PDI-Werte bei 30
und 240 Minuten in die Darstellung eingehen und die Mahldauer, wie
bereits  diskutiert, den entscheidenden  Einfluss auf den

Polydispersitatsindex hat.
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Scatterplot (Ausw_VP3806.sta 5v*9c)
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Abbildung 5.2-6: Scatterplot des Einflusses der Hilfsstoffkonzentration auf die TeilchengroRe
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Abbildung 5.2-7: Scatterplot des Einflusses der Hilfsstoffkonzentration auf den PDI-Wert
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sowohl Partikelgrofe als auch
Polydispersitatsindex eine deutliche Abhangigkeit von den Parametern
Zeit und Drehzahl des Mahlrotors zeigen. Die Auswertung ergab einen
signifikanten Einfluss dieser Parameter, wohingegen der Feststoffanteil,
wie auch der Anteil des verwendeten Hilfsstoffes Polysorbat 80 keinen
signifikanten Einfluss zeigten. Dabei sollte allerdings berucksichtigt
werden, dass sich der Hilfsstoffanteil nicht beliebig verringern lasst, da
es sonst zu einer Agglomeration der Partikel kommt. Auch ist immer zu
bericksichtigen, dass die resultierende Partikelgrof3e letztendlich von
den Eigenschaften des zu vermahlenden Gutes abhangt. Dieses Modell
kann damit nur Anhaltspunkte fur die Parameter zur Zerkleinerung und
Stabilisierung in Ruhrwerkskugelmuhlen geben. Bei einer zu grofien
Menge an Hilfsstoff oder einer zu hohen Feststoffkonzentration ist
aullerdem davon auszugehen, dass die Viskositat der Suspension
ansteigt. Dies hat wiederum einen Einfluss auf den Mahlerfolg, da ein
grolRer Teil der Energie durch innere Reibung verloren geht und somit
nicht zur Partikelzerkleinerung genutzt werden kann. Des weiteren sollte
beachtet werden, dass eine hohe Umdrehungsgeschwindigkeit des
Mahlwerkzeugs auch einen hohen Energieeintrag in das Mahlgut zur
Folge hat. Dies kann wiederum zu einer thermischen Belastung des
Mahlgutes in der Mahlkammer fuhren und die chemische Stabilitat des
Wirkstoffes mdglicherweise negativ beeinflussen. Auf jeden Fall wird
jedoch die Loslichkeit bei hdheren Temperaturen verbessert, was beim
Abkuhlen der Suspension nach der Herstellung ein Partikelwachstum
aufgrund von Rekristallisationen zur Folge hat. Eine ausreichende
Kuhlung des Mahlprozesses sollte daher immer erfolgen. Aus den
Untersuchungen wurde der Energieeintrag bei einer Drehzahl des

Mahlrotors von 4000 U/Min als optimal fur die Zerkleinerung der Partikel

74



Entwicklung einer Nanosuspensionsformulierung

ermittelt. Daher wurde diese Umdrehungsgeschwindigkeit fur die

weiteren Untersuchungen auf diesen Wert festgelegt.

5.3 Entwicklung einer Nanosuspensionsformulierung

Wie in Abschnitt 2.3 beschrieben, sind Pilzinfektionen der Lunge eine
sehr ernst zu nehmende Erkrankung und die Zahl der erkrankten
Patienten steigt pro Jahr an. Aullerdem sind die Kosten einer
Behandlung pro Patient fur eine Behandlungsdauer von 14 Tagen sehr
hoch. Die herkommliche Behandlung erfolgt durch systemische Gabe
hoher Dosen Antimykotika, wie z.B. Itraconazol.

Unter Berucksichtigung dieser Aspekte sollte eine Formulierung fur die
inhalative Applikation bei Lungenmykosen entwickelt werden. Der Sinn
einer solchen Formulierung liegt in einer Erhohung der lokalen
Arzneistoffkonzentration in der Lunge, wahrend die Rate der potenziellen
Nebenwirkungen gleichzeitig gemindert wird (Vaughn et. al., 2006). Eine
weitere Moglichkeit ist die prophylaktische Anwendung in niedriger
Dosierung bei Patienten, die zu einer Risikogruppe gehoren. Ein grofer
Nachteil der Antimykotika zur Behandlung von Lungenmykosen ist ihre
Schwerloslichkeit, was die Entwicklung einer Arzneistofflosung
unmoglich macht. Die Arzneistoffdosen, die fur eine Behandlung
erforderlich sind, sind aullerdem Zu hoch, um eine
Trockenpulverformulierung zu ermoglichen. Eine inhalative Formulierung
sollte zudem eine gewisse Verweildauer in der Lunge haben (Depot-
Effekt), um die lokal bendtigten hohen Dosen zu ermdglichen. Es wurde
daher eine Nanosuspensionsformulierung fur die Verneblung entwickelt,
welche die Anforderungen erfullt. Die Adhasivitat sowie die erhohte
Sattigungsloslichkeit der Nanopartikel (Muller et al., 1998b). sorgen fur
eine hohere Konzentration am Wirkort und schaffen den gewunschten

Depoteffekt der Formulierung. Die Nanosuspensionspartikel kdnnen mit
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Hilfe eines handelsublichen Druckluftverneblers oder vergleichbarer
Gerate vernebelt werden. Da es sich bei den Verneblern um aktive
Gerate handelt, ist eine Inhalation somit auch bei Kindern, Behinderten
sowie bei Intensivpatienten mit Hilfe einer Atemmaske problemlos
maoglich.

Der Fokus bei der Entwicklung lag nicht nur auf der Entwicklung einer
lagerstabilen Suspension. Es wurde vor allem Wert darauf gelegt,
moglichst keine anorganischen Ruckstande durch das
Herstellungsverfahren in die Nanosuspensionsformulierung einzutragen.
Dies ist besonders kritisch bei inhalativen Arzneiformen, da unldsliche
anorganische Ruckstande nur schwer aus der Lunge eliminiert werden
konnen. Diese sind jedoch haufig in Nanosuspensionsformulierungen als
Ruckstande aus dem Herstellungsprozess anzufinden. Durch die
Verwendung von Polystyrol Mahlkorpern sollte daher versucht werden,

den Abrieb der Mahlkorper als auch der Muhlenbauteile zu minimieren.

5.4 Rezepturfindung fiir Nanosuspensionsformulierungen

Eine Nanosuspensionsformulierung muss aus mindestens drei
Komponenten bestehen. Dies sind das Dispergiermedium, der in diesem
Medium unldsliche, suspendierte Wirkstoff sowie der Stabilisator. Als
Stabilisatoren kommen grundsatzlich alle oberflachenaktiven Stoffe in
Frage, die diese Voraussetzung erfullen. Die Stabilisierung kann dabei
sowohl sterisch, als auch elektrostatisch Uber die AbstoRung von
geladenen Oberflachen erfolgen (Lucks et al., 1990), wie in Abbildung
5.4-1 dargestellt ist. Da der Stabilisator die neu geschaffenen
Oberflachen stabilisieren soll, muss er in ausreichender Geschwindigkeit

an die neu entstandenen Grenzflachen diffundieren konnen.
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Stabilisierung
Elektrostatische Stabilisierung Sterische Stabilisierung

+ + = +* o +
+ + & +
+ |+ & +
+ + + +
+ + + +*
+ + + +*

AbstoBung durch Oberflachenladung Sterische Behinderung durch
adsorbierte Makromolekiile

Abbildung 5.4-1: Stabilisierungsmoglichkeiten in Suspensionen (nach Mende)

Im pharmazeutischen Bereich kdnnen grundsatzlich beide Verfahren zur
Stabilisierung genutzt werden, jedoch gibt es je nach Anwendungs-

bereich Einschrankungen bei der Auswahl des Stabilisators.

5.4.1 Auswahl eines geeigneten Stabilisators

Fur die Entwicklung der inhalativen Nanosuspensionsformulierung war
es aufgrund der Voruntersuchungen zunachst wichtig, einen geeigneten
Stabilisator zu ermitteln. Da der stabilisierende Zusatz einen
entscheidenden Einfluss auf die Stabilisierung der wahrend des
Mahlprozesses entstehenden kleinen Partikel hat, ist die Menge des
Zusatzes entscheidend fur die Suspensionsstabilitat. Erfolgt die
Besetzung der Oberflachen aulerdem nicht mit ausreichender
Geschwindigkeit, kann es zu einer Agglomeration der Partikel in der
Suspension und damit zu einer Zunahme der Partikelgrolie kommen. Bei

den zu entwickelnden Formulierungen lag der Fokus auf einer
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inhalativen Anwendung der Nanosuspensionsformulierungen. Aus
diesem Grund wurde auf die Verwendung von ionischen Stabilisatoren
verzichtet und die Auswahl auf Stoffe beschrankt, die bereits fur die
inhalative Anwendung zugelassen sind. Fur die Versuche wurden drei
Stabilisatoren ausgewahlt, die in weiteren Versuchsreihen auf ihre
Eignung zur Stabilisierung von Nanosuspensionsformulierungen
untersucht wurden. Zur Anwendung kamen Polysorbat 80,
Poloxamer 188 sowie Solutol HS15 (siehe Abschnitt 4.2). Die Toxizitat
vieler Tenside lasst keine Applikation in die Lunge zu. Aus diesem Grund
wurden mit Polysorbat80 und Poloxamer 188 zwei Hilfsstoffe
ausgewahlt, die gute Schleimhautvertraglichkeit zeigen und zur
Applikation in der Lunge bereits zugelassen sind. Als dritter Stabilisator
wurde Solutol® HS 15 ausgewahlt, da es zur Herstellung von
Parenteralia eingesetzt wird und ebenfalls sehr gut
schleimhautvertraglich ist. Alle drei Hilfsstoffe sind nichtionische Tenside,
die Uber Polyethylenglykolketten verfugen. Diese haben aufgrund ihres
Platzbedarfs einen wichtigen Anteil bei der sterischen Stabilisierung der
Partikel.

5.4.2 Test unterschiedlicher Stabilisatoren

Fur die Durchfuhrung der Versuchsreihen wurde ein zweistufiger
Versuchsplan mit 3 Faktoren und 9 Runs erstellt, in dem die Parameter
Wirkstoffmenge, Hilfsstoffzusatz sowie Mahldauer variiert wurden
(Tabelle 5.4-1). Die Drehzahl des Mahlrotors wurde aufgrund der
Ergebnisse aus Abschnitt 5.1 auf 4000 U/Min festgesetzt.

Die Proben wurden nach 30 und 240 Minuten, bzw. 135 Minuten mit
Hilfe der Laserlichtstreuung untersucht. Der Versuchsplan wurde mit
jedem Stabilisator abgearbeitet, was zu einer dreifachen Durchflihrung

des gesamten Versuchsplans fuhrte.
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Tabelle 5.4-1: Parameter der Versuchsplédne zur Ermittlung eines geeigneten Stabilisators

Drehzahl Zeit Wirkstoff Hilfsstoff
Min % %, bezogen auf WS
4000 30 50 25,0
4000 240 50 25,0
4000 30 20,0 25,0
4000 240 20,0 25,0
4000 30 50 100,0
4000 240 50 100,0
4000 30 20,0 100,0
4000 240 20,0 100,0
4000 135 12,5 62,5

In Abbildung 5.4-2 und Tabelle 5.4-2 sind die Ergebnisse der
Partikelgroienmessung aus den drei Versuchsreihen nach 240 Minuten
Mahldauer bei einem Hilfsstoffanteil von 25% (bezogen auf die
Wirkstoffmenge) dargestellt. Auf der Hauptordinate ist dabei die
Partikelgro’e des Arzneistoffes als Z-Average-Wert angegeben. Die
zweite Ordinate zeigt den Mittelwert der PDI-Werte der Messungen. Auf
der Abszisse sind die verwendeten Hilfsstoffe, blockweise untergliedert
nach Wirkstoffgehalt, dargestellt. Die mit Polysorbat 80 stabilisierten
Proben lieferten sowohl mit 180,0 nm bei 5%, als auch mit 205,1 nm bei
20% Feststoffanteil die geringsten Partikelgroflen. Die ermittelten
Polydispersitatsindices von 0,112 und 0,125 deuten ebenfalls auf eine
gute Stabilisierung der Partikel ohne Reagglomeration und eine
homogene Verteilung hin. Die Verwendung von Solutol HS15 zeigte mit
PartikelgroRen von ca. 300 nm fur beide Feststoffgehalte und
PDI-Werten von 0,125 und 0,173 gute Ergebnisse, die jedoch deutlich
uber denen von Polysorbat 80 lagen. Eine Vermessung der Proben die
mit Poloxamer 188 stabilisiert waren war nicht moglich, da es bereits

wahrend des Mahlprozesses zu einer Viskositatserhohung der Probe
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und damit zu einer Abnahme der Zirkulationsgeschwindigkeit durch die
Mahlkammer kam. Nach einem Probenzug zeigte sich aullerdem eine
Flotation der Partikel im Probengefal. Die Suspensionen lieRen sich
nach Beendigung der Mahlung teilweise nur durch Auswaschen aus der
Mahlkammer entfernen, da ein normales Fordern nicht mehr moglich
war. Eine Praparation der Partikel fur die Vermessung mit hilfe der PCS
zeigte optisch bereits eine grobe Dispersitat und eine Messung lieferte
keine verwertbaren Ergebnisse. Die Beobachtungen sprechen fur eine
unzureichende Stabilisierung der Partikel wahrend des Mahlprozesses.
Es erfolgte zwar eine mechanische Zerkleinerung der Partikel, die jedoch
nicht ausreichend stabilisiert werden konnten und sofort wieder
agglomerierten. Das Blockpolymer scheint in der eingesetzten
Konzentration nicht in ausreichender Geschwindigkeit an die
Grenzflachen diffundieren zu konnen. Dabei wird dem System immer
mehr Stabilisator entzogen, der sich an den neuen Oberflachen in
unzureichender Menge anlagert und somit in den Agglomeraten
eingeschlossen wird. Im Verlauf des Mahlprozesses wird die Menge des
Stabilisators somit immer weiter erniedrigt und die Agglomeration der
Partikel nimmt weiter zu, was schlielllich zu der beobachteten

Viskositatserhohung der Probe fuhrt.
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Abbildung 5.4-2: Einfluss des Stabilisatorzusatzes auf die Partikelzerkleinerung nach

240 Minuten Mahldauer bei 25% Stabilisatorzusatz (bezogen auf die Feststoffkonzentration)

Tabelle 5.4-2: Messergebnisse bei 25%  Stabilisatorzusatz (bezogen auf die

Wirkstoffkonzentration) nach 240 Minuten Mahldauer

Wirkstoffanteil Hilfsstoff Z-Avg. [d.nm]
Polysorbat 80 180,0 0,112
5% Solutol HS 15 296,0 0,125
Poloxamer 188 Werte aul3erhalb des Messbereichs

Polysorbat 80 205,1 0,125
20% Solutol HS 15 300,9 0,173
Poloxamer 188 Werte aul3erhalb des Messbereichs

Abbildung 5.4-3 und Tabelle 5.4-3 zeigen die ermittelten Messwerte fur
einen Stabilisatorzusatz von 100% (bezogen auf die Masse des
Wirkstoffes). Die Erhdhung des Stabilisatorzusatzes um die vierfache

Menge fuhrte vor allem bei Solutol HS 15 und Poloxamer 188
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offensichtlich zu einer Verringerung der PartikelgroRe. Polysorbat 80

weist nur fur einen Wirkstoffanteil von 20% eine Verringerung der

PartikelgroRe auf. Polysorbat 80 scheint daher bei der Stabilisierung der

Partikel der potentere Hilfsstoff zu sein.
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240 Minuten Mahldauer bei 100% Stabilisatorzusatz (bezogen auf die Feststoffkonzentration)

Tabelle 5.4-3: Messergebnisse bei

100%

Stabilisatorzusatz

Wirkstoffkonzentration) nach 240 Minuten Mahldauer

Wirkstoffanteil

5%

20%

Hilfsstoff
Polysorbat 80
Solutol HS 15
Poloxamer 188

Polysorbat 80
Solutol HS 15
Poloxamer 188

Z-Avg. [d.nm]
182,7
201,2
207,5

161,8
153,3
212,2

(bezogen auf

PdlI
0,135
0,129
0,257

0,148
0,121
0,142

die
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Poloxamer 188 ist in der hohen Konzentration von 100% in Relation zum
Wirkstoff offensichtlich in der Lage, die Partikel hinreichend zu
stabilisieren. Die Grolde der Partikel liegt mit ca. 210 nm in einem fur
eine  Nanosuspension annehmbaren Grolenbereich. Auch die
PDI-Werte zeigen mit Werten von 0,257 und 0,142 eine gute
Homogenitat der Chargen, wobei der Wert von 0,257 evtl. auf eine
weniger gute Stabilisierung mit Agglomerationen schlieen lasst (Tabelle
5.4-3).

An den Ergebnissen wird die Abhangigkeit der PartikelgroRe vom
verwendeten Stabilisator deutlich. Polysorbat 80 erbrachte in allen
verwendeten Konzentrationen eine ausreichende Stabilisierung der
Partikel in der Suspension, was auf eine ausreichende Geschwindigkeit
des Stabilisators bei der Besetzung der bei der Mahlung entstehenden
neuen Grenzflachen schliellen lasst. Auch Solutol HS 15 st
offensichtlich in der Lage, schon bei geringen Stabilisatorzusatzen eine
Stabilisierung der Partikel zu gewahrleisten. Die Erhdhung des
Hilfsstoffanteils zeigt fur Solutol HS 15 ebenfalls noch eine deutliche
Reduktion der PartikelgroRe von ca. 300 nm auf 201,2 nm bei 5%
Wirkstoffanteil, bzw. 153,3 nm bei 20% Wirkstoffanteil, was fur eine
verbesserte Stabilisierung spricht. Die PDI-Werte weisen mit Werten von
<0,130 auf eine sehr homogene Verteilung und ausreichende
Stabilisierung der Proben hin. Im Vergleich der unterschiedlichen
Stabilisatorzusatze zeigt sich, dass die Erhohung der Stabilisator-
konzentration auf 100% auch auf die bereits mit 25% ausreichend
stabilisierten Proben einen Einfluss zeigt. Die geringsten Partikelgrolien
zeigten sich bei Solutol HS 15 und Polysorbat 80 bei Feststoffgehalten
von 20% und einem Hilfsstoffeinsatz von 100% in Relation zum
Wirkstoffgehalt.
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In einem tolerablen Mengenbereich fur den Zusatz des Stabilisators
lieferte Polysorbat 80 die besten Ergebnisse, was zur Auswahl dieses

Hilfsstoffes fur die weitere Verwendung fuhrte.

5.5 Ermittlung einer geeigneten Stabilisatorkonzentration

Wie die Ergebnisse aus den Versuchen mit unterschiedlichen
Stabilisatoren zeigen konnten, ist die resultierende Partikelgrofde von der
Art und der Menge des verwendeten Stabilisators abhangig. Da der
Zusatz des oberflachenaktiven Hilfsstoffes so gering wie mdglich
gehalten werden sollte, wurden weitere Versuche mit unterschiedlichen
Hilfsstoffkonzentrationen durchgefihrt. Dazu wurde eine Versuchsreihe
mit 5% Itraconazol und Polysorbat 80 durchgefuhrt, bei der der
Hilfsstoffzusatz ab einer Gesamtkonzentration von 0,4% in Schritten von
0,2% auf 1,2% erhoht wurde. Prozentual auf die Masse des Feststoffes

entsprach dies somit einem Anteil zwischen 8% und 24% Hilfsstoff.

Tabelle 5.5-1: Versuchsreihe zur Ermittlung der minimalen Stabilisatorkonzentration bei einer

Feststoffkonzentration von 5%

Drehzahl Zeit Wirkstoff Hilfsstoff
[U/min] [Min] [%] [%] relativ  [%]absolut
4000 240 5,0 Polysorbat 80 8,0 0,4
4000 240 5,0 Polysorbat 80 12,0 0,6
4000 240 5,0 Polysorbat 80 14,0 0,7
4000 240 5,0 Polysorbat 80 16,0 0,8
4000 240 5,0 Polysorbat 80 20,0 1,0
4000 240 5,0 Polysorbat 80 24,0 1,2
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Die Herstellung der Suspensionen erfolgte wie in Abschnitt 3.4
beschrieben. Nach einer Mahldauer von 30, 60, 120, 180 und
240 Minuten wurden Proben aus dem laufenden Mahlvorgang
entnommen und umgehend die PartikelgroRe mittels Laserlichtstreuung
bestimmt. Die Proben lieRen sich ab einer Konzentration von 0,6%
absolutem, bzw. 12% relativem Zusatz von Polysorbat 80 ohne eine
Viskositatszunahme vermahlen. Bei einer Konzentration von 0,6% zeigte
sich jedoch ab einer Mahldauer von 180 Minuten wieder ein Anstieg der
Partikelgroke von einem Minimum von 219 nm nach 120 Minuten auf
250 nm nach einer Mahldauer von 240 Minuten. Dies lasst den Schluss
zu, dass eine weitere Zerkleinerung zu Reagglomeration der Partikel
aufgrund einer unzureichenden Menge an stabilisierendem Hilfsstoff in
der Suspension fuhrt. Bei hoheren Hilfsstoffkonzentrationen ab einer
Konzentration von 0,8% konnte dieser Anstieg Uber den zeitlichen
Verlauf der Mahlung nicht mehr beobachtet werden. Es wurde daher
eine weitere Mahlung mit einem Masseanteil von 0,7% Polysorbat 80
durchgefluhrt, um die minimale Konzentration zur Stabilisierung zu
ermitteln. Auch bei einem Hilfsstoffanteil von 0,7% kam es nicht zu
einem Anstieg der PartikelgroRe. Die Messergebnisse ergaben mit
ca. 1770 nm sogar die geringsten PartikelgroRen bei dieser
Feststoffkonzentration. Dies lasst den Schluss zu, dass ein Zusatz von
0,7% Polysorbat 80 optimal fur die sterische Stabilisierung der Partikel
ist. In Abbildung 5.5-1 lasst sich jedoch auch erkennen, dass bei allen
Hilfsstoffzusatzen ab einer Mahldauer von 180 Minuten keine weitere
Zerkleinerungswirkung mehr zu erkennen ist. Bei der Begutachtung der
Ergebnisse fur die Polydispersitatsindices zeigt sich jedoch, dass diese

uber den zeitlichen Verlauf weiter abnehmen.
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Abbildung 5.5-1: Abnahme der Partikelgrofe iiber den zeitlichen Verlauf der Mahlung bei
Einsatz von 0,6% bis 1,2% absolutem Hilfsstoff- und 5% Feststoffanteil.
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Abbildung 5.5-2: Abnahme der PDI-Werte iiber den zeitlichen Verlauf der Mahlung bei Einsatz

von 0,6% bis 1,2% absolutem Hilfsstoff- und 5% Feststoffanteil.
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Die Proben mit einem hoheren Hilfsstoffzusatz zeigen dabei mit Werten
zwischen 0,090 und 0,100 die niedrigsten PDI-Werte, die Probe mit 0,6%
mit einem Wert von 0,118 den hochsten. Der Wert bei 0,7%
Hilfsstoffzusatz liegt mit 0,109 genau zwischen diesen Werten. Auch
wenn diese Ergebnisse dafur sprechen, dass ein hdoherer Zusatz an
Polysorbat 80 auch eine bessere Homogenitat der Probe zur Folge hat,
muss berucksichtigt werden, dass die Werte in einem sehr engen
Bereich liegen und auch der hochste Wert mit 0,118 noch fur ein sehr
homogenes Mahlergebnis spricht.

In einer zweiten Versuchsreihe sollte ermittelt werden, ob sich die
Ergebnisse aus den Untersuchungen mit 5% Feststoff auch auf einen
hdheren Feststoffanteil von 10% Ubertragen lassen. Als Hilfsstoff wurde
wiederum Polysorbat 80 eingesetzt, wobei der Hilfsstoffzusatz ab einer
Gesamtkonzentration von 0,8% in Schritten von 0,2% auf 1,5% erhoht
wurde. Prozentual auf die Masse des Feststoffes entsprach dies somit
einem Anteil zwischen 8% und 15% Hilfsstoff und damit den gleichen
Konzentrationen wie im vorherigen Versuchsplan. Die Parameter der

einzelnen Versuche sind in Tabelle 5.5-2 aufgefuhrt.

Tabelle 5.5-2: Versuchsreihe zur Ermittlung der minimalen Stabilisatorkonzentration bei einer

Feststoffkonzentration von 10%

Drehzahl Zeit Wirkstoff Hilfsstoff
[U/min] [Min] [%] [%] relativ  [%] absolut
4000 240 10,0 Polysorbat 80 8,0 0,8
4000 240 10,0 Polysorbat 80 10,0 1,0
4000 240 10,0 Polysorbat 80 12,0 1,2
4000 240 10,0 Polysorbat 80 14,0 1,4
4000 240 10,0 Polysorbat 80 15,0 1,5
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Abbildung 5.5-3: Abnahme der Partikelgrofe iiber den zeitlichen Verlauf der Mahlung bei

Einsatz von 1% bis 1,5% absolutem Hilfsstoff- und 10% Feststoffanteil.

Analog zu den Ergebnissen mit 5% Feststoffanteil zeigte sich auch bei
diesen Versuchen eine unzureichende Stabilisierung der Partikel bei
niedrigeren Hilfsstoffzusatzen. Bei einer Hilfsstoffkonzentration von 1,0%
zeigte sich anfanglich eine Zerkleinerung der Partikel. Nach einer
Mahldauer von 120 Minuten kam es jedoch zu einem starken Anstieg der
PartikelgroRe durch Agglomeration bis auf 1670 nm nach 240 Minuten.
Ab 1,2% Hilfsstoffzusatz zeigte sich auch hier eine gute Stabilisierung
der Chargen, wobei es bei 1,2% noch zu einem Anstieg der
Partikelgro3e von 197,7 nm auf 292,5 nm in den letzten 60 Minuten der
Mahldauer kam. Diese Ergebnisse entsprechen den Beobachtungen von
0,6% Hilfsstoffzusatz bei 5% Feststoff, wobei beide Proben einen
Hilfsstoffzusatz von 12% bezogen auf den Feststoffanteil haben. Die
Erhohung des Hilfsstoffzusatzes von 1,2% auf 1,4% erbrachte auch hier
einen Erfolg bei der Partikelstabilisierung, wobei die PartikelgroRe mit

171,5 nm wiederum die geringsten Werte der Versuchsreihe ergab.
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Einhergehend mit den Beobachtungen mit 5% Feststoff zeigt sich auch
bei Einsatz von 10% Feststoff keine nennenswerte Partikelzerkleinerung
ab einer Mahldauer von 180 Minuten.

Bei den Polydispersitatsindices in Abbildung 5.5-4 ist zu beobachten,
dass sich fur die gut stabilisierten Chargen auch hier keine deutliche
Abnahme der Werte mehr ergibt. Die niedrigeren PDI-Werte zeigt jedoch
auch hier mit 0,095 die Probe mit dem hochsten Anteil an Polysorbat 80.
Fur die Charge mit 1,4% Stabilisator lag der Wert mit 0,131 bereits
deutlich dartber. Bei der Hilfsstoffkonzentrationen von 1,2% nahm der
PDI nach einem Minimum von 0,107 nach 180 Minuten wieder deutlich
auf 0,219 nach 240 Minuten zu, was ebenfalls fur eine Agglomeration
spricht. Die Charge mit 1% Hilfsstoff zeigte diese Zunahme bereits nach
120 Minuten. Die Messung des PDI-Wertes ergab nach 240 Minuten
einen Messwert von 0,562, so dass die Messung praktisch nicht mehr

auswertbar ist.
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Abbildung 5.5-4: PDI-Werte iiber den zeitlichen Verlauf der Mahlung bei Einsatz von 1% bis
1,5% absolutem Hilfsstoff- und 10% Feststoffanteil.
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Anhand der beiden niedrigsten Hilfsstoffzusatze von 0,4% bei 5%
Feststoff und 0,8% bei einer Feststoffkonzentration von 10% lasst sich
die Abhangigkeit der PartikelgrolRe vom Stabilisatorzusatz noch einmal
verdeutlichen. In Abbildung 5.5-5 ist das Wachstum der Partikel Gber den
zeitlichen Verlauf der Mahlung dargestellt. Nach einer Mahldauer von
30 Minuten konnten die Feststoffpartikel auf eine GrolRe von 271 nm
bzw. 274 nm zerkleinert werden. Die annahernd gleiche Partikelgrofie
spricht dabei fur die Effektivitat und Reproduzierbarkeit des
Mahlverfahrens. Im weiteren Verlauf der Mahlung kam es jedoch bei
beiden Proben zu einer starken PartikelgroRenzunahme. Bei der Charge
mit 5% Feststoffanteil ist der Messbereich der Photonenkorrelations-
spektroskopie von 6000 nm bereits nach 120 Minuten Uberschritten. Bei
der Feststoffkonzentration von 10% kam es nach 180 Minuten zur

Messbereichsuberschreitung.
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Abbildung 5.5-5: Wachstum der PartikelgroBe iiber den zeitlichen Verlauf der Mahlung fiir

Feststoffkonzentrationen von 5% und 10% (Messbereich der PCS bis 6000 nm).
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Mit abnehmender Partikelgrofde wird die zu stabilisierende Oberflache
immer grolder. Der Stabilisator besetzt diese neuen Grenzflachen,
wodurch dem System immer mehr Hilfsstoff entzogen wird. Dabei kann
die Absorption von Polysorbat 80 auf der Oberflache der Partikel durch
eine Langmuir Isotherme beschrieben werden (Doro et al., 1998). Ab
einem bestimmten Zerkleinerungsgrad der Partikel reicht die Menge des
Stabilisators nicht mehr aus, um die Grenzflachen vollstandig zu
besetzen und somit sterisch zu stabilisieren; es kommt zu einer
Annahrung und schliel3lich zur Agglomeration der Partikel. In diesen
Agglomeraten wird jedoch auch ein Anteil an Hilfsstoff eingeschlossen.
Im Verlauf des Mahlprozesses wird die Menge des Stabilisators somit
immer weiter erniedrigt. Auch von den Oberflachen der bereits
ausreichend stabilisierten Partikel geht durch Diffusion Stabilisator
verloren, was zu einem Gesamtanstieg der PartikelgroRe durch
Agglomeration in der Suspension fuhrt.

Die Beobachtungen dieser Versuchsreihe zeigen deutlich, dass die
untere Grenze bei einer Konzentration von 14% Polysorbat 80 bezogen
auf den Feststoffanteil liegt. Dies entspricht bei einer Feststoff-
konzentration von 5% einer absoluten Konzentration von 0,7% (m/m)
und 1,4% (m/m) bei 10% Feststoff. Bei einer Erniedrigung des
Stabilisatorzusatzes unter diese Grenze kommt es zu einer deutlichen
Agglomeration der Partikel. Es muss jedoch angenommen werden, dass
diese Werte nur fur die vorliegende Kombination aus Wirkstoff und
Hilfsstoff Gultigkeit besitzen. Der Hilfsstoffzusatz ist von der Oberflache
des Feststoffes abhangig, die aufgrund der Partikelgeometrie und
Bruchcharakteristik fur jeden Stoff unterschiedlich ist. Auch die Art des
Hilfsstoffes spielt eine wichtige Rolle. Die Werte liefern jedoch eine
ungefahre Naherung fur die Einschatzung des minimal bendtigten

Hilfsstoffzusatzes fur den Stabilisator Polysorbat 80.

91



Praktischer Teil

5.6 Mahlung in Kombination verschiedener Stabilisatoren

Analog zum Tensid-Cotensid-Ansatz sollte untersucht werden, ob die
Kombination von Stabilisatoren einen Einfluss auf die Partikelgrofie
zeigt. Dabei wurde vor allem der Zusatz von Polyethylenglykol (PEG) zu
Polysorbat 80 stabilisierten  Suspensionen untersucht. Die in
Kapitel 5.4.2 untersuchten stabilisierenden Hilfsstoffe verfugen alle Uber
einen Polyethylenglykolanteil, der mit fur die sterische Stabilisierung
verantwortlich ist. Bei weiterer Erhohung des Polyethylenanteils sollte
eine weitere sterische Behinderung der Agglomeration untersucht
werden. Aufgrund der Ergebnisse aus Abschnitt 5.4 wurde der
Stabilisatorzusatz von Polysorbat 80 fur die Durchfihrung der Versuche
so gewahlt, dass er bei drei Versuchen mit 0,5% (absolut) nicht
ausreichend fur eine Stabilisierung der Partikel war und Agglomeration
erwartet werden konnte. Den Chargen wurde jeweils Polyethylen-
glykol 400 als weiterer Stabilisator in steigenden absoluten
Konzentrationen von 0,5%, 1% und 2,5% zugesetzt. Es sollte so ermittelt
werden, ob sich die Menge des eigentlichen Stabilisators Polysorbat 80
durch Zusatz von PEG weiter erniedrigen lasst. Die Parameter der

Versuche sind in Tabelle 5.6-1 aufgefuhrt.

Tabelle 5.6-1: Parameter fiir die Kombination von Polysorbat 80 mit PEG 400 unter Angabe des

absoluten Hilfsstoffzusatzes in % (m/m)

Charge  Drehzahl Zeit  Wirkstoff Hilfsstoff
[U/min] [Min] [%] [%]

1 4000 240 5,0 Polysorbat 80 0,5 | PEG400 0,5
2 4000 240 5,0 Polysorbat80 0,5 | PEG 400 1,0
3 4000 240 5,0 Polysorbat 80 0,5 | PEG 400 2,5
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Abbildung 5.6-1: Ergebnis der PartikelgroBenmessung bei zu geringer Konzentration an
Polysorbat 80 von 0,5% absolut unter Zusatz von Polyethylenglykol 400

Die Suspensionen wurden wie in 3.4 beschrieben hergestellt, wobei der
Polyethylenglykolzusatz mit dem Polysorbat gemeinsam eingewogen
und in der wassrigen Phase gelost wurde. Die Einwaage des
Arzneistoffes erfolgte anschlieBend in die hergestellte Losung. In
Abbildung 5.6-1 und Tabelle 5.6-2 sind die Ergebnisse der
PartikelgroRenmessungen der Mahlungen uber den zeitlichen Ablauf
dargestellt. Anfanglich zeigt sich eine gute Zerkleinerung des Feststoffes
auf Werte von unter 276 nm nach 30 Minuten Mahldauer. Dabei fallt auf,
dass Charge 1, mit dem niedrigsten Zusatz von 0,5% (absolut) PEG 400,
die mit 223,7 nm geringste Partikelgrofe aufweist. Die groRten Partikel
wurden mit 276,4 nm nach 30 Minuten Mahldauer in der Charge mit
2,5% (absolut) hochsten Gehalt an PEG 400 ermittelt. Im weiteren
Verlauf der Mahlung zeigte sich bei allen Proben eine Agglomeration der
Partikel. Hier wies allerdings die Probe mit dem geringsten PEG-Anteil

als erste eine PartikelgroRenzunahme auf 413 nm nach 60 Minuten auf.
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Tabelle 5.6-2: Messergebnisse der PartikelgroRenmesungen iiber 240 Minuten

0,5% PEG 400 1% PEG 400 2,5% PEG 400
Zeit [Min]  Z-Avg. PDI Z-Avg. PDI Z-Avg.
30 223,7 0,196 2475 0,179 2764 0,206
60 4134 0,674 2794 0,185 2384 0,152
120 2272,3 0,541 | 2263,0 0,539 512,9 0,351
180 4301,0 0,497 | 39883 0,512 1701,7 0,903
240 - - 43533 0,479 - -

Bei der Charge mit 1% PEG 400 konnte nur eine leichte Zunahme der
PartikelgroRe von 247,5nm nach 30 Minuten auf 279,4 nm nach
60 Minuten Mahldauer beobachtet werden. Die Charge mit dem
hochsten PEG 400 Zusatz von 2,5% wies nach 60 Minuten eine weitere
Partikelzerkleinerung auf 238,4 nm auf. Nach 120 Minuten Mahldauer
zeigte sich jedoch auch hier eine Agglomeration mit einem Anstieg der
gemessenen PartikelgroRe auf 512,9 nm. Die beiden anderen Chargen
wiesen allerdings bereits deutlich hohere Werte von tUber 2200 nm auf.
Auch die Werte des Polydispersitatsindexes lassen bei den drei Chargen
auf eine Agglomeration der Partikel schlielen. Nach anfanglichen
Werten von 0,179 bis 0,206 zeigt sich mit zunehmender Partikelgrofe
auch ein Anstieg der PDI-Werte (siehe Tabelle 5.6-2). Insgesamt lasst
sich sagen, dass bei steigendem Anteil an Polyethylenglykol in der
Probe die anfangliche Zerkleinerung schlechter ist, Gber den Mahlverlauf
jedoch eine bessere Stabilisierung der Partikel erreicht werden kann.
Dies spricht fur eine leichte sterische Behinderung der Agglomeration.
Eine Erniedrigung des Stabilisators Polysorbat 80 scheint durch einen
Zusatz von PEG 400 jedoch nicht moglich zu sein. Neben der sterischen
Stabilisierung der Partikel kann auch eine Viskositatserhbhung der
Charge durch den gesteigerten PEG-Anteil zur Stabilitat der Chargen

beitragen.
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Mahlung in Kombination verschiedener Stabilisatoren

Bei einer weiteren Charge wurde eine Kombination von 0,5%
Polysorbat 80 und 0,5% Poloxamer 188 eingesetzt. Der Hintergrund war
der Versuch, die Konzentration von Polysorbat 80 mit einer zusatzlichen
sterischen Stabilisierung durch den Zusatz von Poloxamer 188 absenken
zu konnen. Aullerdem enthielt die Charge noch 2,5% PEG 400. In
weiteren Versuchen wurde die Konzentration an Polysorbat 80 auf 0,7%
bzw. 1% unter Zusatz steigender Konzentrationen PEG 400 erhoht. Auf
diesem Weg sollte ermittelt werden, ob der Zusatz von PEG 400 positive
Eigenschaften auf die Homogenitat des Mahlergebnis bei ausreichend

stabilisierten Proben hat. Die Parameter der Untersuchungen sind in
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Tabelle 5.6-3 aufgefuhrt.

Die Partikelgroienmessung nach einer Mahldauer von 30 Minuten ergab
fur die Chargen, die nur Polysorbat 80 und PEG 400 enthielten eine
Partikelgrolle von 234 nm bis 325 nm. Auch hier zeigte sich eine
Abhangigkeit zwischen ermittelter Partikelgroe und dem Zusatz des
Polyethylenglykols. Bei steigender PEG-Konzentration war ein
geringerer Mahlerfolg mit gestiegener PartikelgroRe zu erkennen. Im
weiteren  Mahlverlauf zeigten alle drei Chargen eine gute
Zerkleinerungswirkung und  Stabilisierung  der  Partikel.  Die
PartikelgroRenmessung der Charge 7 mit einer Kombination von
Polysorbat 80 mit Poloxamer 188 ergab nach einer Mahldauer von
30 Minuten einen Wert von 289 nm. Sieht man die Kombination der
beiden Stabilisatoren zusammen als einen 1%igen Zusatz und vergleicht
diesen Wert mit der Partikelgro’e von Charge 6 mit 1% Polysorbat 80,
zeigt sich ein besseres Mahlergebnis fur Charge7. Die
PartikelgroRenmessungen dieser Charge lieRen jedoch nach einer
Mahldauer von 180 Minuten eine unzureichende Stabilisierung und eine

Agglomeration der Partikel auf 279,2 nm erkennen (Abbildung 5.6-2).
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Tabelle 5.6-3: Parameter fiir die Kombination von Polysorbat 80 mit PEG 400 unter Angabe des

absoluten Hilfsstoffzusatzes in % (m/m)

Charge Drehzahl Zeit  Wirkstoff Hilfsstoff

[U/min] [Min]

4 4000 240 5,0 Polysorbat 80 0,7 | PEG400 0,5
5 4000 240 5,0 Polysorbat 80 0,7 | PEG400 1,0
6 4000 240 5,0 Polysorbat 80 1,0 | PEG400 2,5

Polysorbat 80 0,5

Poloxamer 188 0.5 | [ EC400 25

7 4000 240 5,0

350,0
0 \
2500 )\\ /

2000 \ :

150,0

Z-Average [d.nm]

100,0
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——0,7% Polysorbat 80, 1,0% PEG 400
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Abbildung 5.6-2: Ergebnis der PartikelgroBenmessung bei unterschiedlichen

Stabilisatorkonzentrationen unter Zusatz von Polyethylenglykol 400
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Tabelle 5.6-4: Ergebnisse der Messungen bei unterschiedlichen Stabilisatorkonzentrationen

unter Zusatz von Polyethylenglykol 400

0,5% Polysorbat 80,

0,7% Polysorbat 80 1,0% Polysorbat 80 0,5% Poloxamer 188

0,5% PEG 400 1,0% PEG 400 2,5% PEG 400 2,5% PEG 400

Z-Avg. PDI Z-Avg. PDI Z-Avg. PDI Z-Avg. PDI
30 234,0 0,174 260,1 0,179 325,1 0,168 289,0 0,181
60 206,1 0,136 233,3 0,142 - - 243,8 0,149
120 185,1 0,114 2246 0,123 2291 0,113 2129 0,134
180 177,8 0,115 222,5 0,102 200,7 0,104 227,6 0,114
240 178,3 0,106 2255 0,105 216,7 0,098 279,2 0,130

Die Mahlungen mit einem Stabilisatorzusatz von 0,7% und 1%
Polysorbat 80 zeigten eine gute Zerkleinerungswirkung.  mit
PartikelgroRen von 178,3 nm bis 2255 nm (Tabelle 5.6-4). Der
Zusammenhang zwischen der Partikelgrofde und der Konzentration der
Hilfsstoffe lasst sich jedoch auch nach Abschluss der Mahlung erkennen.
Die kleinsten PartikelgrolRen konnten mit dem geringsten Zusatz an
Hilfsstoffen erzielt werden. Bei Charge 5 lie3 sich ab einer Mahldauer
von 120 Minuten keine weitere Zerkleinerung der Partikel mehr
feststellen. Bei Charge 6 mit einem hoheren Anteil an Stabilisator als
auch PEG 400 lie3 sich dieser Effekt nicht erkennen, womit der Einfluss
einer zu hohen Konzentration eines Hilfsstoffes bei Charge 5
ausgeschlossen werden kann. Die ermittelten TeilchengrofRen lagen
nach Abschluss der Mahlung um ca. 40 nm uber denen der nachst
kleineren Charge 4.

Die Werte des Polydispersitatsindexes lagen bei allen Chargen bereits
nach einer Mahldauer von 30 Minuten unter 0,200. Auch nach Abschluss
der Mahlung lagen die Werte um 0,100, was bei allen Chargen auf eine
sehr gute Homogenitat schliellen lasst. Charge 7, mit einem Zusatz an
Poloxamer 188 zeigte ab einer Mahldauer von 120 Minuten eine

Agglomeration der Partikel. Der PDI-Wert nahm jedoch zum
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Mahlung in Kombination verschiedener Stabilisatoren

Messzeitpunkt nach 180 Minuten auf ein Minimum von 0,114 weiter ab.
Nach 240 Minuten zeigte sich jedoch auch beim PDI-Wert ein Anstieg
auf 0,130.

0,200
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Abbildung 5.6-3: PDI-Werte bei unterschiedlichen Stabilisatorkonzentrationen unter Zusatz von

Polyethylenglykol 400

Abschliel3end lasst sich sagen, dass eine weitere Reduktion des
Stabilisatorzusatzes durch Kombination von Polysorbat 80 mit
Poloxamer 188, zumindest in den verwendeten Konzentrationen, keinen
Erfolg zu haben scheint. Chargen mit einem Zusatz von 1%
Polysorbat 80 zeigen eine ausreichende Stabilisierung der Suspension.
Beachtet man, dass die Gesamtkonzentration an Stabilisator in Charge 7
ebenfalls 1% betragt, spricht dies fur den unzureichenden
stabilisierenden Effekt des Blockpolymers, der bereits in 5.4.2 festgestellt
wurde. Im Gegensatz zu den Chargen 1 bis 3, die ausschliel3lich mit
0,5% Polysorbat 80 stabilisiert wurden, zeigt sich fur Charge 7 jedoch
eine wesentlich geringere Agglomerationsneigung der Partikel.

Vergleicht man allerdings Charge 3, in der 0,5% Polysorbat 80 mit einem
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Zusatz von 2,5% PEG 400 versehen wurde, mit den Ergebnissen der
Charge 7, bei der die gleiche Rezeptur, nur mit dem weiteren Zusatz von
Poloxamer 188, vorliegt, zeigt sich bei beiden eine Agglomeration der
Partikel nach 120 Minuten Mahldauer. Die Agglomeration erfolgt bei
Charge 7 jedoch wesentlich langsamer und auch die PDI-Werte lassen
auf eine bessere Homogenitat der Charge schliel3en.

Der Zusatz von Polyethylenglykol in den verwendeten Konzentrationen
konnte insgesamt keinen positiven Einfluss auf das Mahlergebnis
zeigen. In hohen Konzentrationen lasst sich eine verlangsamte
Agglomerationsneigung der Partikel erkennen, was fur eine leichte
sterische  Stabilisierung spricht.  Allerdings fuhrten steigende
Konzentrationen von Polyethylenglykol auch zu einem schlechteren
Mahlergebnis. Dieser Effekt kann auf eine Besetzung der
Partikeloberflachen durch das Makromolekul zurtckzufuhren sein, bei
der die Partikel an der Zerkleinerung gehindert werden. Eine weitere
Moglichkeit ist eine Zunahme der Viskositat der Proben durch den
steigenden PEG-Zusatz.

Insgesamt lasst sich sagen, dass auch eine Kombination von
Polysorbat 80 mit Polyethylenglykol 400 keinen positiven Effekt auf die

Suspensionsstabilisierung zeigte.

5.7 Einstellung verschiedener pH-Werte

Die Messung des Zetapotentials der entwickelten Formulierungen mit
sterischer Stabilisierung ergab Werte zwischen -20 bis -30 mV. Trotz der
sterischen Stabilisierung wurde diese Oberflachenladung als zu gering
angesehen, weshalb versucht werden sollte das Zetapotential durch
Zusatz von Elektrolyten zu verandern. Als Vorversuch wurde eine stabile

Nanosuspension mit 5% Wirkstoff und 0,7% Polysorbat 80 als
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Stabilisator hergestellt. Als aullere Phase wurde dabei Aq. bidest
verwendet. Nach Abschluss der Mahlung wurde die TeilchengrofRe der
Partikel in der Suspension bestimmt. Anschliel3end wurde die Probe auf
7 Vials aufgeteilt und in jedem Vial ein anderer pH-Wert eingestellt. Die
Einstellung erfolgte mit Hilfe von verdinnter HCI und NaOH auf einen
pH-Wert von 4, 5, 6, 7, 8 und 9. Nachdem der pH-Wert eingestellt war,
wurden die Proben erneut auf PartikelgroRe und Zetapotential
untersucht, Uber einen Zeitraum von 14 Tagen bei Raumtemperatur
gelagert und die Partikelgroflenanderung Uber diesen Zeitraum
beobachtet. Die Ergebnisse der Partikelgrofienuntersuchungen sind in
Abbildung 5.7-1 grafisch dargestellt. Daraus ergibt sich fur alle Proben
mit verandertem pH-Wert eine hohere Teilchengrofle als bei der
unveranderten Probe, was darauf schlielen lasst, dass die
Agglomerationsneigung durch Zusatz von Elektrolyten verstarkt wird. Da
der Arzneistoff Itraconazol bei saurem pH-Wert eine bessere Loslichkeit
zeigt war zu vermuten, dass es bei den sauren Proben zu einer
Anderung der PartikelgroRe aufgrund einer Ostwald-Reifung kommt. Der
Effekt lasst sich an den Proben mit pH4 bis pH7 erkennen. Die
PartikelgroRe dieser Proben lag mit uber 1100 nm deutlich Uber der
PartikelgrolRe der alkalischen Proben. Die Ergebnisse der Proben mit
einem pH-Wert von 8 und 9 ergaben nach 14 Tagen eine Partikelgrolie
von ca. 800 nm bzw. 550 nm. Damit lagen die PartikelgroRen dieser
Proben jedoch immer noch deutlich Uber den Messwerten der
Ausgangsprobe, was darauf hindeutet, dass die Anwesenheit von lonen

die Stabilitat der Suspensionen beeinflusst.
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Abbildung 5.7-1: PartikelgroBenzunahme bei Einstellung der Proben auf unterschiedliche

pH-Werte zwischen 4 und 9

5.7.1 Mahlung im Puffermedium
Um die Ergebnisse der pH-Wert Einstellung und die Stabilisierung der

Suspension bei Elektrolytzusatz zu Uberprufen, wurde eine Mahlung im
Puffermedium durchgefuhrt. Dabei wurde ein Natriumcitrat-Puffer
gewahlt, da dieses Salz auch als Peptisator eingesetzt wird. Somit ist
anzunehmen, dass bei Zugabe eines Peptisators die Oberflachenladung
der Partikel steigt und es einen zusatzlichen stabilisierenden Effekt auf
die Partikel gibt. Als pH-Wert des Puffersystems wurde pH 7,8 gewahlt,
da dies ungefahr dem pH-Wert in der Lunge als potentiellem
Applikationsort entspricht. Die Bestandteile des Puffermediums sind in
Tabelle 5.7-1 aufgefuhrt.
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Tabelle 5.7-1: Natriumcitrat-Puffer pH 7,8 (Europédisches Arzneibuch, 2005)

Na-Citrat 10,03¢g
NaCl 5,91g
Ag. bidest ad 1000,0 g

Fur die Mahlung wurde eine Suspension mit 5% Wirkstoff und
0,8% Polysorbat 80 im Puffermedium hergestellt und Uber einen
Zeitraum von 240 Minuten vermahlen. Inprozess-Kontrollen wurden nach
einer Mahldauer von 30, 60, 120, 180 und 240 Minuten gezogen und
direkt vermessen. Die Ergebnisse der Mahlung wurden mit einer Probe,
die bei gleichen Parametern im wassrigen Medium hergestellt worden
war, verglichen. Die PartikelgroRe nach 240 Minuten Mahldauer lag mit
einem Z-Average von 398,9 nm deutlich Uber dem der Vergleichsprobe
ohne Puffermedium mit einem Z-Average von 228,5 nm. Die Proben
wurden anschlieBend Uber einen Zeitraum von 14 Tagen bei

Raumtemperatur gelagert und die Partikelgrofdienanderung verfolgt.
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Abbildung 5.7-2: Vergleich der Mahlung im Na-Citrat Puffermedium mit der elektrolytfreien

Nanosuspension iiber einen Zeitraum von 14 Tagen
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Die PartikelgroRe beider Proben nahm dabei im Beobachtungszeitraum
zu. Die Probe im Natriumcitrat-Puffer zeigte mit einer Zunahme des
Z-Average auf 671,2 nm nach 10 Tagen ein starkeres Partikelwachstum
als die Probe ohne Zusatz von Salzen mit einer Partikelgro3e von
407,4 nm nach 14 Tagen. Die Beobachtung, dass die Zugabe von
Elektrolyten das Partikelwachstum verstarkt, konnte auch in diesem Fall
bestatigt werden.

Um einschatzen zu konnen, inwiefern sich die Oberflachenladung der
Partikel durch Zusatz des Peptisators verandert hatte, wurde bei beiden
Suspensionen das Zetapotential nach der Herstellung der
Nanosuspension ermittelt. Die Messung sollte Aufschluss Uber die
Moglichkeit der AbstoRung der Partikel untereinander und damit eine
mogliche elektrostatische Stabilisierung geben. Sie wurden nach
Verdinnung der Suspension in einer Zetapotential-Klvette in einem

Probenvolumen von ca. 1 ml durchgefuhrt.
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-15,0 4
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-10,0
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0,0 -

elektrolytfreies Dispergiermedium Na-Citrat Puffermedium

Abbildung  5.7-3: Ergebnisse der Zetapotentialmessungen fiir elektrolytfreies
Dispergiermedium und Na-Citratpuffer
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Die Kenntnis des Zetapotentials der Partikel in einer Suspension ist ein
wichtiger Parameter zur Beurteilung der Langzeitstabilitat einer
Suspension. In Tabelle 5.7-2 sind Wertebereiche fur das Zetapotential
aufgefuhrt, die eine Hilfe bei der Einschatzung der Suspensionssatbilitat
geben sollen. Die Messergebnisse der beiden Chargen sind in Abbildung
5.7-3 dargestellt. Fur die Charge mit elektrolytfreiem Dispergiermedium
wurde ein Wert von -22,1 mV nach 240 Minuten Mahldauer ermittelt. Bei
Mahlung im Na-Citratpuffermedium stieg das gemessene Zetapotential
auf -28 mV an. Wie die Werte fur das Zetapotential in Tabelle 5.7-2
verdeutlichen, reicht diese Ladung jedoch nicht aus, um eine

vollstandige Stabilisierung der Partikel zu gewahrleisten.

Tabelle 5.7-2: Werte zur Stabilisierung liber das Zetapotential (Miller et al., 1996)

Maximale bis leichte Agglomeration und Sedimentation + 3 bis -10
Schwelle zur Agglomeration -11 bis -20
Geringe bis keine Agglomeration -21 bis -40
Gute bis sehr gute Stabilitat -41 bis -60
Ausgezeichnete Stabilitat -61 bis -80

Eine Mahlung in reinem Na-Citratpuffer ohne Zusatz weiterer Hilfsstoffe
wurde nach 60 Minuten abgebrochen, da sich keine Zerkleinerung der
Partikel zeigte oder diese so stark agglomeriert waren, dass es zu einer
Uberschreitung des Messbereichs im Zetasizer bei 6 um kam.

Insgesamt lasst sich sagen, dass der Zusatz von Elektrolyten zu den
Nanosuspensionsformulierungen oder eine Mahlung im Puffermedium
einen negativen Einfluss auf die Suspensionsstabilisierung zeigt.
Bei Anwesenheit von Elektrolyten kam es zu einer verstarkten
Agglomeration der Partikel. Dieser Effekt war bereits bei Kontrolle der

Partikelgrof’e wahrend des Mahlprozesses erkennbar. Es wird vermutet,
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dass die Elektrolyte in Konkurrenz zu dem sterischen Stabilisator
Polysorbat 80 um die Besetzung der Oberflache treten. Die Besetzung
der Partikeloberflache mit Citrat, das keine Hydrathulle aufbaut, fuhrt zu
einer Verdrangung des hydratisierten sterischen Stabilisators
Polysorbat 80 auf der Oberflache der Partikel.

Abbildung 5.7-4: unzureichende Stabilisierung der Partikel durch Konkurrenz zwischen
sterischem Stabilisator und Elektrolyt

Es ergibt sich somit eine Besetzung der Partikeloberflache mit einer
ungenugenden Menge an sterischem Stabilisator sowie einer nicht
ausreichenden Elektrolytschicht. Bei Annaherung der Partikel in der
Suspension kommt es somit zu einer Agglomeration und einer

messbaren Zunahme der durchschnittlichen Partikelgrofe.

5.8 Einfluss der Mahlkérper auf das Mahlergebnis

Aufgrund der in Kapitel 2.5.3 beschrieben Mechanismen der
Partikelzerkleinerung und dem zerkleinerungsaktiven Volumen der
Mahlkorper, hat die Grolle der Mahlkorper einen Einfluss auf die

Reduktion der Partikelgrole. Es sollte daher im Vergleich
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unterschiedlicher Mahlkorpertypen untersucht werden, ob diese einen
entscheidenden Einfluss auf das Mahlergebnis zeigen. Ausgewahlt
wurden vier unterschiedliche Mahlkorpertypen, die in Tabelle 5.8-1

aufgeflhrt sind.

Tabelle 5.8-1: verwendete Mahlkérpertypen

Mahlkorpertyp Form GroRenbereich
[um]
Yttrium spharisch 400 - 600
Polystyrol spharisch 360 — 630
Polycarbonat zylindrisch 380 x 380 x 540
Cer spharisch 400 — 700

Tabelle 5.8-2: Mahlparameter

Drehzahl Zeit Wirkstoff Hilfsstoff
[U/min] [Min] [%]
4000 240 5,0 Polysorbat 80 0,7 %

Die Parameter fur die Mahlungen wurden auf die in Tabelle 5.8-2
dargestellten Werte festgelegt. Der Feststoffanteil betrug 5% Itraconazol
bei einer Mahldauer von 240 Minuten und einer Drehzahl des Mahlrotors
von 4000 U/Min. Als Stabilisator wurde Polysorbat 80 in einer absoluten
Konzentration von 0,7% (m/m) verwendet. Die eingesetzten
Mahlkorpertypen wurden bereits in 2.5.4 naher charakterisiert. Der
auffalligsten Unterschied ist der Dichteunterschied der Zirkonoxid
Mahlperlen zu den Polymer-Varianten. Des weiteren handelt es sich bei
den Polycarbonat Mahlkorpern nicht um spharische Korper, sondern um
zylindrische Extrudate, was zur Folge hat, dass sich Kanten mit einem
Winkel von 90° ergeben, die bruch- bzw. abriebsgefahrdet sind. Vor

Beginn der Mahlungen wurde die Muhle komplett gereinigt. Nach dem
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Zusammenbau wurden 40 ml Mahlkorper in einem Messzylinder
abgemessen und in die Mahlkammer Uberfuhrt. Anschlieend wurden
das System bei niedrigen Drehzahlen des Mahlrotors mit partikelfreiem
Wasser gespult. Nach dem Abpumpen des Spulwassers wurde die
Muahle mit Druckluft freigeblasen, um das restliche Wasser aus dem
System zu entfernen. Die Suspensionen wurden wie in Abschnitt 3.4

beschrieben hergestelit.
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Abbildung 5.8-1: Einfluss des Mahlkorpertyps auf die Partikelzerkleinerung

Auffallig bei den Ergebnissen der Partikelgrolienmessung ist die gute
Zerkleinerung der Polymer-Mahlkorper im Vergleich zu den Zirkonoxid
Varianten (Abbildung 5.8-1). Bereits die Messung nach einer Mahldauer
von 30 Minuten zeigt deutliche Unterschiede bei den einzelnen Chargen.
Die Polymer-Mahlkérper-Chargen wiesen mit 283 nm und 238 nm die
geringeren PartikelgroRen gegenuber den Chargen der keramischen
Mahlkorpern mit 342 nm und 335 nm auf. Dieser Trend setzt sich Uber

den weiteren Verlauf der Mahlung fort. Bei allen Mahlkorpertypen zeigt
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sich ab einer Mahldauer von 120 Minuten keine wesentlich
Zerkleinerungswirkung mehr. Die starkste Reduktion der Partikelgrofie
ergibt sich in diesem Bereich fur die Charge der Cer-stabilisierten
Zirkonoxid-Mahlperlen mit einem Abfall von 271,6 nm nach 120 Minuten
auf 2491 nm nach 240 Minuten. Bei diesen Mahlkdrpern scheint
demnach der Einfluss der Mahldauer starker zu sein als bei den anderen
Mahlkorpertypen.

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die Keramik-Mahlkorper mit einer
hohen Dichte am Boden der Mahlkammer verbleiben und vom Mahlrotor
nur leicht bewegt werden konnen, was zu einer schlechteren
Zerkleinerung der Partikel zwischen den Mahlkorpern fuhrt. Bei dem
verwendeten Mahlrotor handelt es sich, wie in Abschnitt 2.5.1
beschrieben, um einen glatten Zirkonoxid Rotor ohne Schikanen. Die
Form des Rotors ermoglicht eine ausreichende Bewegung des
Wirbelbettes und reduziert die Reibung zwischen Mahimedium und
Rotor-Oberflache, was einen geringeren Abrieb zur Folge hat. Die
Energie des Mahlrotors kann jedoch nicht ausreichend auf die
Mahlkorper mit hoher Dichte Ubertragen werden. Bei Verwendung von
Polymermahlkorpern mit einer geringeren Dichte ist der Energielubertrag
deutlich besser. Die Mahlkorper werden durch den Rotor starker bewegt
und in der Mahlkammer verwirbelt. Dabei kommt es zu einer Prall- und
Schlagwirkung der Wirkstoffpartikel zwischen den Mahlkérpern und unter
den Partikeln selbst, da diese eine hohere Beschleunigung erfahren. Die
Verwirbelung der Mahlkorper ist jedoch Dichteabhangig. Als weitere
Auffalligkeit bei der Betrachtung der Partikelgrofen lasst sich eine untere
Grenze fur die Zerkleinerung erkennen. Die anfanglich starke Abnahme
der Partikelgrolie zeigt bei allen Mahlkorpertypen ab einer Mahldauer
von 120 Minuten keine weitere nennenswerte Reduktion der

Partikelgroe mehr. Diese Beobachtung lasst sich auch beim PDI-Wert
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machen (Abbildung 5.8-2). Analog zur PartikelgrofRe zeigt sich nur noch
bei der Mahlung mit Cer stabilisierten Zirkonoxid Mahlkorpern ein
deutlicher Abfall des PDI-Wertes von 0,196 auf 0,157. Dies ist auch hier
ein Anzeichen dafur, dass die Homogenitat der Charge bei diesem
Mahlkorpertyp eine zeitabhangige Grole ist.
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Abbildung 5.8-2: Einfluss des Mahlkorpertyps auf den PDI-Wert

Der beobachtete Anstieg des Z-Average und des PDI-Wertes der
Charge mit Cer-stabilisierten Zirkonoxid-Mahlperlen nach 60 Minuten
lasst auf einen praparativen Fehler bei der Vermessung schliel3en.

Insgesamt kann gesagt werden, dass die verwendeten Polymer-
Mahlkorper gegenuber den Keramik-Mahlkorpern eine bessere
Zerkleinerungswirkung zeigen. Uber den gesamten Verlauf der Mahlung
liegen die Messergebnisse fur die Partikelgrofien bei Verwendung der
Polymer-Varianten bei ansonsten identischen Parametern deutlich
niedriger. Auch die Homogenitat der Proben ist in den ersten
120 Minuten deutlich verbessert. Ab 120 Minuten Mahldauer lassen sich

keine groRen Unterschiede mehr erkennen. Die besten PDI-Werte zeigt
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die Probe, die mit den zylindrischen Polycarbonat Mahlkorpern
vermahlen wurde. Bezuglich der Zerkleinerungswirkung hatte die
zylindrische Form gegenuber der spharischen Form der Mahlkorper
keine Vorteile. Das beste Ergebnis brachte die Vermahlung mit

spharischen Polymer-Mahlkorpern.

5.9 Einfluss der MahlkorpergroBBe auf das Mahlergebnis
Da die Mahlkorper aus Polystyrol in Abschnitt 5.8 ein sehr gutes

Mahlergebnis zeigten, wurden die weiteren Mahlungen mit diesem
Mahlkorpertyp durchgefuhrt.

Aufgrund der in Kapitel 2.5.3 beschrieben Mechanismen der
Partikelzerkleinerung und dem zerkleinerungsaktiven Volumen der
Mahlkorper, hat die Grolle der Mahlkorper einen Einfluss auf die
Reduktion der PartikelgroRe. Dieser Einfluss der Mahlkorpergrofie auf
die Partikelzerkleinerung sollte daher ermittelt werden. Dazu wurden
zwei Mahlperlenchargen mit unterschiedlichen GrolRenbereichen
ausgewahlt. Aus diesen beiden Chargen wurden uUber eine Siebung
verschiedene Klassen herausgesiebt und diese Siebfraktionen fur die
Mahlung verwendet. Die verwendeten Chargen sowie die Siebfraktionen
sind in Tabelle 5.9-1 aufgefuhrt.

Tabelle 5.9-1: GroBenbereich der verwendeten Polystyrol — Mahlperlen und daraus erstellte

Siebfraktionen

Charge GroRenbereich
mm
1 0,360 — 0,630
2 0,630 — 0,990
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Tabelle 5.9-2: Verwendete Mahlperlenfraktionen

Mahlkorper
Typ GrofRe [um]
Polystyrol 355-500
Polystyrol 500-710
Polystyrol 710-900
Polystyrol >900

Die Siebungen wurden auf einem automatischen Siebturm (Retsch
GmbH, Haan) durchgefuhrt. Als problematisch erwies sich dabei die
Adhasivitat und Kohasivitat der Mahlperlen in Charge 1. Aufgrund eines
hohen Anteils an freiem Styrol, das sich als Produktionsruckstand
zwischen den Mahlperlen befindet, war die automatische Siebung nur
schwer durchfuhrbar. Die Siebung wurde daher noch mit jedem
einzelnen Sieb per Hand durchgefuhrt, bis der Feinanteil weitestgehend
minimiert war. Die so gewonnenen Siebfraktionen wurden jeweils in die
Mahlkammer uberfuhrt und bei laufendem Mahlrotor mit ausreichend
partikelfreiem Wasser gespult, um das freie Styrol auszuwaschen.
AnschlieRend wurde das Spulwasser abgepumpt und das restliche
Wasser mit Druckluft aus der Mahlkammer gedruckt. Als Suspension
wurde eine bereits bekannte Rezeptur mit den in Tabelle 5.9-3

dargestellten Parametern verwendet.

Tabelle 5.9-3: Parameter zur Mahlung mit unterschiedlichen GroRenfraktionen der Mahlperlen

Drehzahl Zeit Wirkstoff Hilfsstoff

Min
4000 240 5,0 Polysorbat 80 0,7 %

Wie aus Abbildung 5.9-1 ersichtlich ist, zeigt die PartikelgroRenmessung
nach einer Mahldauer von 30 Minuten einen besseren Mahlerfolg bei
Verwendung kleinerer Siebfraktionen. Die ermittelten Partikelgro3en der

Fraktionen bis 710 um liegen bei 258 nm. Die Zerkleinerungswirkung der
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beiden grolderen Fraktionen war im anfanglichen Vergleich mit Grofden
von 335 nm deutlich schlechter. Diese Differenz lie3 sich bis zu einer
Mahldauer von 120 Minuten weiter verfolgen. Nach 180 Minuten ergab
die Messung fur die ersten drei Fraktionen eine PartikelgrofRe von
ca. 195 nm. Auch am Ende der Mahldauer von 240 Minuten lagen die

Messwerte in diesem GrofRenbereich.
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Abbildung 5.9-1: Ergebnisse der PartikelgroRenmessung bei Verwendung unterschiedlicher
GroBenfraktionen an Polystyrolmahlkérpern

Tabelle 5.9-4: Ergebnisse fiir PartikelgroBRenmessung und PDI-Werte bei Verwendung
unterschiedlicher GroBenfraktionen an Polystyrol-Mahlkorpern

Zeit  355-500 pm  500-710 pm  710-900 pm > 900 pm

[Min] | Z-Avg. PDI |Z-Avg. PDI Z-Avg. PDI
30| 257,3 0,194| 258,3 0,225| 3354 0,357| 336,4 0,322
60 221,8 0,148| 2186 0,171 | 2519 0,233| 272,3 0,244
120 196,2 0,144| 196,9 0,137 | 232,3 0,249| 2276 0,192
180 | 1958 0,182 192,0 0,127| 193,6 0,157 | 211,5 0,164
240 | 196,3 0,133 1914 0,109| 188,6 0,143| 218,2 0,209
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Es lasst sich nach diesen Ergebnissen darauf schlielfen, dass die
Grolenfraktion der Mahlkorper im Bereich unter 710 um keinen grof3en
Einfluss auf den Mahlerfolg hat. Sowohl bei Verwendung der Chargen
mit einer Grolke von 355-500 um als auch 500-710 ym ergaben die
Messungen Uber den gesamten Zeitverlauf der Mahlung ahnliche Werte
fur die Partikelgrolle. Die Mahlkorperfraktion 710-900 um zeigte
anfanglich keine analoge Zerkleinerung. Die Partikelgrofien lagen mit
232 nm nach 120 Minuten um ca 50 nm Uber denen der beiden kleineren
Fraktionen. Ab einer Mahldauer von 180 Minuten zeigten sich jedoch
keine Unterschiede mehr. Die Messwerte der grofdten Mahlperlenfraktion
von Uber 900 um zeigten hingegen einen deutlich schlechteren
Mahlerfolg. Nach einer Partikelgrofle von 335 nm nach 30 Minuten
Mahldauer fiel der Wert auf ein Minimum von 211 nm nach 180 Minuten
Mahldauer ab. Nach 240 Minuten Mahldauer zeigte sich wieder ein
leichter Anstieg in der Partikelgrofde auf 218 nm, was dafur spricht, dass
keine weitere Zerkleinerung der Partikel erfolgt. Die Betrachtung der
PDI-Werte zeigt ein ahnliches Ergebnis, wobei die niedrigsten Werte
wiederum bei den beiden kleinsten Mahlperlenfraktionen ermittelt
wurden. In  Abbildung 5.9-2 sind die Messwerte fur die
Polydispersitatsindices dargestellt. Die Werte nach 30 Minuten
Mahldauer deuten auf eine bessere Homogenitat der Chargen bei
kleineren Mahlperlen hin. Auch am Ende des Messzeitraums von
240 Minuten lasst sich diese Aussage bis auf den hoheren PDI-Wert der
kleinsten Mahlperlenfraktion gegenuber der nachst grolReren von
500-710 pm treffen.

Die Mahlperlenfraktion von 710-900 um zeigte nach 240 Minuten
Mahldauer und einer PartikelgroRe im Bereich der beiden kleineren
Mahlkorperfraktionen einen mit 0,143 hoheren PDI-Wert. Bei der grofdten

Mahlperlenfraktion zeigte sich wiederum ein Anstieg des PDI-Wertes von
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0,164 nach 180 Minuten Mahldauer auf 0,209 nach 240 Minuten. Da
auch die anderen Werte Messwertschwankungen aufwiesen, ist nicht
davon auszugehen, dass es sich um einen Effekt der gro3en Mahlperlen
handelt. Die Messwerte der Polystyrolmahlperlen >900 ym lagen jedoch
uber die gesamte Messdauer deutlich Uber den Werten der kleineren
Mahlperlenfraktionen. Es kann somit davon ausgegangen werden, dass
der Mahlerfolg bei Mahlperlen >900 um abnimmt. Insgesamt zeigte die
Mahlperlenfraktion im GroRenbereich von 500-710 um die besten
Ergebnisse bei Partikelgroe und Homogenitat. Zusammengenommen
lassen die Ergebnisse der drei Fraktionen zwischen 355 und 900 ym auf
eine gute Reproduzierbarkeit der Mahlergebnisse bei vergleichbaren
Mahlparametern schlieen. Ein ahnliches Ergebnis lieferten auch die
Untersuchungen von Inkyo et. al. (Inkyo et. al., 2006), der zudem
beschreibt, dass Anderungen in der Kristallinitait der Nanopartikel bei

Verwendung kleinerer Mahlperlenfraktionen minimiert werden.
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Abbildung 5.9-2: PDI-Werte der Mahlungen mit Mahlperlenfraktionen
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5.10 Charakterisierung der Mahlkérper

Die verwendeten Mahlkorper unterliegen wahrend des Mahlprozesses
starken Belastungen in der Mahlkammer. Die Energie des Mahlrotors
wird zu einem grof3en Teil auf die Mahlkorper Ubertragen, so dass diese
in der Mahlkammer verwirbelt werden. Neben der Zerkleinerung der
Feststoffpartikel kommt es dabei auch zu einem Materialabrieb an den
Mahlkorpern selbst, der in das Produkt gelangt und dort eine
Verunreinigung darstellt. Bei Verwendung von Polymermahlkorpern wird
der Abrieb verringert (Merisko-Liversidge, et al., 2003). Die Oberflachen
der verwendeten Mahlkorper wurden im Neuzustand und nach dem
Einsatz im Mahlprozess unter einem Elektronenmikroskop untersucht,

um optische Veranderungen der Oberflache beurteilen zu konnen.

5.10.1 Zirkonoxid-Mahlkorper

AccV SpotMagn WD F—— 100m
16.0kV 5.0 260x 10.3 Cer0.4 N

Abbildung 5.10-1: Cer-stabilisierte Zirkonoxid-Mahlperle in 250facher VergrofRerung

Wie in Abbildung 5.10-1 zu erkennen ist, sind die Mahlkorper nicht
komplett spharisch, sondern haben eine herstellungsbedingte Tropfnase.
Diese Tropfenform der Mahlperlen war bei einem Groldteil der
betrachteten Mahlperlen zu beobachten und erhoht bei Beanspruchung
der Mahlkorper wahrend des Mahlprozesses die Abriebs-
wahrscheinlichkeit. Bereits in der 250fachen VergroRerung wird auch die
Struktur der Oberflache deutlich, die in Abbildung 5.10-2 bei 1000facher
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VergrolRerung dargestellt ist. Im Vergleich der Oberflachen eines neuen
Mahlkorpers (Bild A) wird gegenuber der Betrachtung eines
Beanspruchten Mahlkorpers (Bild B) deutlich, dass die Rauheit
abgenommen hat. Auf der Oberflache der benutzten Mahlkdrper sind
Bereiche erkennbar, die abgeschliffen wirken. Allgemein hat die Rauheit

der Oberflache nach dem Mahlvorgang abgenommen.

AccV SpotMagn WD F——— 20m
150kv 50 1000x 81 Cer04B

Abbildung 5.10-2: REM-Aufnahme der Oberfliche von Cer-stabilisierten Zirkonoxid
Mahlkorpern im neuen Zustand (links) und nach Beanspruchung im Mahlprozess (rechts) in

1000facher VergroRerung

In Abbildung 5.10-3 ist die Oberflache und das HOhenprofil einer
unbenutzten Cer-stabilisierten Zirkonoxid Mahlperle in 1000facher
VergroRerung abgebildet. Die Aufnahme wurde mit einem
Digitalmikroskop (VHX-500, Keyence Deutschland GmbH, Neu-
Isenburg) erstellt. Das Gerat fahrt den Scharfebereich der gekrimmten
Oberflache in definierten Schritten ab und errechnet aus den
kontrastreichen Bildelementen der Einzelbilder eine Uber den gesamten
Bereich scharfe Abbildung. Somit ist es der Software maglich, Uber die
Position der Scharfeebene ein Hohenprofil der Oberflache zu errechnen.
Sowohl auf der mikroskopischen Aufnahme als auch in dem
dargestellten Hohenprofil ist die optisch beobachtete Oberflachenrauheit

ZU erkennen.
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L} 79.0um

Abbildung 5.10-3: Mikroskopische Aufnahme und zugehoriges Oberflachenprofil einer
Cer-stabilisierten Zirkonoxid-Mahlperle

Neben der Krimmung der Mahlperlenoberflache ist in der Abbildung die
Rauheit der Oberflache erkennbar. Der Umfang der Ordinate zwischen
den Punkten A und B betragt 10,5um, so dass sich eine

Oberflachenrauheit von 1 bis 3 uym ergibt.

5.10.2 Polycarbonat-Mahlkorper

Es wurde eine Charge Polycarbonat-Mahlkérper (Norstone Inc.,
Wyncote, USA) mit den Abmessungen 380 * 380 * 540 ym verwendet.
Diese Mahlkorper waren die einzigen nicht spharischen Mahlkorper, die
untersucht wurden. Wie in Abbildung 5.10-4 zu sehen ist, handelt es sich
um zylindrische Extrudate, an deren Enden Verformungen zu erkennen
sind, die auf einen Schnitt des Extrudatstranges bei der Herstellung

zuruckzufuhren sind. Aufgrund dieser Verformungen ergeben sich
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AccY SpotMagn WD H———— 200um AccY SpotMagn WD H———— 200pum
150KV 50 99 104 PC 15 150KV 50 100x 87 PC gebraucht

Abbildung 5.10-4: Unbenutzter (A) und abgeschliffener Polycarbonat-Mahlkérper nach

Belastung im Mahlprozess (B). Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme, 100fach.

A " b
150 kv 50 500x _ ) A 8150 kv 5.0 500x e
o, s < » 1 i B PR T . &

Abbildung 5.10-5: Oberflaiche des Mahlkorpers mit Schnittkante (A) und Betrachtung der

Schnittflache (B). Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme, 500fach.

Kanten, die wahrend des Mahlprozesses bruchgefahrdet sind (Abbildung
5.10-5). Bei der elektronenmikroskopischen Betrachtung der Mahlkorper-
oberflachen zeigen sich Riefen in Langsrichtung auf der Oberflache, die
durch ihre Ausrichtung auf herstellungsbedingte Kratzspuren schliel3en
lassen. Bei 500facher VergroRerung der Schnittflache zeigt sich
aulRerdem die faserige Polymerstruktur des Polycarbonats. Durch die
Extrusion und den Druck des Schnittes ist diese im oberen Bereich
komprimiert. Unterhalb dieses Bereiches zeigen sich Hohlraume, in
denen es wahrend der Mahlung zur Einlagerung von Feststoff kommen

kann. Nach Benutzung der Mahlkorper im Mahlprozess ist in
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Abbildung 5.10-6: Benutzter PolycarbonatMahlkbrper in Aufsicht. Die abgeschliffene Form ist
in (A) gut zu erkennen. In (B) sind Ablagerungen des Arzneistoffes an den Kanten zu erkennen
(Pfeile).

Abbildung 5.10-6 bei Aufsicht auf die Schnittflache in 200facher
VergroRerung (Bild A) im Vergleich zu Abbildung 5.10-5 (Bild B) zu
erkennen, dass die Mahlkorper an der Schnittflache deutlich
abgeschliffen sind. Bei 1000facher VergroRerung der faserigen Struktur
zeigen sich aullerdem Ablagerungen von Arzneistoff an den Kanten.
Eine Einlagerung von Feststoff in die Hohlraume des Mahlkorpers
konnte jedoch nicht beobachtet werden. Auf der Oberseite der
Mahlkorper konnten aulRerdem in 1000facher Vergrof3erung deutliche
Kratzspuren festgestellt werden, die in Abbildung 5.10-7 kenntlich
gemacht wurden. Insgesamt lassen die optischen Veranderungen der
Mahlkorper darauf schlieBen, dass es zu einem deutlichen Abrieb der
Mahlkorper wahrend der Mahlung kommt. Dies kann zum einen auf das
wenig elastische Polymer zurlckzufihren sein, zum anderen hat die
Form der Mahlkorper einen Einfluss auf den Abrieb. Diese schleifen sich
an den Kanten gegenseitig ab. Aufgrund dieser Beobachtungen ist die
Verwendung dieser Mahlkorper als eher kritisch zu beurteilen. Den

Beobachtungen nach wird das Produkt deutlich mit Abrieb belastet.
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AccY Spot Magn WD F—— 20um
150kv 5.0 1000x 86 PC gebraucht

Abbildung 5.10-7: 1000fache VergroBerung der Oberfliche eines Polycarbonat Mahlkorpers

nach Belastung im Mahlprozess. Es sind deutliche Kratzspuren zu erkennen (Pfeile).

5.10.3 Polystyrol-Mahlkorper

Die verwendeten Polystyrol-Mahlkorper waren spharisch. Sie wurden in
zwei Chargen unterschiedlicher MahlperlengroRe von der Firma
Norstone (Norstone Inc., Wyncote, USA) bezogen. Eine Betrachtung der
Oberflache bei 1000facher Vergrolierung (Abbildung 5.10-8) lasst eine
sehr glatte und homogene Oberflache mit leichten Blasen des Polymers
erkennen. Nach der Beanspruchung der Mahlkorper im Mahlprozess
zeigt sich kaum eine Veranderung der Oberflache. Durch die Belastung
sind die Blasen auf der Oberflache abgetragen und die Rauheit der
Oberflache hat leicht zugenommen. Kratzspuren, wie bei den
verwendeten Polycarbonat-Mahlkorpern, lassen sich nicht erkennen,

was wahrscheinlich auf das elastischere Polymer Polystyrol
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zurtckzufuhren ist. Allerdings sind kleine Lécher in der Oberflache zu
erkennen, in denen sich Arzneistoff abgelagert hat. Diese sind jedoch
wahrscheinlich nicht auf die Belastung im Mahlprozess zurtckzufuhren,
sondern werden herstellungsbedingte Hohlraume sein, die sich evtl. erst
im Prozess geo6ffnet haben. Sie wurden bei den begutachteten
Mahlkérpern jedoch nur ein einziges mal gefunden und stellen aufgrund

der geringen Grole der Kavitaten kein Problem dar.
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Abbildung 5.10-8: REM-Aufnahme der Oberflaiche von Polystyrol Mahlkérpern im neuen
Zustand (A) und nach Beanspruchung im Mahlprozess (B) in 1000facher VergroBerung

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich mit der Abnahme der
Harte des verwendeten Materials auch eine Abnahme des Abriebs der
Oberflache erkennen lie. Alle Oberflachen der Mahlkorper wiesen
teilweise deutliche Spuren der Belastung im Mahlprozess auf und
zeigten Veranderungen in ihrer Beschaffenheit. Die Polystyrol-
Mahlkorper zeigten die geringsten visuell erkennbaren Oberflachen-
veranderungen. Der Abtrag der lose anhaftenden Polymerstlicke lasst
sich evtl. bereits durch einen Waschvorgang in der Mahlkammer bei
niedrigen Drehzahlen erreichen, was eine Verunreinigung des Produktes
weiter vermindern wuirde. Aufgrund der Beobachtungen ist davon
auszugehen, dass die Polystyrol-Mahlperlen die  geringsten
Verunreinigungen in das Produkt eintragen. Sie wurden daher vorrangig

fur die Durchfihrung der Versuche verwendet.
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5.11 Quantifizierung des Mahlabriebs

Da es sich beim Mahlprozess um einen Prozess mit einem hohen
Energieeintrag handelt, kann es zu einem Abrieb der Mahlkorper sowie
der produktberuhrenden Teile der Ruhrwerkskugelmuhle kommen. Da
dieser Abrieb eine Verunreinigung des Produktes darstellt, wurde nach
einer Moglichkeit gesucht, den Abrieb in der Suspension zu bestimmen.
Aufgrund der geringen Mengen konnte eine Veraschung der Probe und
gravimetrische Bestimmung ausgeschlossen werden. Die Proben
wurden daher mit Hilfe einer ICP-OES (Inductively Coupled Plasma
Optical Emission Spectrometry), auf Spuren anorganischer Ruckstande
aus dem Mahlprozess untersucht. Die Methode beruht auf der
Verwendung eines 6000-12000 K heil3en Argonplasmas, mit dem die zu
analysierenden Elemente zur optischen Emission angeregt werden. Die
Detektion der Proben erfolgte mit einem CCD-Flachendetektor. Der
Vorteil der ICP-OES gegenuber der Atom-Absorptions-Spektroskopie ist
die wesentlich hohere Analysen Temperatur. Die angeregten Atome der
zu bestimmenden Elemente werden zusatzlich ionisiert, was die
Bestimmung unempfindlicher gegenuber storenden Einflussen macht.
Die Proben wurden vor der Analyse zum Aufschluss der organischen
Bestandteile mit HNO; versetzt. Die Mischung wurde anschlieRend unter
Verwendung eines Temperaturprogramms in einem Druckgefal} in einer
Mikrowelle erhitzt. Die so vorbereiteten Proben wurden mit Hilfe der ICP
(Varian Inc., Palo Alto, USA) analysiert.

Wie aus Abbildung 5.11-1 ersichtlich ist, hat die Suspension wahrend
des Mahlprozesses in der Mduhle Kontakt zu Bauteilen aus
unterschiedlichen Materialien. Dies sind vor allem die
Mahlraumauskleidung aus siliciuminfiltriertem Siliciumcarbid (SiSiC) und
der Mahlrotor aus Zirkonoxid. Hinter dem Reibspalt und im

Vorratsbehalter befinden sich aulerdem Bauteile aus Edelstahl sowie
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Abbildung 5.11-1: Mahlkammer mit Produktfilhrung und wahrend des Prozesses belasteter

Bauteile

eine Gleitringdichtung, die der Trennung des Produktraumes von den
Antriebsteilen der Muhle dient. Die Gleitringdichtung besteht, wie auch
die Mahlraumauskleidung, aus SiSiC. Zur Abdichtung werden zwei plane
Ringe aus dem Material gegeneinander gepresst. Der muhlenseitige
Ring steht dabei fest, wahrend der andere auf der Welle sitzt und mit
dieser rotiert. Aufgrund der Reibung der Bauteile entsteht ebenfalls
Abrieb, der jedoch durch die Harte des Materials gering ist. Auch alle
anderen Bauteile sind wahrend des Mahlprozesse einer Belastung
ausgesetzt. Die grofte Belastung erfahren wahrend des Mahlprozesses
jedoch die Mahlkorper. Je nach Beschaffenheit und Material zeigen sie
einen  unterschiedlich  starken  Abrieb (siehe Kapitel 5.10
Charakterisierung der Mahlkorper). Bei der Auswahl der zu
analysierenden Elemente wurden alle produktberihrenden Bauteile
einbezogen, die wahrend des Mahlprozesses beansprucht werden
(siehe Abbildung 5.11-1). AulRerdem wurde der Abrieb der Mahlkorper

aus Cer-stabilisiertem Zirkonxid ebenfalls untersucht, um eine Aussage
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uber die Belastung der Suspensionen mit anorganischen Materialien
treffen zu konnen. Fur die Untersuchungen wurden zwei Chargen an
Suspension mit einem Feststoffanteil von 5% Itraconazol hergestellt. Der
Unterschied zwischen beiden Chargen bestand in der Verwendung
unterschiedlicher Mahlkorpertypen, um den Einfluss auf den Abrieb
untersuchen zu koénnen. Zum einen kam eine Charge
Polystyrolmahlperlen zum Einsatz. Die zweite Charge wurde unter
Verwendung von Zirkonoxid-Mahlperlen, die mit Cer stabilisiert waren,
vermahlen. Die Parameter der beiden Chargen sind in Tabelle 5.11-1

aufgefuhrt.

Tabelle 5.11-1: Mahlparameter der Chargen zur Analyse auf Spurenelemente

Charge Drehzahl Zeit Mahlkorper Wirkstoff Hilfsstoff 1
[U/min] [Min] [%] Name [%]
1 4000 240 Cer/Zirkonoxid 5,0 Polysorbat 80 0,7
2 4000 240 Polystyrol 5,0 Polysorbat 80 0,7

Die Suspensionen wurden nach der Herstellung aufgrund der
beschriebenen Uberlegungen und der verwendeten Mahlkdrper auf

Spuren folgender Elemente untersucht:

« Silizium (Si)
« Eisen (Fe)
+ Cer (Ce)

» Zirkonium (Zr)
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Abbildung 5.11-2: Ergebnisse der Spurenanalyse
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Abbildung 5.11-3: Ergebnisse der Spurenanalyse bei Verwendung von Polystyrol Mahlperlen
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Die Angabe der Werte aus den Spurenanalysen erfolgt in mg/L
Suspension. Abbildung 5.11-2 stellt die Ergebnisse der Spurenanalyse
von Charge 1 dar. Die Untersuchung auf Spurenelemente bei Charge 1,
die unter Verwendung von Cer stabilisierten Zirkonoxid-Mahlkdrpern
vermahlen worden war, ergab erwartungsgemal} einen hohen Anteil an
Zirkonium in der Probe. Der Wert an Zirkonoxid betrug laut der Analyse
110 mg/L. Dieser hohe Wert ist zum einen mit der Belastung des
Mahlrotors, zum anderen durch den Abrieb der Mahlperlen, die durch
Schlag und Prall sowie durch Schleifen des Mahlkorperbettes am
Mahlrotor zurtckzufihren. Auch der Wert von 12 mg/L fur Cer spricht fur
einen Abrieb der Mahlperlen. Der Wert von 1,9 mg/L Eisen ist
wahrscheinlich auf die Edelstahlwelle des Mahlrotors zuriickzufihren,
die Beruhrung mit dem Produkt hat. Die ermittelte Menge von 12 mg/L
Silizium deutet auf einen Abrieb der Kammerwandung aufgrund der
Belastung durch die Mahlperlen wahrend des Mahlprozesses hin. Der
groRere Anteil ist aber hochstwahrscheinlich auf einen Abrieb der
Gleitringdichtung zurtickzufuhren. Fir diese Vermutung spricht auch die
Analyse der zweiten Charge, die mit 17 mg/L sogar einen hdheren
Siliciumwert ergab, obwohl die Belastung der Mahlraumauskleidung
aufgrund der Polystyrolmahlperlen geringer ausfallen durfte. Fir die
anderen Elemente ergaben sich hier jedoch niedrigere Werte, wie in
Abbildung 5.11-3 dargestellt ist. Cer konnte erwartungsgemald nicht in
der Probe nachgewiesen werden. Auch der Wert des Eisennachweises
lag jedoch mit nur 0,74 mg/L bei rund einem Drittel des Wertes von
Charge 1. Am deutlichsten wird die geringere Belastung der Suspension
durch die Verwendung von Polymermahlkorpern jedoch bei Betrachtung
des Zirkonoxid-Wertes. Dieser lag im Gegensatz zu Charge 1 bei nur
0,58 mg/L, was eine Uber 206-fach niedrigere Abriebsmenge darstellt.

Dieser deutlich tiefere Wert ist zum einen auf die geringere Dichte der
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Polystyrolmahlkérper und damit eine geringere Belastung der
Mahlraumauskleidung und des Mahlrotors zuruckzufihren; zum anderen
ist das Fehlen des Zirkonoxids in den Mahlkorpern selbst naturlich ein
weiterer Faktor. Da der Anteil an Cer in den Mahlperlen nicht bekannt ist,
kann nicht genau beurteilt werden, wie stark der Abrieb des Mahlrotors
selbst ist. Insgesamt wird bei Betrachtung der Ergebnisse deutlich, dass
die Polystyrol-Mahlkorper eine wesentlich geringere Belastung fur das

Produkt darstellen.

5.12 Untersuchungen zur Langzeitstabilitat

Bei der Ermittlung des geeigneten Stabilisators und der weiteren
Versuche zeigte sich eine Temperaturabhangigkeit der Partikelgrof3e.
Daher sollte anhand einer Versuchsreihe die temperaturabhangige
Stabilitat der Proben untersucht werden. Es wurde eine ausreichend
stabilisierte Suspension mit 10% Itraconazol und einem absoluten
Zusatz von 1,4%(m/m) Polysorbat 80 hergestellt. Die Messung der
Partikelgrolle ergab nach der Mahlung einen Wert von 237 nm.
AnschlieBend wurde die Charge zu gleichen Teilen auf 5 Gefale
aufgeteilt und bei 5 verschiedenen Temperaturen eingelagert. Vier der
Proben wurden in elektronischen Warmeschranken (Heraeus T6, Kendro
Lab. Products GmbH, Hanau) bei Temperaturen von 20, 30, 40 und
50°C gelagert. Die Einlagerung der funften Probe erfolgte bei 8°C im
Kluhlschrank. Die Temperaturen wurden regelmafRig mit Hilfe eines
analogen Thermometers kontrolliert. Die Vermessung der Proben
erfolgte nach 1, 7, 14 und 28 Tagen. AnschlieRend wurden die Proben
alle 28 Tage bis zum 84. Tag vermessen, sofern sie noch vermessbar

waren.
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Tabelle 5.12-1: Parameter der Charge zur Beurteilung der Lagerstabilitat

Drehzahl Zeit Wirkstoff Hilfsstoff

[U/min] [Min] [%]
4000 240 10,0 Polysorbat 80 1,4

3500,0

——38°C
== 20°C
3000,0 30°C

=>=40°C

=#=50°C
2500,0

2000,0
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1000,0 A

—

500,0
+ =L = - .
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Abbildung 5.12-1: PartikelgroRenwachstum der Charge bei unterschiedlichen

Einlagerungstemperaturen tiber einen Zeitraum von 84 Tagen

Bei der Betrachtung der Ergebnisse der Partikelgrolenmessungen in
Abbildung 5.12-1 fallt auf, dass die Proben der beiden hochsten
Temperaturen bereits nach dem ersten Tag der Einlagerung eine
deutliche Partikelgrofienzunahme von 237 nm auf 689 nm bzw. 864 nm
zeigen. Die Proben waren jedoch bereits nach dem ersten Tag so hoch
viskos, dass ein reprasentativer Probenzug nicht mehr moglich war. Die
Vermessung der Proben wurde daher nach 28 Tagen nicht fortgefuhrt.
Gleiches gilt fir die Probe bei 30°C nach 56 Tagen. Die Ergebnisse der
PartikelgroRenmessung sind in

Tabelle 5.12-2 aufgefuhrt.
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Tabelle 5.12-2: Ergebnisse der PartikelgroBenmessung liber einen Zeitraum von 84 Tagen

Z-Average [d.nm]

30°C

0 237,0 237,0 237,0 237,0 237,0

1 237,8 240,2 370,0 689,0 864,9

7 2372 247.8 466,6 772,8 825,2
14  234,6 254,0 477,2 751,8 800,9
28 2479 251,5 709,0 1205,3 1054,4
56  249,5 251,6 3069,0 - -
84  250,5 304,7 - - -

Tabelle 5.12-3: Ergebnisse der PDI-Werte liber einen Zeitraum von 84 Tagen

Polydispersitatsindex

8°C 20°C 30°C 40°C 50°C
0 0,131 0,131 0,131 0,131 0,131
1 0,134 0,127 0,188 0,185 0,253
7 0,117 0,149 0,183 0,255 0,177
14 0,128 0,148 0,191 0,238 0,159
28 0,129 0,160 0,206 0,440 0,321
56 0,127 0,165 0,720
84 0,126 0,123

Die Proben bei 8°C und 20°C zeigten Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum kein deutliches Partikelwachstum, was in

Abbildung 5.12-2 noch einmal in anderem Malistab dargestellt ist. Die
Partikelgrofie nimmt bei Kuhlschranklagerung von 237 nm auf 250,5 nm
nach einem Zeitraum von 84 Tagen zu. Auch die Probe, die bei 20°C
eingelagert wurde weist eine hohe Konstanz der PartikelgrofRe auf. Nach
einer anfanglichen Zunahme der Partikelgrofde in den ersten 28 Tagen
nach der Herstellung, kam es bis zum 56. Tag zu keinem weiteren

Anstieg. Die Zunahme der Teilchengrofie nach dem 56. Tag ist auf keine
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Abbildung 5.12-2: PartikelgroBenwachstum der Charge bei 8°C und 20°C liber einen Zeitraum

von 84 Tagen

auleren Einflusse zuruckzufuhren. Mit der Zunahme der Partikelgrofie
ging ein deutlicher Abfall des PDI-Wertes einher. Dieser nahm im Verlauf
der letzten beobachteten 28 Tage von 0,165 auf 0,123 ab. Das
Partikelgroenwachstum kann mit einer Ostwaldreifung der Partikel
erklart werden (Lindfors et al., 2006), da aufgrund des gesteigerten
Losungsdrucks kleiner Partikel diese in Losung gehen und an der
Oberflache groRerer Partikel rekristallisieren, was zu einer Vergrof3erung
der Partikel bei verbesserter Homogenitat der Suspension fuhrt. Dies ist
an den in Abbildung 5.12-3 dargestellten PDI-Werten zu sehen. Die
Probe bei 8°C lasst hingegen eine leichte Abnahme des Wertes
gegenuber dem Tag der Herstellung erkennen. Der PDI-Wert veranderte
sich nach einer anfanglichen Schwankung kaum mehr und blieb mit

Werten unter 0,129 sehr reproduzierbar.
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Abbildung 5.12-3: Polydispersitidtsindex der Charge bei 8°C und 20°C iiber einen Zeitraum
von 84 Tagen

Es konnte somit gezeigt werden, dass die Formulierung mit einem
absoluten Zusatz von 0,7% (m/m) Polysorbat 80 Uber einen langeren
Zeitraum keine deutliche Zunahme der PartikelgrofRe zeigt und somit
stabil ist. Die Lagerung der Suspensionen sollte jedoch im Kihlschrank
erfolgen, da es bei Temperaturveranderungen zu einem Wachstum der
Partikel kommen kann. Dies ist wahrscheinlich auf eine erhohte
Brownsche Molekularbewegung zurlckzufuhren. Aufgrund der hoheren
Beweglichkeit der Partikel bei hoheren Temperaturen nahern sich diese
starker aneinander an und es kommt zur Agglomeration. Auch der
Stabilisator Polysorbat 80 diffundiert bei erhdhten Temperaturen starker

und kann die sterische Stabilisierung der Partikel nicht gewahrleisten.
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5.13 Autoklavierbarkeit der Nanosuspensionen

Da die Nanosuspensionen zur Anwendung in der menschlichen Lunge
bei Patienten mit geschwachter Immunabwehr vorgesehen sind, ist die
Abwesenheit von Keimen in den Produkten eine wichtige
Voraussetzung. Aus diesem Grund wurde versucht, die hergestellten
Suspensionen im Dampfautoklaven zu sterilisieren. Zur Untersuchung
der hergestellten Nanosuspensionsformulierungen wurden Chargen mit
5% und 20% Itraconazol hergestellt, die mit 100% Stabilisator (relativ
zum Feststoff) ausreichend stabilisiert waren. Die Konzentration des
Stabilisators entsprach somit einer absoluten Konzentration von 5% bzw.
20%. Als Hilfsstoffe kamen Polysorbat 80, Solutol HS 15 sowie
Poloxamer 188 zum Einsatz. Zur Durchfuhrung des Versuchs wurde
jeweils ca. 5 ml der Probe in ein Vial pipettiert. Die Vials wurden
anschlieRend mit einem teflonisieten Gummistopfen sowie einer
Bordelkappe versehen und mit Hilfe einer Bordelzange vercrimpt, so
dass sie fest verschlossen waren. Der Autoklavier-Prozess erfolgte im
Tischautoklaven bei 121°C uber einen Zeitraum von 15 Minuten. Um
sicherzustellen, dass die Proben komplett erhitzt waren, wurde eine
Ausgleichszeit von 15 Minuten vor Beginn der Sterilisationszeit
berucksichtigt. Anschlieend wurden die Proben uUber einen Zeitraum
von 45 Minuten erkalten gelassen.

Die Begutachtung der Proben nach dem Abkuhlen ergab, dass alle
Suspensionen sedimentiert waren und sich teilweise ein festes Sediment
gebildet hatte, das nicht redispergierbar war (Abbildung 5.13-1). Beim
Versuch, die Sedimente zu redispergieren zeigte sich teilweise eine
starke Verfestigung des Bodensatzes, so dass dieser sich nicht wieder
aufschutteln liel3. Bei den Proben, die sich redispergieren liel3en, wurde
die PartikelgroRe mit Hilfe der Photonenkorrelationsspektroskopie

bestimmt.
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Abbildung 5.13-1: Proben mit festem Sediment nach der Entnahme aus dem Autoklaven.
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Abbildung 5.13-2: PartikelgroBen und PDI-Werte der Proben mit 5% Wirkstoff und einem

Hilfsstoffzusatz von 100% (bezogen auf die Feststoffmenge) vor und nach dem Autoklavieren.
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Die Ergebnisse der Partikelgrolienmessung und des PDI-Wertes vor und
nach der Autoklavierung der Proben mit 5% Itraconazol sind in
Abbildung 5.13-2 und Tabelle 5.13-1 dargestellt. Es zeigt sich fur die
Chargen eine AusgangspartikelgroRe von 176 nm fur Polysorbat 80,
bzw. 207 nm fur Poloxamer 188. Die PDI-Werte liegen bei 0,131 fur
Polysorbat 80 und 0,257 fur Poloxamer 188.

Tabelle 5.13-1: Ergebnisse der PartikelgroRenmessung vor und nach dem Autoklavierprozess

5% Wirkstoff
Hilfsstoff Z-Avg. [d.nm] PDI
Polysorbat 80 176,1 0,131
vor
Poloxamer 188 207,5 0,257
Polysorbat 80 1900,0 0,298
nach
Poloxamer 188 316,8 0,238

Nach dem Autoklavieren zeigte sich, dass die Partikelgrofie der Chargen
deutlich gestiegen war. Fur Polysorbat 80 lag der gemessene Wert fur
die PartikelgroRe bei 1900 nm. Der Polydispersitatsindex hatte sich auf
einen Wert von 0,298 verschlechtert. Dies ist Uberraschend, da aufgrund
der Verfestigung der Charge wahrend der Autoklavierung von einem
deutlich schlechteren Ergebnis auszugehen war. Fur Poloxamer 188
zeigte sich keine so starke Zunahme der PartikelgrolRe. Nach der
Autoklavierung hatte der Wert nur um ca. 110 nm auf 316,8 nm
zugenommen. Beim PDI-Wert zeigte sich eine Verringerung des Wertes
von 0,257 nach der Herstellung auf 0,238 nach der Sterilisation. Da auch
diese Probe nach dem Autoklavieren jedoch eine Verfestigung zeigte
und redispergiert wurde, ist die Messung vorsichtig zu beurteilen.

Die Chargen mit hoherem Feststoffgehalt von 20% und analogem
Hilfsstoffanteil zeigten nach dem Autoklavieren ebenfalls einen Anstieg
der PartikelgroRe und des PDI-Wertes.
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Abbildung 5.13-3: PartikelgroBen und PDI-Werte der Proben mit 20% Wirkstoff und einem

Hilfsstoffzusatz von 100% (bezogen auf die Feststoffmenge) vor und nach dem Autoklavieren.

Tabelle 5.13-2: Ergebnisse der PartikelgroRenmessung vor und nach dem Autoklavierprozess

20% Wirkstoff

Hilfsstoff Z-Avg. [d.nm PDI

Polysorbat 80 176,1 0,131
vor

Poloxamer 188 212,2 0,142

Polysorbat 80 859,9 0,363
nach

Poloxamer 188 2724 0,200
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Aufgrund der Ergebnisse aus den Autoklavierungsuntersuchungen der
Proben wurde ermittelt, wie sich Tensidlosungen im Autoklavierprozess
verhalten. Es wurden daher jeweils 0,5 g Poloxamer sowie Polysorbat 80
in 10 g Aqua bidest komplett gelost, sodass sich eine 5%ige Losung des
Tensid ergab. Die Losungen wurden anschlieend autoklaviert. Nach
dem Erkalten der Proben zeigte sich bei beiden Tensiden eine
Phasentrennung. Bei Polysorbat 80 hatten sich zudem ein festes
Sediment gebildet, das sich nicht redispergieren liel3, jedoch eine
Schlierenbildung an der Oberflache zeigte.

Zur naheren Charakterisierung des hauptsachlich verwendeten
Stabilisators Polysorbat 80 wurde in einem weiteren Versuch eine
Verdiunnungsreihne mit dem Tensid hergestellt. Dazu wurden
Polysorbat 80-Losungen in Konzentrationen von 0,1% bis 1,0% und
anschlielender Steigerung in 0,5% Schritten bis 5% hergestellt. Diese
wurden jeweils in ein Vial pipettiert, das dicht verschlossen wurde, und
autoklaviert. Nachdem der Druck im Autoklaven auf Normaldruck
gesunken war, wurde dieser noch warm geodffnet und die Proben
begutachtet. Dabei zeigte sich eine Tribung der Proben bis zu einer
Konzentration von 3%. Die beiden am niedrigsten Konzentrierten
Polysorbat-Losungen zeigten keine Trubung und waren komplett klar. Ab
einer Konzentration von 3% zeigten die Proben Schlieren am Boden des
Gefalies, die sich teilweise durch starkes schutteln wieder in Losung
bringen lieRen. Die getriubten Losungen waren nach dem Abkuhlen
wieder vollstandig klar und zeigten keine Schlierenbildung.

Aufgrund dieser Versuche und der gemachten Beobachtungen kann
gesagt werden, dass die Tensidkonzentration der untersuchten
wirkstoffhaltigen Proben zu hoch war und es somit zu einer Verfestigung
des Stabilisators in der Probe kam. Aufgrund der Beobachtungen an den

reinen Tensidlosungen ist jedoch davon auszugehen, dass auch der
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Einsatz einer geringeren Stabilisatorkonzentration Auswirkungen auf die
Stabilitat der Proben hat. Da der Trubungspunkt des Tensids beim
Autoklavieren mit 121°C Uberschritten ist, wird das Tensid nicht mehr
solubilisiert. Aulerdem wird aufgrund der starken Brownschen
Bewegung bei der hohen Temperatur die Agglomerationsneigung der
Partikel erhoht sein und zu einer verstarkten Diffusion des Tensids
fuhren. Beides erhodht die Agglomerationsneigung der Partikel, da eine

ausreichende Stabilisierung nicht gewahrleistet ist.

5.14 Keimzahlreduktion

Da eine Sterilisierung der Proben mit thermischen Verfahren nicht
moglich war, wurde nach einer Alternative zur Reduktion der Keimzahl
gesucht. Da der Mahlprozess ein sehr energiereicher Prozess ist und in
der Literatur der Zellaufschluss mit Hilfe des Verfahrens beschrieben ist
(White und Marcus, 1988), sollte untersucht werden, ob der hohe
Energieeintrag ausreicht, um die Keimzahl der Probe zu minimieren. Zur
Untersuchung, ob der Mahlprozess, oder die Probe einen Einfluss auf
die Keimzahl haben, wurde ein Versuch mit definierter Keimzahl
durchgefuhrt. Um eine zuverlassige Aussage treffen zu konnen, wurde
Brevundimonas diminuta als Testkeim fur die Versuche ausgewahlt. Er
ist mit einer Grolke von 220 -250 nm einer der kleinsten ubiquitar
vorkommenden Keime. Vor Durchfuhrung des Versuches wurde er in
Suspension kultiviert und anschlieRend auf eine Keimzahl von 1,69 x
10° KBE/ml eingestellt. Die Herstellung der Suspension fiir die Mahlung
erfolgte wie Ublich, wobei die Masse des Gesamtansatzes 75 g betrug.
Fur die Herstellung wurde ein Milliliter weniger an Aqua. purificata
eingesetzt. Stattdessen wurde ein Milliliter der Impfsuspension zu der
Suspension gegeben, wodurch sich eine Keimzahl von 22533 KBE je

Milliliter im Gesamtansatz ergab. Die Mahlkammer war fur die
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Itraconazol (5%) 3,75g
Polysorbat 80 (0,7%) 0,525g
Suspension mit Brevundimonas diminuta 1,09
Aqua purificata ad 75,09

Durchfuhrung des Versuches mit Polystyrol Mahlperlen im
GrofRenbereich von 360-630 um befullt. Nach Einwaage des
Arzneistoffes wurde aus der frisch hergestellten Suspension umgehend
ein Milliliter Probe gezogen, der sofort mikrobiologisch untersucht wurde.
Nach dem Probenzug erfolgte die Dispergierung des Wirkstoffes mit
Hilfe eines Ultra-Turrax. Um die Auswirkungen der Dispergierung auf die
Keimzahl beurteilen zu konnen, wurde wiederum eine Probe gezogen,
der restliche Ansatz in die Mahlkammer Uberfuhrt und die Mahlung
gestartet. Der Probenzug erfolgte nach den ublichen Zeitpunkten nach
30, 60, 120, 180 und 240 Minuten Mahldauer. Die Proben wurden direkt
nach dem Probenzug zur mikrobiologischen Untersuchung gegeben, um
eine Erhohung der Keimzahl durch Standzeiten auszuschliel3en.

Die Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen sind in
Abbildung 5.14-1 dargestellt. Auffallig ist die Reduktion der Keimzahl vor
der Dispergierung des Feststoffes von 22533 KBE je Milliliter als
errechnetem Wert im Gesamtansatz auf 6250 KBE je Milliliter. Auch die
Dispergierung des Wirkstoffes hat eine geringe keimzahlreduzierende
Wirkung. Nach der Dispergierung konnte noch ein Wert von
4900 KBE/ml ermittelt werden. Nach Beginn der Mahlung nahm der Wert
der keimbildenden Einheiten weiter ab. Nach einer Mahldauer von
30 Minuten war er von 4900 KBE/ml auf 1345 KBE/ml gesunken.
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Abbildung 5.14-1: Auswirkungen der Mahlung auf die Keimzahl

Bis zu einer Mahldauer von 120 Minuten sank der Wert der
keimbildenden Einheiten auf 200 KBE/ml ab. Die weiteren Messungen
nach 180 und 240 Minuten zeigten wieder einen leichten Anstieg auf 225
bzw. 400 KBE/mI. Insgesamt lasst sich jedoch eine maximale Reduktion
der Keimzahl um 1,39 Logstufen nachweisen. Aul3erdem zeigte sich bei
der Auszahlung der Keimzahl nach einer Mahldauer von 120 Minuten
zwischen 5 und 10 % Fremdkeime auf den Platten. Diese konnen sowohl
als Luftkeime beim Probenzug als auch wahrend der Herstellung in die

Probe gelangt sein.
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Da die Untersuchungen eine Keimzahlreduktion zeigen konnten, der
Einfluss der verschiedenen Parameter jedoch nicht geklart werden
konnte, wurde der Versuch mit differenzierteren Parametern erneut
durchgefuhrt. Die Ansatzmenge der Polysorbatldsung wurde auf den
dreifachen Ansatz vergrofRert. Nach dem vollstandigen Auflosen des
Tensids, wurde eine auf 1,60 x 10° KBE/ml eingestellte Impfsuspension
zugesetzt, so dass sich eine rechnerische Keimzahl von 21333 KBE/ml
in der Polysorbatlosung ergab. Um den Einfluss des Tensids auf die
Keimzahl untersuchen zu konnen, wurde ein Drittel des Ansatzes als
Blindprobe A entnommen und umgehend mikrobiologisch untersucht. Mit
den restlichen zwei Dritteln der Losung wurde eine 5%ige Itraconazol-
Suspension hergestellt. Zur Beurteilung des Arzneistoff-Einflusses auf
die Keimzahl, wurde der Ansatz vor der Dispergierung des Arzneistoffes
nochmals geteilt und eine Halfte als Blindprobe B direkt mikrobiologisch
untersucht. Die beiden Blindproben A & B wurden nicht in der
Ruhrwerkskugelmuhle vermahlen, sondern wahrend der Mahldauer von
Ansatz C in Ruhe stehen gelassen. Zu den Probenzugzeitpunkten von

Ansatz C wurde aus beiden Ansatzen ebenfalls eine Probe enthommen

MAHLUNG:
Ansatz A (Kontrolle 1):

Aqua purificata NEIN
0.7 % Polysorbat 80

Ansatz B (Kontrolle 2):
Aqua purificata
Polysorbat 80 0,7% NEIN
Itraconazol 5,0%

Ansatz C:
Aqua purificata
Polysorbat 80  0,7% JA
Itraconazol 5,0%
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und alle drei Proben mikrobiologisch untersucht. Zur Vermahlung wurde
wie oben beschrieben vorgegangen. Vor Beginn der Mahlung wurde die
Mahlkammer auflerdem mit 70%igem Isopropanol Uber einen Zeitraum
von 10 Minuten gespult, um die Muhle keimfrei zu machen und eine
Kontamination mit Fremdkeimen zu vermeiden. Anschlielend wurde mit
partikelfreiem Wassers gespult, um Reste des Isopropanols zu
entfernen.

Die Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen sind in
Abbildung 5.14-2 grafisch dargestellt. Fur Ansatz C, der dem
Mahlprozess ausgesetzt war, zeigte sich Uber den Mahlverlauf eine
deutliche Reduktion der Keimzahl. Nach einer Mahldauer von 30
Minuten lieBen sich nur noch 610 KBE/ml in der Suspension
nachweisen. Nach weiteren 30 Minuten sank dieser Wert auf 50 KBE/ml.
Ab einer Mahldauer von 120 Minuten konnten keine Mikroorganismen
mehr in der Probe nachgewiesen werden. Auch bei Ansatz B konnte
eine deutliche Reduktion der Keimzahl beobachtet werden. Diese nahm
ohne den Einfluss des Mahlprozesses im Verlauf von 240 Minuten von
14400 KBE/ml nach Herstellung auf einen Wert von 550 KBE/ml ab.

Die Werte der 0 Minuten Proben von Ansatz B & C zeigten gegenuber
der Probe von Ansatz A bereits eine deutliche Reduktion der Keimzahl.
Da der einzige Unterschied der Proben im Zusatz des Arzneistoffes bei
B & C bestand, kann davon ausgegangen werden, dass Itraconazol eine
keimreduzierende Wirkung hat. Allerdings zeigt sich auch bei Ansatz A
uber den zeitlichen Verlauf eine Abnahme der Keimzahl von
24100 KBE/ml auf einen Wert von 5500 KBE/ml nach 240 Minuten
Standzeit. Da es sich bei der Probe nur um eine Polysorbat 80 Losung
handelt, hat auch das Tensid einen hemmenden Einfluss auf die

Keimzahl der Suspension.
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Abbildung 5.14-2: Einfluss von Polysorbat 80 (Ansatz A), Polysorbat 80 und Itraconazol

(Ansatz B) sowie Polysorbat 80 und Itraconazol im Mahlprozess (Ansatz C) auf die Keimzahl

Die Ergebnisse der Untersuchungen konnen einen keimreduzierenden
Einfluss des Mahlprozesses bestatigen. Bei der zweiten Durchfuhrung
der Mahlung wurde aufRerdem der Einfluss des Arzneistoffes sowie des
verwendeten Tensids untersucht. Fur beide Substanzen konnte ebenfalls
eine keimreduzierende Wirkung nachgewiesen werden. Bei einer
Durchfihrung im grof3eren Malistab sollte vor Versuchsbeginn eine
Sterilisation der  Muhlenbauteile  vorgenommen  werden. Bei
anschlieBender aseptischer Herstellung sollte sich die Keimzahl in der
Suspension auf diesem Weg gut kontrollieren lassen.

Zu berucksichtigen ist bei der Beurteilung dieser Versuche allerdings,
dass der Einfluss des Volumens auf die Abtotungsrate nicht naher
untersucht wurde. Die Mahlung erfolgte mit einem relativ kleinen
Volumen, das zirkulierend durch die Mahlkammer gepumpt wurde. Die

Keime waren somit einer standigen Belastung des Mahlprozesses
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ausgesetzt. Die bei einer VergroRerung des Mahlvolumens bei gleichem
Mahlkammervolumen verlangerte ,Ruhezeit® der Suspension zwischen
den Belastungen in der Mahlkammer kann bereits zu einem Wachstum
der Mikroorganismen fuhren.

Nach Abschluss der Arbeiten zur Keimzahlreduktion wurde die Miuhle mit
einer 5%igen Formaldehydlosung gespult, um alle verbliebenen
Mikroorganismen  abzutoten.  Anschlielend wurde mit einer
ausreichenden Menge partikelfreien Wassers gespult, die Muhle
auseinandergebaut und gereinigt. Die verwendeten Mahlperlen wurden

entsorgt.

5.14.1 Ermittlung der temperaturabhangigen Viskositat

Die Nanosuspensionen zeigten bei den Untersuchungen zur
Langzeitstabilitat einen Anstieg der Viskositat bei steigenden
Temperaturen. Auch bei der Autoklavierbarkeit der Formulierungen
(siehe Kapitel 5.13) zeigte sich neben der Instabilitat bei hoheren
Temperaturen ebenfalls eine Viskositatserhohung und Verfestigung.
Anhand einer Versuchsreihe zur Viskositatsmessung sollte dieses
Phanomen weiter untersucht werden. Um die beobachteten Verfestigung
der Suspensionen zu verifizieren, wurden daher Viskositats-
untersuchungen mit einem Kapillarviskosimeter (Schott Instruments
GmbH, Mainz) durchgefuhrt. Da die Suspensionen bei der Einlagerung
bei Temperaturen von 8°C, 20°C, 30°C, 40°C und 50°C festgestellt
wurden, wurden diese Temperaturen auch fur die Temperierung des
Wasserbades des Kapillarviskosimeters gewahlt. Untersucht wurde eine
Suspension mit einem hohen Wirkstoffanteil von 20% und 2,8%
Polysorbat 80. Die mit der Probe geflllte Kapillare wurde in das
temperierte Wasserbad des Kapillarviskosimeters gestellt und die Probe

fur 15 Minuten unter Bewegung auf die Temperatur equilibriert.
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Anschliel3end wurde die automatische Messung gestartet und die Probe
5 mal vermessen. Die Automatik pumpt die Probe automatisch mit einem
leichten Uberdruck in das Ausgleichsgefall der Ubbelohde-Kapillare.
Aufgrund von Anderungen des Brechungsindices wird das Passieren
zweier Lichtschranken detektiert, die als Messmarken dienen.
Gemessen wird die Zeit, die die Suspension beim Ablaufen durch die
Kapillare zwischen den beiden Messmarken bendtigt.

Nach Beendigung der Messung wurde die Temperatur des Wasserbades
auf die nachst hohere Temperatur eingestellt. Nach Erreichen des
Temperaturwertes wurde mit den nachsten Messungen wie oben
beschrieben verfahren. Samtliche Parameter der Messung werden von
der Software in einer Tabelle gespeichert, die mit einer
Tabellenkalkulation ausgewertet wurde. Die Angabe der gemessenen
Viskositaten erfolgt als kinematische Viskositat in mm?s, da die Dichten
der Suspension bei den einzelnen Messtemperaturen nicht bekannt sind.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 5.14-1 dargestellt.

Tabelle 5.14-1: Angaben der Kinematischen Viskositat bei Temperaturen von

Badtemperatur Kinematische Viskositat
[°C] [mm?/s]
8 2,14
20 1,59
30 1,47
40 1,64
50 nicht moglich

Bei einer Messtemperatur von 8°C zeigt sich mit 2,14 mm?s die hdchste
Viskositat der Probe, die bei Erhohung der Wasserbadtemperatur auf
20°C und 30°C bis auf 1,47 mm?/s abnimmt. Da die Viskositat eine
temperaturabhangige Grolle ist, waren diese Veranderungen zu

erwarten. Bei einer weiteren Erhohung der Temperatur zeigt sich jedoch
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ein erneuter Anstieg der Viskositat auf einen Wert von 1,64 mm?/s. Bei
der Betrachtung der Messzeit ergibt dies bei Verwendung der gleichen
Kapillare eine Verlangerung der Durchflusszeit um ca. 5 Sekunden. Die
Ermittlung der Durchflusszeit bei einer Temperatur von 50°C war nicht
mehr moglich, da die Viskositat trotz ausreichender Equilibrierung der
Probe wahrend der Messung stark anstieg. Der Anstieg der
Durchflusszeiten ist in Tabelle 5.14-2 dargestellt. Die Messung des
letzten Wertes wurde abgebrochen, da sich die Probe uber die

Fliellgrenze verfestigt hatte.

Tabelle 5.14-2: Anstieg der Messzeiten aufgrund einer Viskositiatserhohung der Probe bei 50°C

Badtemperatur MeRwert1 MeRwert2 MeRwert 3
50°C 171,82 s 431,35 s 5093,66 s

Auch bei einer Messung im Kapillarviskosimeter lasst sich demnach ein
Anstieg der Viskositat der Nanosuspensionen beobachten. Der Anstieg
ab einer Temperatur von 40°C kann jedoch mehrere Ursachen haben.
Da ein Verdunstungseffekt ausgeschlossen werden kann ist denkbar,
dass es aufgrund der erhohten Temperatur und der damit
einhergehenden vermehrten Brownschen Bewegung der Partikel zu
einer Destabilisierung und anschlieBenden Agglomeration kommt.
Ebenfalls denkbar, wenn auch weniger wahrscheinlich ist eine Quellung
des Arzneistoffes in der Suspension. Ein thermoreversibles Sol-Gel-
Verhalten des eingesetzten Tensids Polysorbat 80 ist ebenfalls moglich,
erscheint allerdings in der eingesetzten Tensidkonzentration von 2,8%

(m/m absolut) unwahrscheinlich.
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5.15 Vernebelbarkeit der hergestellten Formulierungen

Da die entwickelte Formulierung zur Inhalation bestimmt war, sollte die
PartikelgrolRenverteilung der entstehenden Aerosole bei Verneblung mit
drei handelsublichen Geraten getestet werden. Es wurden dabei
Suspensionen mit einem Feststoffanteil von 5%, 10% und 20%
eingesetzt, die jeweils Uber einen Stabilisatorzusatz von 14% in Relation
zum Arzneistoff verfugten, was einen Anteil bis zu 2,8% Polysorbat 80
bei der Suspension mit 20% Feststoffanteil ergab. Die Verneblung wurde
mit drei Verneblern getestet, die nach unterschiedlichen Prinzipien
arbeiten. Es kamen mit dem Pari LC Plus® ein Druckluftvernebler, dem
Multisonic infra control® ein Ultraschallvernebler und dem Pari eFlow® ein
Membranvernebler zum Einsatz (siehe Abschnitt 2.2.2).

Die Messungen wurden mit Hilfe der Laserdiffraktometrie durchgeflhrt.
Das Reservoir des jeweiligen Verneblers wurde mit der Suspension
befullt und die Verneblung in einem festen Abstand von 12 cm zur
Messoptik (Messbereich 0,45 bis 87,5 um) gestartet. Die Vermessung
jeder Rezeptur erfolgte drei mal. Aus den Messwerten wurde der
Mittelwert der Einzelmessungen bestimmt und die Standardabweichung
der Einzelmessungen ermittelt. Die Ergebnisse der Messungen fur die
Nanosuspension mit 5% Wirkstoffanteil sind in Tabelle 5.15-1 aufgefuhrt.
Die Ergebnisse fur die Nanosuspension mit 10% Wirkstoffanteil finden
sich in Tabelle 5.15-2 und in Tabelle 5.15-3 sind die Ergebnisse der
Messungen fur die Nanosuspension mit 20% Wirkstoffanteil angegeben.
Alle Suspensionen lie3en sich gut vernebeln. Auch die Formulierungen
mit einem hohen Wirkstoffanteii und einem Anteil von 2,8%
Polysorbat 80 liefen sich gut in ein Aerosol Uberfuhren, ohne dass
Veranderungen gegenuber den niedriger Konzentrierten Chargen
erkennbar wurden. Bei dem Druckluftvernebler zeigte sich jedoch eine

Schaumbildung aller drei Suspensions-Chargen im Reservoir.
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Tabelle 5.15-1:
0,7% Polysorbat 80

Pari eFlow Rapid® rapid

Pari LC Plus®

multisonic® infra control

X10

1,16 +/- 0,08 ym

1,46 +/- 0,10 pm

1,18 +/- 0,01 pm

PartikelgroRenverteilungen der Chargen mit 5%

Xs50

4,66 +/- 0,19 pm

7,96 +/- 0,29 pm

4,36 +/- 0,02 ym

Tabelle 5.15-2: PartikelgroBenverteilungen der Chargen mit 10%

1,4% Polysorbat 80

Pari eFlow Rapid® rapid

Pari LC Plus®

multisonic® infra control

X10

1,03 +/- 0,12 pm

1,27 +/- 0,09 pym

0,99 +/- 0,04 pm

Tabelle 5.15-3: PartikelgroBenverteilungen der

2,8% Polysorbat 80

Pari eFlow Rapid® rapid

Pari LC Plus®

multisonic® infra control

X10

1,36 +/- 0,24 ym

1,21 +/- 0,05 ym

1,46 +/- 0,08 pm

Xs50

4,51 +/- 0,15 pm

7,14 +/- 0,24 pm

3,40 +/- 0,22 pm

Chargen mit 20%

Xs50

5,08 +/- 0,08 pm

6,94 +/- 0,43 ym

4,66 +/- 0,19 pm

Wirkstoffanteil

Wirkstoffanteil

und

Xgo

7,78 +/- 0,32 ym

15,18 +/- 0,40 ym

8,58 +/- 0,11 pm

und

Xg0

7,83 +/- 0,29 ym

14,39 +/- 0,19 ym

7,15 +/- 0,10 pm

Wirkstoffanteil und

Xgo

8,99 +/- 0,20 pm

14,34 +/- 0,47 ym

9,33 +/- 0,30 ym
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Abbildung 5.15-1: Vergleich der PartikelgroBe der Suspensionen mit steigendem

Wirkstoffgehalt. Angabe des Mittelwertes der x5, Wertes aus drei Messungen
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Abbildung 5.15-2: Verteilung der TropfchengroBen nach Verneblung einer Nanosuspension mit

einem Feststoffanteil von 20% Itraconazol mit dem Pari eFlow Rapid®
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Bei der Betrachtung der statistischen PartikelgroRenverteilung kommt
den xso-Werten im Allgemeinen die grofdte Bedeutung zu. Daher sind
diese bei der Darstellung der Ergebnisse in Abbildung 5.15-1 aufgefuhrt.
Die Nanosuspensionen zeigten eine gute Vernebelbarkeit in den
Geraten mit einer monomodalen Verteilung der Messwerte, wie in
Abbildung 5.15-2 am Beispiel der Verneblung einer Suspension mit 20%
Wirkstoffanteil mit dem Pari eFlow Rapid® gezeigt ist. Auch die
Verwendung der unterschiedlichen Konzentrationen an Wirkstoff und
Hilfsstoff liel3 keine Veranderungen der PartikelgroRe erkennen. Die
PartikelgroRen lagen bei dem Membran- und dem Ultraschallvernebler
im Bereich unter 5 um. Die ermittelten mittleren Tropfchengrof3en fur den
Druckluftvernebler lagen hingegen mit bis zu 7,96 +/- 0,29 ym oberhalb
des inhalierbaren Bereiches, was zu einer Impaktion der Tropfchen in
den oberen Atemwegen fuhren wirde und fur eine geringere
Lungendeposition sorgt. Allerdings muss bei der Bewertung
berucksichtigt werden, dass es sich um wassrige Aerosoltropfchen
handelt, die durch eine Verdunstung des Dispersionsmediums immer
weiter an GroRe abnehmen. Somit wird sich bei Inhalation eine hohere
Lungendeposition ergeben, als die Ergebnisse vermuten lassen. Bei der
Verneblung im Pari LC Plus® kam es zu einer Schaumbildung der
Suspension im Reservoir des Verneblers, was die Suspension cremig
werden lie3. Dieser Viskositatsanstieg der Suspensionen kommt als
Grund fur die hoheren PartikelgroRen in Betracht. Offensichtlich wird
durch das Verneblungsprinzip mit Zufiuhrung von Druckluft das
Schaumen der Suspension gefordert. Dementsprechend ist die
Verneblung der tensidhaltigen Nanosuspensionen mit einem
Druckluftvernebler schlecht moglich. Es sollte daher auf andere
Verneblungsmechanismen, wie Ultraschall- oder Membranverneblung

ausgewichen werden, die auch bei hohen Feststoffkonzentrationen gute
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Ergebnisse lieferten (Hernandez-Trejo et al., 2005). Die Verneblung mit
dem Ultraschallvernebler lieferte dabei die besten mittleren
PartikelgroRenverteilungen. Bei der Beurteilung der Ergebnisse ist
jedoch zu bertcksichtigen, dass die fur die Verneblung bendtigte Zeit flr
die gleiche Masse an Suspension zwischen den Geraten stark variierte.
Das hat zur Folge, dass die Dichte der entstehenden Aerosolwolken
beim Pari eFlow rapid® deutlich hoher war, was sich auch in der
optischen Messkonzentration wiederspiegelte. Bei dem
Ultraschallvernebler kam es zudem zu einer Erwarmung der Suspension
als Folge des Energieeintrags in die Suspension. Dieser Energieeintrag
ist auch als kritisch im Bezug auf die Stabillitat der Nanosuspension zu
beurteilen. Insgesamt lasst sich daher sagen, dass die
Aerosolerzeugung mit einem Membranvernebler das geeignetste Prinzip

zur Verneblung der Nanosuspensionsformulierungen darstellt.
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5.16 Testung der Suspensionen im Tierversuch

Da die Suspensionen zur Anwendung in der menschlichen Lunge
bestimmt sind, spielt die Vertraglichkeit der Formulierung, insbesondere
auch der verwendeten Hilfsstoffe, am Applikationsort eine wichtige Rolle.
Aus diesem Grund wurden die Nanosuspensionsformulierungen im
Tierversuch untersucht. Ziel dieser Studie war es herauszufinden, ob die
neu entwickelte Nanosuspension von den Tieren nach Inhalation
vertragen wurde. Die Studie hatte dabei Versuchscharakter, um erste
Erkenntnisse zu gewinnen. Aus diesem Grund wurden die
GLP-Richtlinien bei Durchfuhrung der Studie nicht eingehalten. Die
Studie wurde jedoch unter Einhaltung der nationalen Tierschutzrichtlinien
durchgefuhrt.

5.16.1 Durchfiihrung der Versuche

Fur die Versuche wurden zwei Chargen der entwickelten
Nanosuspension verwendet. Die erste untersuchte Charge hatte einen
Feststoffanteil von 10% Itraconazol und 1,4% Polysorbat 80. Bei der
zweiten Charge wurde der Anteil von Polysorbat 80 bei gleichem
Wirkstoffanteil auf 5% erhoht, um die Auswirkungen einer hohen
Tensidbelastung auf das Lungenepithel untersuchen zu konnen. Des
weiteren wurden die Vehikel der Suspensionen ohne Arzneistoff
ebenfalls untersucht, um Rulckschlusse auf den Einfluss des
Arzneistoffes ziehen zu konnen. Die Chargen wurden unter Verwendung

von Polystyrol-Mahlkdrpern wie in Abschnitt 3.4 beschrieben hergestellt.

5.16.2 Inhalationsprozedur

FUr die Inhalation wurde die Ratte in eine spezielle Inhalationskammer
gesetzt (Abbildung 5.16-1). Diese besteht aus einer zylindrischen
Kammer mit einem Durchmesser von 14 cm und einer Lange von 28 cm.

Die Kammer verfugt Uber einen planen Boden und hat an den Enden
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einen konischen Ein- und Auslass. Am Einlass der Kammer wurde ein
Schlauch mit einem Durchmesser von 22 mm und einer Lange von
15 cm angeschlossen. An der anderen Seite des Schlauches erfolgte der
Anschluss des Verneblers. Am Auslass der Kammer wurde ebenfalls ein
Schlauch mit einem Durchmesser von 22 mm befestigt, der an eine
Absaugung angeschlossen wurde, um eine Belastung des Arbeitsplatzes
zu verhindern. Dies ermdglichte eine schnelle Fullung der Kammer nach
Einschalten des Verneblers und eine gute Verteilung des Aerosols in der
Kammer. Zur Inhalation wurde die zu vernebelnde Suspension oder
Vehikel-Losung in das Reservoir des Verneblers geflllt. Fuar eine
Verneblungszeit von 30 Minuten wurden 5 ml, bei einer Verneblungseit
von 45 Minuten 7,5 ml verwendet. Das Tier, oder in den meisten Fallen
zwei Tiere, wurden vor Versuchsbeginn mit dem Kopf in Richtung des
Einlasses in die Kammer gesetzt. Bevor mit der Verneblung begonnen
wurde, wurde den Tieren eine Zeitspanne von 5 Minuten zur
Akklimatisierung in der Kammer gegeben. Anschlie®end wurde die
Verneblung begonnen und nach vollstandiger Fullung der
Inhalationskammer mit dem Aerosol die Zeitmessung gestartet. Die Tiere
wurden wahrend der gesamten Verneblungszeit beobachtet, um
Anderungen des Verhaltens feststellen zu kénnen. AuRerdem wurde
darauf geachtet, dass die Tiere dem Aerosol vollstandig ausgesetzt
waren und z.B. ihre Nase nicht im Fell versteckten. Nach Beendigung
des Versuches wurden die Tiere nach 2, 4 und 24 Stunden erneut auf Ihr

Verhalten beobachtet.
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Abbildung 5.16-1: Darstellung der verwendeten Inhalationskammer mit Laborratte

5.16.3 Entnahme der Lungen und Pathohistologie

Um die Lungen der Tiere nach Durchfihrung der Versuche histologisch
untersuchen zu konnen, wurden diese vorsichtig entnommen. Dazu
wurden die Ratten mit Hilfe von 360 mg/kg i.p. Chloralhydrat in eine tiefe
Narkose versetzt. Anschlielend wurde die Bauchdecke geoffnet und die
Ratten durch Offnen der abdominalen Aorta ausbluten gelassen. Dann
wurde der Brustkorb geo6ffnet und die Lungen vorsichtig heraus
prapariert. Die entnommenen Lungen wurden umgehend unter
Zuhilfenahme einer 5 ml Spritze mit aufgesetzter Injektionsnadel mit
einer 4%igen Formaldehyd-Losung in  Phosphatpuffer  befullt.
AnschlieBend wurden sie in derselben Losung eingelegt. Nach
24 Stunden wurde die Formaldehyd-Losung einmal ausgewechselt.

Zur histologischen Untersuchung wurden die ganzen Lungen zum
Pathologen gegeben. Das Gewebe wurde in Paraffin eingebettet und es
wurden mikrotome Schnitte verschiedener Bereiche der Lunge
angefertigt. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Carina, die Trennung
der Luftrohre in die beiden Hauptbronchien, der obere Respirationstrakt
sowie alle Lungenlappen in den Untersuchungen berucksichtigt wurden.

Die Schnitte wurden vor Ort vom Pathologen beurteilt. AulRerdem
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wurden Schnitte zur weiteren Untersuchung an die auf Lungentoxizitats-

untersuchungen spezialisierte Firma RCC Ltd. in der Schweiz geschickt.

5.16.4 Tolerabilitat nach einmaliger Anwendung

Die Tiere dieser Gruppe wurden einer einmaligen Verneblung des
Aerosols ausgesetzt. Die Beobachtungen, die fur die einzelnen
Versuchstiere gemacht wurden, sind in Tabelle 5.16-1 aufgeflhrt.

Ratte Nr. 1 wurde dem reinen Vehikel aus 1,4% Polysorbat 80 und
Wasser uUber einen Zeitraum von 30 Minuten  ausgesetzt.
Die Ratten Nr. 4 & 5 wurden der reinen Vehikel-Losung mit 10%
Polysorbat 80 Uber einen Zeitraum von 45 Minuten ausgesetzt.
Die Ratten Nr. 6 & 7 wurden dem Aerosol der Charge mit 1,4%
Polysorbat 80 und 10% Itraconazol Uber einen Zeitraum von 30 Min.
ausgesetzt.

Die Ratten Nr. 8 & 9 wurden dem Aerosol der Charge mit einer auf 5%
erhohten Konzentration von Polysorbat 80 und 10% Itraconazol Uber
einen Zeitraum von 30 Min. ausgesetzt.

Alle Laborratten standen Uber einen Zeitraum von 22 bis 25 Stunden
nach Durchfuhrung des Versuches unter Beobachtung. Es konnten keine
Auffalligkeiten festgestellt werden und die Tiere waren in guter

Verfassung.
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Tabelle 5.16-1: Parameter der Versuche bei einmaliger Inhalationsprozedur

Ratte Nr. Korpergewicht Polysorbat 80 Itraconazol Inhalationszeitraum
1 178 g 1,4% - 30 Minuten
4 176 g 5% - 45 Minuten
5 176 g 5% - 45 Minuten
6 177 g 1,4% 10% 30 Minuten
7 172 g 1,4% 10% 30 Minuten
8 167 g 5% 10% 30 Minuten
9 170 g 5% 10% 30 Minuten

Beobachtungen wahrend

der Verneblung

Keine Abnormalitat; lecken, sich putzen, das Fell
saubern, Ablecken der Kammerwandung

Beobachtungen nach
der Verneblung

Keine Abnormalitaten nach
2, 4, und 24 Stunden oder bei der
Sektion

4 Keine Abnormalitat, sich putzen, das Fell saubern Keine Abnormalitaten nach

(zeitweilig intensiv), nach 2,5 Min. ein Kopfzucken. 2, 4, and 24 Stunden oder bei der
Sektion

5 Keine Abnormalitat, nach 5 Min ein schiitteln des Keine Abnormalitaten nach
Kopfes, sich putzen, ablecken, kauen, auf Ratte Nr. 2, 4, and 24 Stunden oder bei der
4 steigen Sektion

6 Die Ratte untersuchte die Kammer. Nach 6 min, Keine Abnormalitaten nach
wiederholtes schitteln des Kopfes, lecken des 2, 4, and 24 Stunden oder bei der
Mauls und intensives Putzen. Beim Sektion
Herausnehmen, keine Abnormalitat.

7 Die Ratte sucht umher, anschlief3end ist sie ruhig Keine Abnormalitaten nach
und unauffallig. Keine Abnormalitat beim 2, 4, and 24 Stunden oder bei der
Herausnehmen. Sektion

8 Keine Abnormalitat, sich Putzen, Herumsuchen, Keine Abnormalitaten nach
oder ruhiges Herumsitzen. Beim Herausnehmen, 2, 4, and 24 Stunden oder bei der
wurden weilRe Arzneistoffriickstande rund um die Sektion
Nase festgestellt.

9 Die Ratte ist erst sehr ruhig, anschlieRendes Keine Abnormalitaten nach

Herumsuchen, nach 13 Min wurde eine rote Nase
festgestellt (Chromodakryorrhoe), Ratte putzt sich.
Beim Herausnehmen, wurden weil3e
Arzneistoffriickstande rund um die Nase
festgestellt.

2, 4, and 24 Stunden oder bei der
Sektion
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5.16.5 Tolerabilitat nach mehrmaliger Anwendung

Bei der zweiten Versuchsgruppe wurden die Tiere uber einen Zeitraum
von 7 Tagen einer taglichen Inhalation ausgesetzt. Der Zeitraum der
Verneblung betrug dabei jeweils 30 Minuten. Die beiden Tiere Nr. 2 und
3 wurden der reinen Vehikel-Losung mit 1,4% Polysorbat 80 Uber einen
Zeitraum von 7 Tagen einmal taglich fur eine Dauer von 30 Minuten
ausgesetzt. Am ersten Tag wurde die Inhalationszeit auf 45 Minuten
erhoht.

Die Ratten Nr. 10 und 11 wurden Uber einen Zeitraum von 7 Tagen
einmal taglich fur 30 Minuten der vernebelten Nanosuspension mit 1,4%
Polysorbat 80 und 10% Itraconazol ausgesetzt.

Die Ratten Nr. 12 und 13 dienten zur Luftkontrolle und wurden weder
Arzneistoff- noch Vehikel-Losung ausgesetzt.

Die Beobachtungen, die fur die einzelnen Versuchstiere gemacht
wurden, sind in Tabelle 5.16-2 aufgefuhrt.

Bei einigen Tieren wurde wahrend der Verneblungsdauer eine
Chromodakryorrhoe beobachtet, die auch als ,Rote Trane“ bezeichnet
wird. Bei einer schwachen Auspragung sind im Bereich des
Augenwinkels und der Nasenoffnungen Ablagerungen eines braunroten
Sekretes festzustellen. Je nach Schwere kann es dabei zu schwer
ablosbaren Verkrustungen und einem Verkleben der Augenlider
kommen. Die Chromodakryorrhoe ist keine eigenstandige Erkrankung,
sondern kann bei Stress der Tiere, der durch die Haltung oder aufgrund
der ungewohnten Situation in der Verneblungskammer hervorgerufen
wird, sowie einigen anderen Ursachen auftreten. Die Symptome sind fur
die Tiere jedoch ungefahrlich und hatten keine Auswirkungen auf die

Versuchsdurchfuhrung.
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Tabelle 5.16-2: Parameter der Versuche bei mehrmaliger Inhalationsprozedur

Ratte Korper-
Nr. gewicht Polysorbat 80 Itraconazol Inhalationszeit

1. Tag 2.-7. Tag

180 1,4% 10% 30 Min. 30 Min.
175 1,4% 10% 30 Min. 30 Min.

Ratte Beobachtungen wahrend Beobachtungen nach
Nr. der Verneblung Sektion
10  An 6 von 7 Tagen konnte Chromodakryorrhoe keine Auffalligkeiten

beobachtet werden. Nach der Enthahme aus der
Kammer konnten weille Riickstande um die
Nasenlocher beobachtet werden

11 An 3 von 7 Tagen konnte Chromodakryorrhoe keine Auffalligkeiten
beobachtet werden. Nach der Enthahme aus der
Kammer konnten weile Riickstande um die
Nasenlocher beobachtet werden
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5.16.6 Ergebnisse der Toxizitatsuntersuchungen

Die Untersuchungen wurden durchgefuhrt, um einen ersten Einblick in
die Tolerabilitat von inhalativ appliziertem Itraconazol und dem
verwendeten Hilfsstoff Polysorbat 80 zu gewinnen. In den Einzeldosis-
Versuchen wurde die Vertraglichkeit von zwei unterschiedlichen
Formulierungen mit 1,4% und 5% Polysorbat 80 verglichen. Trotz der
hohen Konzentration von 5% Polysorbat 80 konnten keine Unterschiede
in der Vertraglichkeit festgestellt werden.

Beim Verhalten der Tiere =zeigten sich in allen Gruppen keine
Auffalligkeiten. Auch bei der pathologischen Untersuchung des
Lungengewebes wurden keine Besonderheiten festgestellt. Bei den
histologischen Untersuchungen wurden alle drei Gruppen von Ratten
untersucht. Dabei konnte in keiner Gruppe eine Schadigung der
Schleimhaut festgestellt werden. Auch wurden keine Rulckstande der
Formulierungen in den Lungen gefunden und es konnten keine lokalen
Reizungen des Gewebes und insbesondere keine Reizungen, die auf die
inhalierte Formulierung zuruckzufuhren sind, festgestellt werden. Eine
geringfugige Infiltration von Granulozyten und Lymphozyten wurde bei
allen drei Versuchsgruppen gefunden, so dass davon ausgegangen
werden kann, dass es sich um normale Veranderungen handelt. Die
beobachteten Veranderungen des Lungengewebes haben somit keine
pathologische Relevanz und liegen innerhalb des normalen Spektrums
fur Ratten.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die inhalative Applikation der
Itraconazol Nanosuspensionsformulierungen von den Tieren gut
vertragen wurde. Die verwendete Menge Polysorbat 80 von 1,4%
absolut, bzw. 14% in Relation zur Feststoffmenge und auch die hohe
Konzentration von 5% (absolut) hatten keinen Effekt auf die

Schleimhaute oder das Gewebe in den Lungen.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Entwicklung einer
Nanosuspensionsformulierung zur inhalativen Anwendung mit dem
schwerlOslichen Antimykotikum Itraconazol untersucht. Viele der neu
entwickelten pharmazeutischen Wirkstoffe sind nach der
Arzneibuchdefinition als schwerloslich, sehr schwer |0slich oder gar
praktisch unloslich einzuteilen. Das bedingt in der Praxis haufig
Probleme in der Bioverfugbarkeit und stellt eine grolde Herausforderung
fur die Galenik dar. Die Herstellung der Nanosuspensionen erfolgte
dabei mit einem top-down Verfahren in einer Ruhrwerkkugelmuhle. Mit
Hilfe der statistischen Versuchsplanung wurden in ersten Versuchen die
Muhlenparameter evaluiert. Dabei konnte fur die Feststoffe Cholesterol
und Itraconazol gezeigt werden, dass sowohl die Partikelgrof3e als auch
der Polydispersitatsindex eine signifikante Abhangigkeit von den
Parametern Mahldauer und Drehzahl des Mahlrotors zeigen. Ein
signifikanter Einfluss der untersuchten Konzentrationen des Feststoffes
und des Hilfsstoffes Polysorbat 80 liel3 sich hingegen nicht erkennen.

Da mit abnehmender PartikelgroRe eine starke Oberflachenzunahme
erfolgt und die Partikel zur Agglomeration neigen, muss der Suspension
ein geeigneter Stabilisator zugesetzt werden. Daher wurde fur eine
Versuchsreihe mit Polysorbat 80, Solutol HS 15 und Poloxamer 188 drei
geeignete Hilfsstoffe ausgewahlt und der optimale Stabilisator fur die
Nanosuspensionsformulierung ermittelt. An den Ergebnissen wird die
Abhangigkeit der Partikelgroe vom verwendeten Stabilisator deutlich.
Polysorbat 80 erbrachte in allen verwendeten Konzentrationen eine
ausreichende Stabilisierung der Partikel in der Suspension, was auf eine
ausreichende Geschwindigkeit des Stabilisators bei der Besetzung der
bei der Mahlung entstehenden neuen Grenzflachen schlieRen lasst. Fur

die weitere Durchfuhrung der Versuche, wurde daher Polysorbat 80
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verwendet. Um die optimale Konzentration des Stabilisators zu ermitteln,
wurden weitere Untersuchungen mit Polysorbat 80 durchgefuhrt. Der
Zusatz des Stabilisators wurde so weit verringert, dass es zu einer
Agglomeration der Partikel kam und somit die Grenze des
Stabilisatorzusatzes ermittelt werden konnte. Die Beobachtungen dieser
Versuchsreihe zeigten deutlich, dass die untere Grenze bei einer
Konzentration von 14% Polysorbat 80 bezogen auf den Feststoffanteil
liegt. Dies entspricht bei einer Feststoffkonzentration von 5% einer
absoluten Konzentration von 0,7% (m/m) und 1,4% (m/m) bei 10%
Feststoff. Bei einer Erniedrigung des Stabilisatorzusatzes unter diese
Grenze kam es zu einer deutlichen Agglomeration der Partikel. Des
weiteren wurde versucht, den Zusatz an Polysorbat 80 durch eine
Kombination mit weiteren Hilfsstoffen weiter zu verringern. Dies zeigte
jedoch weder bei Zusatz von Poloxamer 188, noch in Kombination mit
PEG 400 einen Erfolg. Bei hohen Konzentrationen PEG 400 zeigte sich
jedoch eine schlechtere Zerkleinerungswirkung der Partikel, was auf eine
Besetzung der Partikeloberflachen durch das Makromolekdul, bei der die
Partikel an der Zerkleinerung gehindert werden, oder auf einen leichten
Anstieg der Viskositat zuruckzufihren sein kann.

Auch der Einfluss verschiedener Mahlkorper auf das Mahlergebnis
wurde untersucht. Zum Einsatz kamen zwei Chargen Mahlperlen aus
Zirkonoxid-Keramik, die mit Cer bzw. Yttrium stabilisiert waren und zwei
Chargen Polymermahlkorper aus Polycarbonat bzw. Polystyrol. Die
verwendeten Polymer-Mahlkorper zeigten gegenuber den
Keramik-Mahlkorpern eine bessere Zerkleinerungswirkung, was auf eine
bessere Verwirbelung der Mahlkorper in  der Mahlkammer
zuruckzufuhren ist. Vor allem bei den Mahlperlen aus Polystyrol zeigte
sich eine sehr gute Zerkleinerungswirkung. Anhand dieser wurde auch

der Einfluss der GroRe der Mahlperlen auf die Zerkleinerungswirkung
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untersucht. Dazu wurden aus den vorhandenen Mahlperlen vier
Fraktionen zwischen 355 um und >900 um gebildet und diese im
Mahlprozess auf ihre Zerkleinerungswirkung untersucht. Es zeigte sich
eine Verschlechterung des Mahlerfolgs mit zunehmender Grolde der
Mahlperlen, wobei die Fraktionen bis zu einer GroRe 900 um
vergleichbare Ergebnisse lieferten. DarlUber zeigte sich jedoch eine
deutlich geringere Zerkleinerungswirkung der Mahlperlen. Weiterhin
wurden zwei Nanosuspensions-Chargen auf Verunreinigung durch
Mahlabrieb untersucht. Dabei wurde der Einfluss bei Verwendung von
Polystyrol-Mahlkorpern mit Zirkonoxid-Mahlkorpern verglichen, wobei fur
letztere ein deutlich hoherer Abrieb festgestellt wurde.

Zur  Untersuchung der Nanosuspensionen hinsichtlich  ihrer
Lagerstabilitat konnte gezeigt werden, dass eine Lagerung bei
Kuhlschranktemperatur zu keinem deutlichen Anstieg der Partikelgrolde
fuhrt und die Suspensionen somit als stabil zu bezeichnen waren. Zur
Sterilisation der Nanosuspensionen war eine Autoklavierung nicht
maoglich, da es zu einer Sedimentation aller untersuchten Suspensionen
kam. Die Sedimente waren teilweise stark verfestigt und konnten nicht
redispergiert werden. Daher wurden die Formulierungen auch auf einen
temperaturbedingten Anstieg der Viskositat hin untersucht. Es konnte
eine Erhohung der Viskositat bei steigenden Temperaturen
nachgewiesen werden. Da die Suspensionen nicht autoklavierbar waren,
wurde der Effekt einer Keimzahlreduktion des Mahlverfahrens
untersucht. Dabei konnte anhand einer definierten Keimzahl gezeigt
werden, dass es wahrend des Mahlprozesses zu einer starken
Reduktion der Keimzahl in der Suspension kommt. SchlielRlich wurden
die Vernebelbarkeit der Nanosuspensionen unter Zuhilfenahme
handelsublicher Vernebler und die Vertraglichkeit der Formulierung im

Tierversuch getestet. Die Bestimmung der Aerosol-Tropfchengrofie
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lieferte bei Nanosuspensionen bis zu 20% Feststoff sehr gute
Ergebnisse. Ein Unterschied zu der Vernebelung wassriger Losungen
lied sich nicht erkennen. Bei der histologischen Untersuchung des
Lungengewebes bei den Tierversuchen konnten keine Veranderungen,
die durch die Applikation der Nanosuspension hervorgerufen wurden,
festgestellt werden.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die Herstellung einer
Nanosuspensionsformulierung im wassrigem Medium mit Hilfe einer
Ruhrwerkskugelmihle mdglich ist. Die untersuchten Suspensionen
haben einen optimierten Stabilisatorzusatz von 14% in Relation zur
Feststoffmenge und waren lagerstabil. Aullerdem lieRen sie sich auch
bei hohen Feststoffkonzentrationen in ein Aerosol Uberfihren und
zeigten eine enge TropfchengrolRenverteilung. Eine Verunreinigung der
Suspensionen durch einen Abriecb der Mahlkorper und der
Muahlenbauteile konnte durch die Verwendung von Polystyrol-

Mahlkorpern zudem deutlich reduziert werden.
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7 Abstract (english version)

In this work, the development of a nanosuspension formulation of the
antifungal agent Itraconazole is described. The formulation should be
developed for pulmonal administration. Many new active pharmaceutical
ingredients hare hardly soluble or insoluble in aqueous media according
to the pharmacopoeia definition. In practice, this often results in huge
variations in bioavailability and is a big challenge for formulation
scientists. The formulation of poorly soluble drug substances as
nanosuspension is regarded a promising alternative.

The production of the nanosuspension was performed as top-down-
process with the use of a stirred media mill. The determination of basic
milling parameters with cholesterol as model drug showed a significant
dependency of particle size and polydispersity index on milling time and
rotor speed and could be verified with the antifungal Itraconazole. As the
particle surface increases dramatically with decreasing particle size and
the particles tend to agglomerate, the addition of a suitable stabiliser is
mandatory in nanosuspension formulations. For this purpose, three
additives with low toxicity have been chosen for the determination of the
ideal stabiliser. These were polysorbate 80, poloxamer 188 and
Macrogol 15 hydroxystearate (solutol HS15). The best results were
obtained with polysorbate 80 in preliminary experiments, therefore, this
excipient was used for all further experiments. In order to limit the
concentration of surfactant additive, experiments to determine the
minimum concentration have been carried out, which showed a lower
limit of 14% stabiliser calculated on the dry matter content. Furthermore,
it has been tried to further minimise the amount by a combination of
polysorbate 80 with another additive like PEG 400, but the results
showed a decrease in milling efficiency due to the polymer covering the

particle surface and with this protecting from milling wear. For milling in a
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stirred media mill, different milling beads can be used, which have
different characteristics. In this work, four different grinding media have
used to determine their effect on milling success. These were two
polymeric grinding media made from polystyrene and polycarbonate,
respectively, and two batches of ceramic beads stabilised with Cerium or
Yttrium, respectively. It could be shown, that the polymeric beads had a
better comminution efficiency, which is believed to be due to the lower
density resulting in a higher swirling of the beads in the milling chamber.
A comparison of different bead sizes of polystyrene beads showed a
better milling efficacy for smaller sieve fractions of these beads. Another
important parameter apart from the milling effect is the pollution of the
product with grinding wear/abrasion from the grinding beads and the mill
parts. Therefore, the abrasion of two different batches has been
analysed with inductive coupled plasma (ICP). One batch has been
milled with ceramic beads stabilised with Cerium, whereas the other has
been milled with polystyrene beads. The detected abrasion in the
nanosuspension formulation was significantly higher with the use of
ceramic beads, which thus do not seem to be useful for preparation of
pharmaceutical nanosuspensions.

The developed nanosuspension does not show particle growth during 3
month storage in the refrigerator (8°C), whereas elevated temperatures
are not well tolerated. Especially a sterilisation step like autoclaving
resulted in a very heavy sedimentation, which is irreversible. Therefore, it
has been tested, whether the preparation process itself can be used for
reduction of the microbial count. For this, special batches with a
predetermined number of germs have been prepared, which were milled
subsequently. Over the milling time, samples were taken and tested
microbially in order to follow the microbial count. It could be shown, that

the milling process itself can diminish the microbial count significantly. In
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order to verify a possible administration to the lung, the nanosuspension
has been tested for its nebulisation ability. The formulations with a dry
matter content up to 20% (w/w) can be nebulised with the use of
ultrasonic or membrane nebulisers, the resulting aersosols show a fine
particle distribution as needed for pulmonary delivery. A tolerability test
has been performed with rats inhaling the Itraconazole nanosuspension
as well as pure dispersion media with stabiliser. The formulation was well
tolerated and the histo-pathological examination of the lung tissue
showed no changes. In summary, it could be shown that the preparation
of an aqueous nanosuspension of Intraconazole is possible with the use
of a stirred media mill. The formulation may have a high dry matter
content of up to 20% with a good stability and is capable of being

nebulised.
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8 Anhang

8.1 Gerate

Ruhrwerkskugelmiihle
Labormuhle Dispermat SL-C 5
VMA Getzmann GmbH, Reichshof, Deutschland

Kapillarviskosimeter Schott AVS 350
Wasserbad CT 1450
TemperiereinheitCK 100

Software WinVisco 2.0

Photonenkorrelationsspektroskopie & Zetapotential
Zetasizer Nano ZS

Malvern Instruments, Malvern, England

Digitales Lichtmikroskop Keyence VHX-500

Steuereinheit: VHX S 15

Optiken: VH-Z20  20-200fache VergrofRRerung
VH-Z500 500-5000fache Vergrolerung
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Analysenwaage Sartorius A200S
Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Mikrowaagen Satorius 4501 micro

Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland
Mettler AT106 comparator
Mettler —Toledo GmbH, Giessen, Deutschland

pH-Meter pH 540 GLP
WTW GmbH & Co. KG, Weilheim, Deutschland
REM XL 20

Philips Electronics, Eindhoven, Niederlande

DSM 940 und S 240

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
Sputter Coater SCD 005

Bal-Tec AG, Balzers, Lichtenstein
Trockenschrank Heraeus T6

Kendro Lab. Products GmbH, Hanau,

Deutschland
Ultraschallbad Bandelin Sonorex Super RK 106

Bandelin electronic, Berlin, Deutschland
Ultra-Turrax Ultra Turrax T25 basic

Ika-Werke GmbH & Co KG
Reinstwassersystem SeralPur Delta

Seral Reinstwassersysteme, Ransbach-

Baumbach, Deutschland

Siebturm Retsch Vibrotronic VE1
Retsch GmbH, Haan, Deutschland
Schlauchpumpe Watson Marlow W505Di

Watson Marlow, Cheltenham, England
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Laborschuttler

Glasvials

Typ A1

Edmund Buhler GmbH, Hechingen,
Deutschland

Aerosol Dome 15 ml

Saint-Gobain Kipfenberg, Kipfenberg,

Deutschland

8.2 verwendete Software

Die Erstellung der statistischen Versuchsplane erfolgte mit dem
Programm Statistica 6.0 der Firma Statsoft (Statsoft Inc., Tulsa, USA)

8.3 Tierversuche

8.3.1 verwendete Materialien:

Chloralhydrat
Phosphatpuffer
Formaldehyd

POCH, Gliwice, Polen
Bestandteile von POCH, Gliwice, Polen
POCH, Gliwice, Polen

8.3.2 verwendete Tiere

Spezies:

Art:

Geschlecht
Gewicht:

Zuchter:
Tierhaltung:
Beleuchtung:
Raum Temperatur
Raumfeuchte:
Futter:

Laborbedingungen:

Ratte

Wistar

mannlich

160-180 g

Labortierzucht Gorzkowska, Warschau, Polen
in Gruppen von 3-4 Tieren in Macrolon-Kafigen
12 Stunden hell-dunkel Zyklus

20 - 24°C

40 - 70%

Pellets, (Agropol S.j., Motycz, Polen)

Futter und Trinkwasser waren frei verfugbar.

kontrollierte Raumbedingungen
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Anhang

8.4 Verwendete Arznei- und Hilfsstoffe

ltraconazol
Cholesterol
Poloxamer 188
Polyethylenglykol 400
Polysorbat 80

Solutol HS 15

Isopropanol

Revive Impex, Hyderabad, Indien
Fagron GmbH, Barsbuttel
Fagron GmbH, Barsbdttel

BASF AG, Ludwigshafen

Caesar & Loretz GmbH, Hilden
BASF AG, Ludwigshafen

J.T. Baker, Deventer, Holland
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